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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

VHL: von Hippel-Lindau NO : 6xido nitrico

HIF: Factor inducible por hipoxia eNOS: enzima 6xido nitrico sintasa

HB : Hemangioblastoma ROS: especies reactivas de oxigeno

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa
PDGF: Factor de crecimiento de plaquetas NK: células asesinas

TFG-B: Factor de crecimiento tumoral 3 Glut-1: transportador de glucosa

SI: Sistema Inmune NF-kB: Factor nuclear Kappa beta

SNC: Sistema Nervioso Central IFN y: interferon gamma

CTL: Linfocitos T citotoxicos M2: Macrofagos activados por via alternativa
TAMSs: Macroéfagos asociados a tumores APCs: células presentadoras de antigeno



1.RESUMEN

La enfermedad von Hippel-Lindau (VHL), es una patologia rara, de herencia autosdémica
dominante, de alta penetrancia, ocasionada por la mutacion del gen supresor de tumores VHL,
situado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25-26). De acuerdo con la hipotesis de Aldred G
Kdnudson (Two-hits), para que se exprese el fenotipo, es necesario que primero el individuo
sea portador de la mutacion en uno de los alelos (mutacién germinal) y que posteriormente el
otro alelo sea inactivado por una mutacién somatica. En el 80% de los afectados, la mutacion
constitutiva del gen VHL se hereda de uno de los progenitores, en el 20% restante se trata de
una mutacion de novo (con linea parental sana).

El diagnostico (salvo antecedentes familiares, que es genético) se basa en la sintomatologia,
siendo ésta de distintos tipos y grado de gravedad debido a su gran variabilidad fenotipica. Sin
embargo, si suele haber una predisposicion del paciente a desarrollar tumores benignos y
malignos en 6rganos como los riflones, la retina y el Sistema Nervioso Central.

El Propranolol, es un betabloqueante no selectivo de receptores Bl y B2 adrenérgicos que,
gracias a sus diferentes propiedades hemodinamicas, vasculares y metabolicas se utiliza para
tratar patologias cardiacas como la hipertension, la angina de pecho y la arritmia. Sin embargo,
este farmaco ha sido también aprobado como medicamento huérfano para el tratamiento de esta
enfermedad de manera sistémica y cronica. Por ello es conveniente conocer los efectos que
genera sobre el Sistema Inmune, entre otros, asi como sus aplicaciones y aproximaciones
terapéuticas.

Palabras clave: von Hippel-Lindau, tumores, Propranolol, receptores [ adrenérgicos, Sistema
Inmume, inflamacion, actividad antioxidante, efecto inmunomodulador

ABSTRACT

Von Hippel- Lindau disease (VHL) is a rare genetic disorder, caused by a mutation of the tumor
suppressor gene VHL, located on the short arm of the chromosome 3 (3p25-26). According to
the “two-hits” hypothesis of Aldred G Knudson, the individual must carry the mutation in one
of the alleles (germline mutation) but in order to express the phenotype of the disease, the other
allele must be inactivated by a somatic mutation. In the 80% of those affected, the mutation of
VHL suppressor gene is inherited from one of the parents, whereas the remaining 20% might
be a de novo mutation (with healthy parental line)

VHL syndrome presents phenotypic variability, that is why, the manifestations and symptoms
can vary between patients. However, it is characterized by benign and malignant tumors in
kidney, retina and the Central Nervous System.

Propranolol is a non-selective, competitive 1 and B2 adrenergic receptors antagonist. It is
widely used to treat cardiovascular disorders including hypertension, angina, arrhythmias.
However, this drug has been approved as orphan drug for the treatment of this disease in a
systemic and chronic way. In order to this, it is convenient to study the effects it causes in the
Immune System, as well as its uses, benefits and therapeutic approaches.

Key words: von Hippel-Lindau, tumors, Propranolol, B adrenergic receptors, Immune System,
inflammation, antioxidant activity, immunomodulatory effect.



2.INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1. Enfermedad de von Hippel-Lindau

La enfermedad de von Hippel-Lindau es una enfermedad rara hereditaria autosémica dominante
(1/36.000 nacimientos), de alta penetrancia, causada por una mutacion del gen VHL (3p25-26)
que codifica para una proteina (pVHL) de 213 aminodcidos y de aproximadamente 30 kD (1).

Este gen supresor de tumores responde al modelo fwo hits, en donde un 80% de los pacientes
heredan el alelo mutado de uno de los padres (mutacion germinal) ( first-hit) que predispone a
desarrollar tumores de diferentes grados. Para que la enfermedad se manifieste y desarrolle, se
precisa de una segunda mutacion adquirida en el otro alelo (second hif). (2)

Las lesiones suelen manifestarse durante la segunda década de vida, siendo la penetrancia total
a los 60 afos. Sin embargo, pese a tratarse de un sindrome pluritumoral, no todos los pacientes
desarrollan las mismas alteraciones. La sintomatologia, por tanto, dependera del tipo de tumor
que se forme:

e Hemangioblastomas

Los hemangioblastomas (HB) son tumores vascularizados que se
pueden encontrar tanto en el SNC como en la retina y se presentan
en un 60-80% de los pacientes.

Los HB retinianos son los mas frecuentes y marcan el debut de la
enfermedad en un tercio de los casos. Estos tumores pueden ser
multiples o bilaterales y muy dificiles de visualizar en su inicio,
identificarlos de manera precoz es esencial, puesto que pueden
desencadenar en desprendimiento de retina, glaucoma, cataratas o
ceguera. (3)(4)

, . ., Fig. 1- ay c) HB capilar retiniano
Los HB de SNC estan asociados a un aumento de la presion multiples superiores e inferiores b y

intracraneal, dolor de cabeza, vomitos y alteraciones de la marcha. d) Angiografia donde se aprecia la
Aunque suelen aparecer habitualmente en el cerebelo, también pjperfluorescencia de los
pueden surgir en la medula espinal o en el tronco cerebral. hemangiomas superiores e
inferiores. (4)
e Carcinoma renal de células claras, multicéntricos y
bilaterales

Los carcinomas renales suelen ir acompafiados de quistes renales multiples. Este tipo de
tumores se presenta en el 40% de los pacientes.

e Feocromocitomas

Los feocromocitomas son tumores generalmente benignos, poco comunes en pacientes VHL,
poco sintomaticos y cursan con hipertension, cefaleas y palpitaciones. Producen cantidades
excesivas de catecolaminas y pueden ser adrenales o extraadrenales.

Otras manifestaciones de la enfermedad son: quistes pancreaticos, hepaticos, cistoadenoma del
epidimo o tumores del saco endolinfatico. (1)(3)

Numerosos farmacos han sido investigados en ensayos clinicos y testados en pacientes con un
diagnéstico confirmado de von Hippel-Lindau. Entre ellos destaca, el Ranibizumab, anticuerpo
monoclonal con afinidad por el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), Divitinib
y Sunitinib inhibidores de amplio espectro de receptores tirosin kinasa asi como el Propranolol,
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el farmaco sobre el que se basa la presente investigacion. Este ultimo, forma parte de los
betabloqueantes no selectivos, y de entre sus multiples y diversas funciones, se ha descubierto
recientemente una notable capacidad terapéutica en tumores retinianos y procesos inflamatorios
en pacientes VHL. Es por esto, por lo que ha sido aprobado como medicamento huérfano en
pacientes VHL (EU/3/17/1841).

2.2 Papel del factor inducible por hipoxia

La proteina multifuncional pVHL forma parte del complejo proteico E3 ubiquitin ligasa, cuya
funcion, entre otras, es la de ubiquitinizar el factor inducible por hipoxia (HIF), regulando asi
la homeostasis celular dependiente de la presion de oxigeno presente. (7)

En presiones de oxigeno normales (normoxia) como indica la figura 2, el residuo de prolina de
HIF-alfa es hidroxilado por las Prolil hidroxilasas (PDHs), siendo reconocido por pVHL y
ubiquitinizado para poder ser degradado por el proteasoma.

Sin embargo, en bajas presiones

A Normoxia B Hypoxia C The von Hippel-Lindau Syndrome
de . OXIgeno (h.lp()Xl.a)’ las ,@ ( HIF-n; \J ‘/HlFa O \fyrulr-aix\
enzimas PHDs se inactivan, por et g e

PHD enzyme | Oxygen is not

lo que el factor HIF-o no es PHI?l Fidianyates HIF s ( PO i ;:;K::E;Ieagn PquHydmxy!aiion
hidroxilado. La proteina VHL o . e -
entonces no reconoce HIF, W v, . Y e o

. ub Ub | ' Ub
haciendo que no sea degradado, pVHL complex v PVHL comple | — —

age . . ubiquitinates |/ PVHL complex “”ablf‘o‘:"“‘tg:‘:;‘;;‘::de: pPVHL complex is abrogated or | = pVHL comple

se estabilice y pueda dimerizar hydronted \ y {M. dimmished |
con HIF-B, para translocarse al oY 6g . .
nucleo y actuar como un factor " Ll (/ "'“”) (““‘ ‘”)

to HIF-16 [ HiF-a } \ HIF-a J

de transcripcion. Entre los genes
que regula, se encuentran:
transportador de glucosa (Glut-

1), eritropoyetina (EPO) , el Proessome \ /
Factor de Crecimiento Vascular S (HjFlf)

HIFa ‘ NUCLEUS

alB comp\ex
translocates
to nucleus

Endotelial (VEGF), el Factor de HIF-« destroyed {g D

Crecimiento de Fibroblastos o l (72N, \Vﬂ\«/’t
(bFGF), metaloproteasas

(MMPs), endoglina, asi como RS Ok i i bveses ok sistion s i:n"a’ﬁ.",ﬁii'a?n's

las citoquinas TNF-a y TGF- —
B.(8)El receptor CXC citoquinas 4
y su ligando stromal cell derived
factor (SDF)-1 han sido identificados como otra posible diana del factor HIF que contribuye al
proceso de tumorogénesis.

Fig. 2- Formacion del complejo VHL (9)

En los tejidos tumorales, VEGF es el responsable de la activacion de células endoteliales, de
macromoléculas que conducen a la formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), del
aumento de la permeabilidad vascular y de la extravasacion de proteinas plasmaticas, asi como
de otras. En estudios in vitro, se ha demostrado que la sobrexpresion de VEGF esté regulada
por altas concentraciones de HIF-1 ademas de por macréfagos, plaquetas y otras células.

El factor HIF tiene, ademads, un importante papel en el SI, ya que participa en la activacion de
receptores de superficie de citoquinas, linfocitos, moléculas de adhesion, macréfagos siendo
estas células necesarias para iniciar y coordinar una respuesta inmunitaria. El SI, a través de la
inmunidad innata activa mecanismos de defensa como fagocitosis, inflamacion, asi como
mecanismos de defensa inespecificos que activan ciertas respuestas del hospedador a través de
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la expresion de interferones y activacion de células asesinas (NKs). Cuando los mecanismos de
la respuesta innata no han sido suficientes para mantener al organismo protegido, nuevas células
(linfocitos B y T) se encargan de reconocer, activarse y diferenciarse en células efectoras para
desarrollar una respuesta especifica conocida como respuesta adaptativa. Adicionalmente, las
células presentadoras de antigenos (APCs), macrofagos y citoquinas que intervienen en la
respuesta innata también actian en la respuesta adaptativa demostrando asi la importancia de
la coordinacidn entre ambas respuestas.

Por otro lado, la conexién entre la mutacion VHL y la consiguiente sobrexpresion del HIF,
permite la participacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO) que
contribuyen e intervienen en procesos inflamatorios y proliferativos; ademds estas pueden
provocar cambios genéticos en células precancerosas mediante la induccion de ROS o
inactivacion de enzimas reparadoras.

La expresion de HIF es esencial para regular e inducir la respuesta proinflamatoria Th17 a partir
de células T-CD4 y permitir que éstas puedan diferenciarse a Th17 o T reguladores. Sin
embargo, la citoquina IL-17 juega un doble rol contradictorio sobre la inmunidad antitumoral,
facilitando o impidiendo la progresion de varios tumores segun el ambiente de citoquinas.

De acuerdo con lo anterior, en un estudio in vivo se observd que ratones con menor numero de
células Th17 resultaron protegidos de desarrollar enfermedades autoinmunes y sepsis. Por el
contrario, en ratones modificados genéticamente para el silenciamiento de la expresion vhl en
el epitelio renal (VHL-KO), se acentuaba la respuesta inflamatoria y el proceso de
tumorogénesis, desarrollando fibrosis renal y carcinoma renal.

En cambio, otros autores como Benchetrit, e al. han observado que el aumento de la actividad
citotoxica estimulada por la IL-17 tiene una posible actividad antitumoral en mastocitomas o
plastocitomas.

La sobrexpresion de HIF, conlleva un aumento de otras citoquinas como IL-4 e IL-10 que
favorecen la activacion alternativa de macrofagos (M2) los cudles inhiben la produccion de
IFN-y, antagonizan respuestas inmunes de tipo Thl y por tanto conducen la respuesta hacia
Th2. Estas células colaboradoras Th provienen de la activacion de linfocitos T CD4+ que se
diferencian en linfocitos efectores (Thl, Th2 o Th17) segun las citoquinas presentes en la
sinapsis inmunitaria. Se denominé Thl a los linfocitos secretores de IFN vy e IL-2, Th2 a los
linfocitos que segregan IL-4 y colaboran en la activacion de linfocitos B 'y Th17 a los linfocitos
que segregan IL-17 y IL-22. Estas células efectoras median mecanismos de proteccion contra
diferentes patogenos y ademas estan involucradas en diferentes enfermedades como VHL.
Los macrofagos asociados a tumores (TAMs) de tipo M2 participan en este ambiente
inflamatorio secretando citoquinas TNFa y TGF- B, IL-1p, IL-6, CTLA-4, IL-10 que junto con
la sintesis de granzimas y NO, amplifican las respuestas inflamatoria y quimiotactica.
Algunas de estas citoquinas favorecen la induccion de enzimas oxidantes como la NADPH
oxidasa o la Xantin oxidasa, presentes en fagocitos y en células endoteliales que producen anion
superdxido, asi como estimulan a la familia enzimatica de NOS (Oxido nitrico) para producir
NO a partir de arginina a través de dos reacciones de mono oxidacion.

La transferencia de electrones en eNOs (enzima 6xido nitrico sintasa), €s un proceso muy
regulado, pero sin embargo puede verse afectado por desacoplamientos de eNOS o por
desactivacion de enzimas por cambios en sus sustratos o cofactores. Cuando esto sucede, la
transferencia de electrones es conducida hacia el oxigeno molecular en lugar de hacia la
arginina, aumentando la produccion de superperdxidos y la activacion de enzimas oxidantes.
Ademas, varias moléculas oxidantes producidas en tejidos inflamados también reaccionan entre



ellas (Peroxinitrilo y NO) con oxigeno y ROS, pudiendo inducir mutaciones en el ADN de las
células del SI. (18)

En condiciones fisiologicas, ROS son producidas por diferentes células de forma controlada,
actuando como segundos mensajeros y regulando funciones endoteliales. Sin embargo, cuando
existe una sobreproduccién de éstas, contribuyen al desarrollo de lesiones vasculares y
generacion de tumores.(14)

Establecer el papel que tienen las ROS sobre el SI en la enfermedad VHL es comprometido. A
pesar de ello, nuevos modelos genéticos han demostrado que, en condiciones de hipoxia, la
cadena de transporte de electrones de la mitocondria regula la estabilidad de HIF-a a través de
la produccion de ROS (19)(20). Se han descrito diferentes mecanismos por los que ROS
mitocondrial inactiva PHD2 a través de modificaciones postransduccionales o cambios en la
estructura de la enzima permitiendo asi la estabilizacion del factor inducible de hipoxia y su
actividad transcripcional.(19)

2.3 Propranolol

Propranolol, es el farmaco prototipo de los antagonistas B-adrenérgicos. Es un antagonista
competitivo no selectivo de la

noradrenalina y adrenalina enddgenas, = (DD vasodilation
con lo que se impide la activacion de la m_

adenilil ciclasa y la sintesis de AMP

ciclico, asi como la activacion de los A3 ‘“">6

canales de calcio dependientes de b

voltaje en la membrana. 0}“3’;13;‘.‘:"5';5):3*’”

N

Los efectos mas importantes ocurren
sobre el aparato cardiovascular pues el
Propranolol  ejerce  una  accién
cronotropica negativa que provoca una

>4

Angiogenesis

reduccion de la frecuencia cardiaca, asi \ [Soxzt 3 —L— Stemness
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que disminuye la fuerza contractil y @

reduce la velocidad a la que aumenta la

tension en el corazon. Ademas, este
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Angiogenesis
inhibition

El Propranolol esta indicado para el
tratamiento de la hipertension, de la

angina de pecho, control de arritmias, K

taquicardias por ansiedad, manejo del inbibition
glaucoma y otras patologias. Es Figura. 3- Mecanismo de accion del
usualmente bien tolerado, sin embargo, Propranolol (5)



se pueden presentar efectos adversos como: bradicardia, hipotension postural, confusion,
mareo, deterioro de la insuficiencia cardiaca.

Hoy en dia desde el 2008, Propranolol juega un papel de importante en el tratamiento de
hemangiomas infantiles y ademas ha sido aprobado como medicamento huérfano en pacientes
VHL.

Propranolol también se emplea de manera experimental en ensayos in vitro e in vivo sobre
diferente tipos de tumores, asi como se investiga su acciéon inmunomoduladora y
antiinflamatoria que podria tener ventajas sobre diferentes patologias, entre ellas, en el
sindrome de VHL.

3. OBJETIVOS

La presente investigacion tiene como objetivo recopilar la informacion a cerca de los efectos
de Propranolol sobre el SI en ensayos in vitro e in vivo, para poder asi evaluar las potenciales
aplicaciones terapéuticas que este medicamento pueda tener en la enfermedad de VHL.

4. MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado una revision bibliogréfica de articulos cientificos publicados en revistas, a partir
de distintas bases de datos como PubMed, Spandidos Publications, The journal of Immunology,
o Clinical Trials con la busqueda “VHL”, “Propranolol AND immunity” limitando el numero
de estudios a los tltimos 10 afios.

Ademas, se han utilizado estudios que aparecian citados en los articulos cientificos como
referencias bibliograficas que, aunque son anteriores a hace diez afios, ofrecen una informacion
lo suficientemente interesante y pertinente como para ampliar y detallar mas la presente
revision.

Por otro lado, se han consultado revistas especializadas y las fichas técnicas de las moléculas
comercializadas y mencionadas en dicha revision, recopiladas a partir de la Agencia Espaiola

del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) y de la European Medicines Agency
(EMA).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de la investigacion bibliografica se han clasificado segin la accién
inmunomoduladora y antiinflamatoria del Propranolol sobre el SI.

5.1 Accion Inmunomoduladora

L. J. Elenkov, et al. afirman que existe una interaccion neuroendocrina entre el SI 'y el sistema
simpatico, por lo que el Propranolol, podria suponer una ventaja para muchas enfermedades
mediadas por una disbiosis del SI.

El efecto estimulador del Propranolol se debe a su accion sobre la inmunidad innata, que
promueve posteriormente la inmunidad adaptativa a través de la expresion de citoquinas junto
con otras células inmunitarias. Esta accion inmunomoduladora, ha sido estudiada en
numerosos experimentos in vitro € in vivo, que demuestran como este fairmaco influye en la
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expresion de las citoquinas IL-10, IL-12 e IL-17 ya que las células del SI (neutrodfilos,
macrofagos y linfocitos) que secretan estas, presentan receptores 3 adrenérgicos. Asi pues, el
bloqueo de estos receptores por la accion del Propranolol induce un cambio en la expresion y
ambiente de citoquinas.

A continuacion, se describe la importancia y modificacion de estas:

= La citoquina IL-10

IL-10 es una potente citoquina Th2, con actividad antiinflamatoria e inmunosupresora que
inhibe la sintesis de citoquinas proinflamatorias por los linfocitos T y los macrofagos. Sin
embargo, la accion que desencadena la citoquina IL-10 sobre el SI nunca ha estado clara, tanto
es asi que incluso se ha llegado a descubrimientos opuestos al medirse los niveles de IL-10 en
diferentes muestras tumorales.

Hay estudios realizados en macrofagos peritoneales murinos que sugieren que esta citoquina
promueve procesos de angiogénesis en la retina en un ambiente de hipoxia debido a un
cambio fenotipico hacia macréfagos activados (M2). Estos, en presencia de IL-10, IL-4, IL-13
producen mayor cantidad de esta citoquina y de otras proinflamatorias como IL-6 y TNF-
alfa.

Lopez Ps y Alonso FV, en un estudio realizado en 2009, han puesto de manifiesto la relevancia
de la citoquina IL-10 en carcinomas renales tipicos de esta enfermedad y afirman que el
aumento de ésta, se corresponde con un mal pronostico del tumor, por la participacion de mas
de 30 genes pro-angiogénicos, el aumento de TAMs y citoquinas implicadas en el proceso de
tumorogénesis.

Sin embargo, el estudio enfocado en la accion del Propranolol sobre IL-10 en ratones con
carcinoma de ascitis de Ehrlich se aparta radicalmente de las ideas anteriores . Tras
administrar Propranolol 5Smg/kg y 10 mg/kg intraperiotealmente, se detecté que el aumento de
IL-10 tenia una accidn positiva sobre la supresion de la angiogénesis directa e indirecta a través
de diferentes mecanismos del SI: modulacién de mecanismos apoptdticos, inhibicion de
citoquinas IL-6 y disminucion de las concentraciones de NO. Este estudio se baso en el estudio
de la concentracion de proteinas de choque térmico Hsp70, Visfatina, la actividad 6xido nitrico
sintasa, la expresion de IL-10 y del receptor tipo Toll (TLR-2) tras la administracion del
betabloqueante. No solo la citoquina IL-10 impedia el crecimiento del tumor, sino que el
receptor TLR2 presentaba también actividad anti-tumorogénica, ya que estimulaba la via de
sefializacion “MyD88” en APCs y la consiguiente activacion de citoquinas que mejoraban la
competencia inmunitaria.

Segun el tipo de tumor y el microambiente de citoquinas existente, IL-10 puede reducir la
capacidad presentadora de antigenos de células dendriticas, la expresion de moléculas
coestimuladoras CD8, MHC 11, en definitiva, la reduccién de células T. Como consecuencia,
se inhibe la respuesta inmune del hospedador y por consiguiente los macréfagos obtenidos de
los tejidos tumorales serdn mas susceptibles al efecto inmunosupresor provocado por la
inhibicion de las proliferacion de células Th1 y menos sensibles a la accion inmunomoduladora
por parte de los linfocitos T reguladores y las NK para lograr ese efecto antitumoral.



= Citoquina IL-12 Y IL-2

La estimulacion de los receptores  adrenérgicos conduce al SI hacia respuestas Th2, cuyos
protagonistas son los macréfagos activados por vias alternativas (M2), que expresan una
disminucién de IL-12 y IFN-y, asi como un aumento de citoquinas de IL-10, TNF-alfa, IL-6 y
de la quimiocina CCL1 que participa en el reclutamiento de células T reguladoras. (15) Por
ello, tras la administracion de Propranolol y el consiguiente bloqueo de los receptores
betadrenérgicos, la citoquina IL-12 secretada por macrofagos y células dendriticas participa de
forma activa en la diferenciacion de los linfocitos T CD4+ hacia linfocitos efectores Thl que
inhiben selectivamente la actividad de los Th2. Esta poblacion de linfocitos T helper 1
incrementa la expresion de IL-2, IFN-y para asi estimular de forma rapida la respuesta innata
(mayor atraccion de neutrofilos y activacion de macrofagos).

La citoquina IL-12 ha demostrado tener un potente efecto antitumoral en una amplia variedad
de tumores en modelos murinos. Aunque estos mecanismos empleados por el SI no se
conocen completamente, las NK y los linfocitos Th1 si se ven implicados. IL-12 activa también
células T citotdxicas y promueve la secrecion de IFN-y a través de células T, que, a su vez,
inhiben la proliferacion de células tumorales. Esta actividad antitumoral, mediada por NKs, ha
sido demostrada en diferentes tumores en ratones (colon, rifion, pulmoén), aunque no todos los
tumores han sido susceptibles a este tipo de citotoxicidad mediada por NKs. Estas NKs

son capaces de destruir células tumorales o infectadas por algun virus reconociendo los
anticuerpos que las recubre o alteraciones en las células producidas por la respuesta innata.
Cuando las NKs se activan, liberan sustancias conocidas como perforinas y granzimas, que
atacan las membranas de estas células alteradas e inducen su muerte. Ademas, las células NKs
al activarse segregan otras citoquinas como el TNF-a y el IFN-y que ayudan a destruir a estas
células tumorales.

Se han realizado también ensayos clinicos en voluntarios sanos para intentar dar respuesta a la
pregunta de como afecta el Propranolol a los pardmetros de la inmunidad humana (32). Catorce
voluntarios sin historia de diabetes, hipertension, o enfermedad tiroidea fueron tratados durante
7 dias con 3 dosis diarias de 40 mg de Propranolol para estimar coémo se modificaba la
proliferacion de linfocitos, la secrecion de citoquina IL-12 y la actividad de las NK. Como
resultado del dicho estudio, se observo un incremento de la citoquina IL-2 y de los receptores
de ésta, ademas de la elevacion en el numero de linfocitos circulantes y leucocitos. Aunque no
existi6 un aumento en el numero de NKs, si se vio potenciada la actividad litica de estas, en
concreto, en 10 de los 12 sujetos que participaban.

= Citoquina IL-17

La citoquina IL-17 tiene una importante funcion en la activacion de linfocitos T citotoxicos
(CTL), ademas de en la estimulacion la secrecion de IL-12 que promueve esa respuesta Thl,
con el fin de activar mas CTL contra los antigenos tumorales.

Ratones tratados con Propranolol, presentan un aumento de interleuquina IL-17 con el
consiguiente aumento de CTLs que junto con las células NK producen mas IFN-y. Este [FN-y
promueve la sobreexpresion del complejo de histocompatibilidad de tipo 1 (MHC-1) para asi
facilitar el reconocimiento del tumor. (14) Sin embargo, el rol de esta citoquina no esta del todo
bien definido, por lo que puede resultar contradictorio segun el tipo de tumor, ya que la células
Th-17 promueven la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias como IL-17A, IL-6, TNF-alfa,
TGF-f que alteran la vigilancia inmunitaria reclutando células mieloides supresoras y
permitiendo a ciertos tumores crecer mas. También se ha identificado su propiedad
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inmunosupresora través de dos posibles mecanismos: las células Th se transforman en células
T-reguladoras o bien, el TGF- f estimula a células Th-17 a expresar ectonucleotidasas y liberar
adenosina inmunosupresora.

Esta actual interpretacion sobre las citoquinas ha sido respaldada por un estudio reciente
publicado en el 2008 (34), en el cual se administré Propranolol como adyuvante junto con una
vacuna formada por células mamarias del tumor lisado a un total de 64 ratones. De forma
aleatoria, se dividieron los animales en cuatro grupos, de modo que el primer grupo fue
inmunizado con Propranolol y el tumor lisado, el segundo grupo se tratd solo con tumor lisado
y con PBS, el tercer grupo recibi6 Propranolol en combinacion con PBS y al cuarto grupo se le
administré tinicamente PBS. Tras utilizar la técnica de ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA), se observo que los ratones del primer grupo inmunizados con Pro/ Vac
secretaban mas IL-12, IL-17. Con este ensayo se manifiesta la potente accion inmumoduladora
del Propranolol y su capacidad de inducir una respuesta inmune celular para asi reducir la
progresion de tumores de mama. (35)
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5.2 Actividad Antiinflamatoria

La inflamacion es la primera linea de defensa beneficiosa contra patdgenos. Sin embargo, una
respuesta inflamatoria exagerada y desregulada puede también contribuir al proceso de
tumorogénesis desde la fase de iniciacion hasta la fase de metéstasis.

El estudio genético realizado a varias familias portadoras de la inactivacion del gen VHL,
muestra que esta guarda relacion con el desarrollo de tumores renales. (36) Existen suficientes
evidencias que afirman que son tumores inmunogénicos, donde células inflamatorias e
inmunes, acentian el crecimiento tumoral. Estas células permiten al tumor escapar de los
mecanismos protectores del SI, mediante la expresion de citoquinas como IL-6, IL-18, TGF-3
y TNF-a secretadas por estas células renales tras la exposicion a la situacion de hipoxia o por
la activacion de otras vias de sefializacion.(36)

De entre estas citoquinas, cabe destacar que el TNF-a tiene diferentes efectos sobre células
tumorales dependiendo del receptor al que se unan TNFR1 o TNFR2. (37)

1. Siel TNF-a se une al receptor TNFR1 (expresado en células endoteliales del rifion), se
activan cascadas de sefializacion intracelular que conducen a mecanismos apoptoticos
(NF-kB).

2. Si el TNF-a se une a TNFR2, se activa la proteina tirosin kinasa que estimula la
transcripcion de proteinas antiapoptoticas y promueve su entrada al ciclo células para
que actiien como factores autocrinos de crecimiento en carcinoma de células renales de
células claras (ccRCC).

Se han encontrado altos niveles de TNFR2 en plasma y en tejidos de células de carcinoma renal,
por lo que cabe destacar que TNF-a juega un papel importante en los procesos apoptoticos e
inflamatorios mediados por la interaccion entre citoquinas, quimioquinas y por la activacion de
rutas de sefializacion. Este TNF-a junto con otros marcadores inflamatorios (CXCR4, IL-6, IL-
1B) facilitan el desarrollo y transformacion de células cancerosas, asi como mecanismos de
evasion y metastasis. Los efectos proinflamatorios del TNF-a se deben principalmente a la
activacion de NF-kB, que activa la expresion de genes inflamatorios (ciclooxigenasa 2,
lipoxigenasa 2, moléculas adhesivas, citoquinas proinflamatorias) y junto con otras citoquinas
como IL-17, IL-1P reclutan neutréfilos en los sitios de inflamacion. (38) (14)

El TNF-a no es el tnico que interviene en los procesos inflamatorias, sino que el factor de
crecimiento tumoral acompafiado de otras citoquinas aumenta el reclutamiento de neutréfilos e
inducen inflamacién cronica en tumores pancredticos entre muchos otros. Sin embargo, el
tratamiento con Propranolol aplicado sobre un modelo murino que presentaba cancer
pancreatico, ha demostrado ser eficaz en reducir el volumen tumoral y las citoquinas
inflamatorias lo que puede suponer una ventaja en pacientes VHL. (39)

Un estudio realizado por Albifiana et al. (40) sobre tres tipos de cultivos in vitro diferentes
como la linea células humana HMEC-1 (human microvascular endothel cell line), el cultivo
primario HUVECs (primary human umbilical vein endothel cell) y la linea murina EOMA
(mouse hemangioendothelioma endothel cell), demostrd que el Propranolol inhibia la actividad
transcripcional de endoglina y genes ELK que codifican para los receptores de la familia TGF-
p. Esto conllevé a una disminuciéon de la concentracion TNF-a con un potente efecto
antiinflamatorio, asi como el efecto antiproliferativo.

Otros ensayos clinicos realizados en pacientes de 6 meses de edad siguen esta misma linea y
sugieren que el Propranolol tiene un efecto curativo sobre los hemangiomas infantiles que
parece estar asociado a una disminucion de las concentraciones de TGF-B y de la eNOS.(41)
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Aunque se trata de tumores benignos diferentes a los HB retinianos, destacar esos marcadores
puede ser significativo para extrapolarlo a VHL ya que son tumores vasculares que presentan
similitudes histologicas y patofisiologicas con los de esta enfermedad. Otros ensayos clinicos
han demostrado la eficacia del Propranolol sobre HB retinianos por su efecto antiangiogénico
y antiinflamatorio reduciendo tumores y exudados en retina.

El posible efecto antiinflamatorio del Propranolol, se trata en diferentes estudios sobre tumores
renales causados por inactivacion de genes supresores de VHL, asi como en patologias
cardiacas, sepsis y asma.

Se ha demostrado el impacto de los betabloqueantes sobre la inflamacion y la coagulacion en
ratas con coagulopatia traumatico agudo (ATC). Tras ser inyectadas con Propranolol, se
concluyd que este podia aliviar la hiperreactividad simpatica que ocurre en ATC, asi como
presentar efectos protectores frente la inflamacion mediante la inactivacion y regulacion
decreciente de la actividad NF-kB, puesto que este factor de transcripcion maneja la expresion
de citoquinas inflamatorias como (IL-6 y TNF-a)

En contrapartida, existen pocos datos sobre el efecto inmunomodulador del Propranolol en
procesos inflamatorios sistémicos como ocurre en el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica o sepsis. Se ha propuesto la idea de que algunos betabloqueantes como Esmolol puede
inducir una reduccién en las concentraciones de TNF-a siendo este, el factor principal del fallo
multiorgédnico durante sepsis. Sin embargo, en otro estudio con pacientes sépticos, las
concentraciones de TNF-a se reducen en un 34% tras la administracion de una beta agonista.

Haciendo referencia a la literatura existente, se ha investigado sobre el impacto de los B-
bloqueantes sobre las funciones celulares y la supervivencia en un modelo murino de sepsis

. Tras administrar Propranolol a estos ratones sépticos, se incremento la tasa de apoptosis,
se redujo la capacidad de proliferacion de estos y la expresion de citoquinas (IL-6, IFN-y).
Ademas, estos efectos fueron acompafiados de un aumento de la letalidad inducida por sepsis
y del empeoramiento de la situacion clinica de los ratones. Nuevos estudios deben realizarse
para tener claro si pudiera tener un efecto beneficioso o en cambio afectar negativamente a la
clinica de estos pacientes.

No obstante, el Propranolol si ha tenido resultados beneficiosos en modelos murinos que
presentaban shock hemorrdgico. Este betabloqueante disminuyd el numero de linfocitos
citotdxicos, atenud la movilizacion de células NK, disminuy6 la tasa de apoptosis y a pesar de
que no se vieron afectadas las concentraciones de TNF-a, otras citoquinas proinflamatorias si
se vieron disminuidas

El posible efecto antiinflamatorio que pudiera explicar el Propranolol se ha investigado también
en pacientes asmaticos cronicos. Se han realizado ensayos clinicos y numerosos ensayos sobre
murinos, que demuestran que la administracion cronica de betabloqueantes reduce la
hiperreactividad asmatica, puesto que disminuye los infiltrados de células inflamatorias
(eosinodfilos y linfocitos), citoquinas inflamatorias como IL-13, IL-10, IL-5, TGF-B y la
produccion de mucina en los epitelios. A pesar de que supone un gran avance en el
tratamiento del asma, todavia hay preguntas a cerca de los diferentes betabloqueantes, las dosis
y tiempo que tardan en reducir la hiperreactividad, asi como el efecto inotropico negativo u
otros efectos agudos que se podrian desencadenar.

Entre otras muchas aplicaciones que se estan estudiando, el tratamiento con betabloqueantes
reduce la inflamacion sistémica en pacientes que presentan fallo hepatico y cirrosis y se ha
observado que resulta beneficioso porque reduce el posible dafio oxidativo del SNC producido

13



tras una lesion cerebral. Sin embargo, pocos estudios han sido capaces de resaltar esta
propiedad antioxidante de los betabloqueantes para actuar como estabilizadores o reguladores
de especies reactivas. Esto es conocido como la actividad “scavenger” que reduce la formacion
de ROS durante el estallido respiratorio y evita la alteracion del balance redox que se origina
en procesos inflamatorios.

Un trabajo reciente de Gomes ef al. compara in vitro la actividad antioxidante de distintos
betabloqueantes, mediante la medicion de su actividad “scavenging”, sobre radicales
superoxidos, perdxido de hidrégeno, radicales hidroxilos, acido hipoclorito, peroxinitrito y
6xido nitrico.

Basandonos principalmente en los resultados de este estudio, el Propranolol inhibe la
produccion perdxidos, hidroxidos, hipocloritos que son producidos por la enzima
mieloperoxidasa presente en neutrofilos actividades. Ademas, inhibe la produccion de 6xido
nitrico (NO scavenging activity), importante de destacar puesto que el NO juega un papel como
vasodilatador, ademas de participar en la respuesta inflamatoria. Esta aplicacion de los
betabloqueantes es prometedora y podria ser eficaz en el tratamiento de tumores de von Hippel-
Lindau, ya que se ha sefialado una clara relacion entre la sobrexpresion del factor inducible de
hipoxia y la produccion de ROS.

La asociacion entre estrés e inflamacion cada vez recobra mas sentido. El estrés estd implicado

en el desarrollo de fenotipos inflamatorios, produce un aumento de marcadores inflamatorios,
aumento de interleuquina 6 plasmatica, activacion de macrofagos y aumento de NKs. Este
incremento de los niveles de inflamacion aumenta el riesgo de progresion de enfermedades
cronicas o el desarrollo de nuevas. La activacion del sistema nervioso simpdtico es el principal
mecanismo que traduce el aumento de estrés en un incremento de los niveles de inflamacion.
Por ello, el Propranolol se usa como tratamiento para el trastorno del estrés, debido al bloqueo
de estos receptores. Sin embargo, todavia hay pocos estudios (Benschop et al., 1994) que
hayan investigado sobre si el Propranolol reduce la activacion del SI inducida por estrés. Los
resultados de otros ensayos clinicos (placebo vs Propranolol) han demostrado como el
Propranolol disminuye las respuesta inflamatoria (disminucion de IL-6 y NK) y psicoldgica tras
exponerse a estimulos estresores.

Molécula | Efecto Tipo de | Efecto global Tumor Referencia
estudio
1L-10 Aumenta | In vivo Antitumoral y 29, 30, 34
(modelo Inmunomodulador | Tumor maligno
murino) Antiangiogénica | en glandula
mamaria
Inmunosupresion
(por supresion de
Inmunidad

adaptativa seglin
el microambiente)

Disminuye | In vivo: Antiinflamatorio | - 45
( murino)
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IL-12 Aumenta | In vivo: Inmunomodulador 30, 34
(modelo y antitumoral Tumor maligno
murino) en glandula

mamaria
Inmunomodulador 31
In vivo: | Antiangiogénica
Ensayo
clinico

IL-17 Aumenta | In vivo | Antitumoral Tumor maligno | 34, 35
(modelo en glandula
murino) mamaria

TGF- Disminuye | In vivo: Antiinflamatorio | Tumor en células | 39, 40,
(Ensayo Antitumoral del pancreas y en
Clinico) hemangioma 41

infantil

TNF- a Disminuye | In vitro Antiinflamatorio | HB 40
In vivo Antitumoral 46 , 43, 45

NO In vitro Antiinflamatoria y | HB retiniano 47

antioxidante
Disminuye Hemangioma
In vivo Antitumoral infantil 42,46
(vasoconstriccion)

Figura. 5- Efecto del Propranolol sobre las distintas citoquinas implicadas en procesos
tumorales e inflamatorios.

6. CONCLUSION

Desde el descubrimiento del Propranolol como tratamiento de primera linea en el hemangioma
infantil, se han realizado estudios in vitro e in vivo que aprueban la actividad antitumoral y anti-
metastdsico en tumores malignos comunes.

Los estudios in vitro e in vivo presentados hasta ahora proporcionan evidencia de que el
Propranolol y su efecto immunomodulador ha demostrado crear un mecanismo inmune
protector a través de la produccion de citoquinas, I1L-12, IL-17 e IL-10, reduciendo asi la
progresion tumoral en colon, glandula mamaria, pancreas y tumores hematopoyéticos.

Sin embargo, el papel que juegan estas citoquinas en los distintos tumores y en VHL dependera
del tipo de tumor y del microambiente de citoquinas, ya que por ejemplo la accion antitumoral
Th17 es dependiente de IFN-y y en cambio las citoquinas IL-6 y TGF-3 inducen una respuesta
Th17 tumorogénica.

La inflamacion cronica es un estimulante de progresion y un factor decisivo en el
microambiente tumoral y puesto que los tumores VHL son inmunogénicos y caracterizados por
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un ambiente inflamatorio, se han realizado ensayos clinicos que afirman que el Propranolol
reduce el volumen tumoral en pacientes con cancer de pancreas debido a la disminucion de
citoquinas inflamatorias.

La actividad antiinflamatoria del betabloqueante se ha puesto de manifiesto en estudios in vivo
de diferentes patologias como (coagulopatias, sepsis, asma, tumores) presentando una
reduccion de los niveles de TNF-a necrosis tumoral y de otras citoquinas inflamatorias como
IL-6, TGF-B. Ademas, otros estudios han resaltado la capacidad antioxidativa que podria tener
el Propranolol en reducir la formacion de ROS de oxigeno que alteran el balance redox en
procesos inflamatorios.

Sin duda, esta actividad farmacoldgica podria resultar muy positiva en pacientes VHL, ya que
existe una relacion entre la sobreexpresion del factor inducible de hipoxia y la produccion de
ROS (trigger inflamatorio).

Ademas de los mecanismos moleculares tipicos de la enfermedad, el estrés que sufren los
pacientes de VHL podria estar implicado en el desarrollo de fenotipos inflamatorios que
favorecen la progresion tumoral y segliin esto el Propranolol podria reducir la activacion del
sistema nervioso simpatico y minimizar el estrés que provoca un aumento de moléculas
inflamatorias, citoquinas y ROS.

Por tanto, el Propranolol se presenta como un farmaco prometedor, con un buen perfil de
seguridad para el tratamiento de este sindrome por su posible acciéon inmunomoduladora y
antiinflamatoria.
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