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PAPEL DEL RECEPTOR DE DIOXINA EN EL HEPATOCARCINOMA

1.1. CONCEPTO

Los tumores primarios hepaticos malignos pueden desarrollarse a partir
de diferentes componentes del higado, a partir de los hepatocitos, del epitelio de
la via biliar, de las células neuroendocrinas, células endoteliales, células mesenqui-
males o de la combinacion de ellas [1]. En el caso del hepatocarcinoma o carcino-
ma hepatocelular (CHC/ HCC), se trata de un tumor de origen epitelial que surge
a partir de la accion de diferentes carcinégenos sobre el hepatocito, provocando
una proliferacion celular anormal de este.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

El cancer hepatico es el sexto cancer mas comunmente diagnosticado y
fue la cuarta causa de muerte por cancer en todo el mundo en 2018, con alrededor
de 841.000 casos nuevos y 782.000 muertes anuales. EI CHC comprende entre el
75- 85% de esta patologia [2], por tanto, hablar de la epidemiologia del cancer he-
patico es practicamente equivalente a hablar de la epidemiologia del CHC.

1.2.1. Variabilidad epidemioldgica segun el sexo y la edad

Las tasas de incidenciay mortalidad son de 2 a 3 veces mas altas entre los
varones en la mayoria de las regiones del mundo, ocupando el quinto lugar en tér-
minos de incidencia global y el segundo en términos de mortalidad en varones [2].

La mayor disparidad de género en la incidencia se produce en los paises
de Europa Central, donde algunos registros tienen tasas entre los hombres cuatro
a cinco veces mas altas que las tasas entre las mujeres. La disparidad de género en
dichas tasas no se comprende bien, aunque la mayoria de los factores de riesgo de
cancer de higado son mas prevalentes en hombres que en mujeres. También se
ha planteado la hipotesis de que las diferencias en las hormonas esteroides sexua-
les, las respuestas inmunitarias y la epigenética podrian estar relacionadas con las
tasas mas altas en este sexo [3].

La edad de aparicion del CHC varia en diferentes partes del mundo. Apa-
rece por encima de los 60 anos en paises como Japon, América del Norte y paises
europeos. Por el contrario, en partes de Asia y la mayoria de los paises africanos, el



CHC se diagnostica comunmente en el rango de edad de 30 a 60 anos [4]. El es-
tudio BRIDGE mostrd que la edad media al momento del diagndstico del CHC era
de 69, 65y 62 anos en Japdn, Europa y América del Norte, respectivamente, mien-
tras que de 52,57 y 61 anos en China, Corea del Sur y Taiwan, respectivamente [5].

1.2.2. Variabilidad epidemioldgica segun la distribucion
geografica

La variacion de la incidencia y prevalencia del CHC en funcidn de la zona
geografica es el resultado de la diferente exposicion a los factores de riesgo [5].
Por ello, las tasas de incidencia mas altas se observan principalmente en entornos
con un nivel socioecondmico pobremente desarrollado, siendo mas frecuente en
los paises localizados al norte y occidente de Africa (Egipto, Gambia, Guinea) y al
oriente y sur de Asia (Mongolia, Camboya y Vietnam). Entre los determinantes cla-
ve se encuentran la infeccion cronica por virus de la hepatitis B (VHB) y la exposi-
cion a aflatoxinas; en el caso de Mongolia, el virus VHB y el de la hepatitis C (VHC),
y las coinfecciones de portadores de VHB con VHC o con el de |la hepatitis D (VHD),
asi como el abuso de alcohol, contribuyen también a la alta carga tumoral [2,3].

Por el contrario, la incidencia ha disminuido en otros paises asiaticos
como China y Japdn, asi como en Espana e Italia, probablemente debido a la im-
plementacion de programas de salud publica destinados al control de la exposi-
cion a factores de riesgo que se relacionan con esta enfermedad. No obstante, la
creciente prevalencia de obesidad y diabetes en el mundo ha contribuido a que
en areas de bajo riesgo de CHC, como Europa y América del Norte, se haya obser-
vado una creciente incidencia de las enfermedades del higado graso no alcoholi-
co como inductor significativo a la etiologia del CHC [2,3,5].
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1.5. FACTORES DE RIESGO Y PATOGENIA
DEL HEPATOCARCINOMA

1.3.1. Lesiones premalignas
1.3.1.1. Cirrosis

La cirrosis es el factor de riesgo mas importante para el CHC, considerada
una lesion premaligna y un marcador de carcinogénesis de larga evolucion me-
diado por la inflamacion créonica y el dano hepatico[o].

La cirrosis esta presente en el 80-90% de los pacientes con CHC, el riesgo
acumulado a los 5 anos de desarrollar CHC en pacientes cirréticos oscila entre el
5-30% [7]. Asi mismo, este riesgo dependera de la causa subyacente (la propor-
cion de pacientes con CHC y cirrosis es del 88% y 93% en aquellos que presentan
infeccion por VHB y VHC, respectivamente; en pacientes con hemocromatosis la
incidencia a 5 anos es del 21% y en pacientes alcoholicos entre el 8-12% [8]), de |a
region o la raza (mayor en la poblacion asiatica), y del estado de la cirrosis (en los
pacientes con cirrosis descompensada la incidencia anual de CHC varia entre el
1-4% y la incidencia acumulada a los 5 anos entre el 5-30% [9].

1.3.1.2. N6dulos displasicos

El CHC que surge en el higado cirrotico suele estar precedido de lesio-
nes precancerosas nNo malignas como ndédulos regenerativos/nddulos displasicos
de alto y bajo grado. La prevalencia de malignidad de estas lesiones precancero-
sas depende en gran medida del tamano de la lesidon y de su grado de displasia.
Lesiones inferiores a 1 cm no suelen ser malignas mientras que la mayoria de los
nodulos que superan los 2 cm son hepatocarcinomas [10]. Asi mismo, los nédulos
displasicos de alto grado son considerados los verdaderos precursores del CHC,
mientras que se cree que los noédulos restantes sélo participan marginalmente en
la carcinogénesis hepatica [11].

Existen varios estudios al respecto. En el de Borzio et al., durante un se-
guimiento de 33 meses de pacientes con cirrosis, 28 de 90 nddulos (31%) se trans-
formaron en CHC, con una tasa de transformacion maligna de 3.5,15.5, 31y 48.5%
al, 2, 3y5anos, respectivamente; siendo los nédulos displasicos de alto grado
un predictor independiente para el desarrollo de CHC (RR, 2.4, IC 95% 1.1-5.8) [11].
En el estudio de Kobayashi et al.,, que realiza un seguimiento en una serie de 154
pacientes que presentaban ndédulos hepaticos; 29 de ellos (18.8%) progresaron a
CHC durante un seguimiento medio de 2.8 anos; siendo el riesgo de degeneracion



neoplasica mayor en los nddulos displasicos de alto grado (46.2%, 61.5%, 80.8% a1,
3y 5anos, respectivamente) que en los de bajo grado (2.6%, 30.2%, 36.6% a 1,3y 5
anos, respectivamente) y con los nédulos de regeneracion (3.3%,9.7%,12.4% a 1,3y
5 anos, respectivamente), Log-rank p<0.0001 [12].

1.3.2. Enfermedad hepatica de origen virico

1.3.2.1. Hepatitis crénica por VHB

El' VHB es en si mismo carcinogénico, dada la existencia de pacientes con
CHC y VHB sin cirrosis asociadal[9]; es, ademas, el factor de riesgo mas frecuente
para el desarrollo de CHC a nivel mundial [13].

Aproximadamente entre el 15-40% de los pacientes infectados por VHB
desarrollaran cirrosis, fallo hepatico o CHC [14] y en torno al 70-80% de los pacien-
tes con VHB y CHC presentan cirrosis hepatica [7].

La relacion existente entre el CHC y la infeccion por VHB se produce
como consecuencia de la accion de proteinas viricas con propiedades oncogéni-
cas o bien debido a la integracion del genoma virico en el genoma del huésped
provocando la consiguiente activacion de oncogenes y la inactivacion de genes
supresores de tumores [15].

A pesar de que en la mayoria de los casos de infeccion por VHB y CHC
éste se presenta en pacientes cirréticos, puede desarrollarse también en pacien-
tes sin cirrosis hepatica. El riesgo se ve incrementado en aquellos pacientes con
infeccion croénica por VHB (aquellos que presentan el antigeno de superficie del
virus [HBsAQ]), en varones o ancianos, en aguellos con antecedentes familiares de
CHC, por exposicion a aflatoxinas, por consumo habitual de alcohol o tabaco, que
hayan sido coinfectados por VHC o VHD, en aquellos con niveles de replicacion del
VHB elevados (indicado por los niveles de VHB-DNAy por la presencia de antigeno
“e" del VHB (HBeAg) [16]) o en los que estén infectados por el VHB genotipo C [7].

1.3.2.2. Hepatitis crénica por VHC

Aproximadamente el 70% (intervalo 55-85%) de las personas infectadas
por el VHC desarrollaran una infecciéon cronica. En ellas, el riesgo de desarrollar
cirrosis oscila entre el 15% y el 30% en los 20 anos siguientes [17]. Una vez que se
establece la cirrosis relacionada con VHC, el CHC se desarrolla con una incidencia
anual del 1-8% (media de 3.5%) [8]. A pesar de que es raro que esta neoplasia se de-
sarrolle en pacientes VHC sin cirrosis, cuando lo hace, lo es en estados de fibrosis
hepatica avanzada [8].
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La etiopatogenia del VHC para el desarrollo del CHC se debe a meca-
nismos directos e indirectos. Por un lado, de forma directa, las proteinas virales
interactUan con ciertas vias de sefnalizacion para deshabilitar la respuesta inmune
innata y con las proteinas celulares para facilitar la entrada del virus, la traduccion
y sintesis de proteinas, la sintesis del acido ribonucleico (ARN) gendmico viral y el
ensamblaje y liberacion de los virus infecciosos, teniendo alguna de estas protei-
nas celulares papeles importantes en el control de la proliferacion celular y en la
supresion de tumores. Por otro lado, de forma indirecta, el VHC induce una estado
proinflamatorio y de estrés oxidativo que lleva a una inflamacién hepatica cronica
y consecuentemente a fibrosis, contribuyendo asi a la proliferacion de hepatocitos
modificados [18].

A pesar de la capacidad del VHC para ser un factor independiente para
el desarrollo del CHC, su riesgo se ve incrementado en pacientes que contraen la
infeccion en edad avanzada, en varones, por la coinfeccion con el virus de la in-
munodeficiencia humana (VIH) o VHB y, probablemente, en pacientes diabéticos
y obesos [7]. Asi mismo, el consumo de alcohol, a pesar de ser un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de CHC, cuando esta combinado con la infeccion
por VHC o VHB, eleva el riesgo de desarrollar este tipo tumoral de 1.5 a 2 veces [19].

1.3.2.3. Hepatitis crénica por coinfeccion VHB y VHC

El aumento del riesgo de CHC por infeccion dual puede deberse a la ne-
cro-inflamacion cronica del higado como consecuencia de la respuesta repetitiva
del sistema inmune contra la infeccion por VHC y VHB conduciendo, por tanto,
a la transformacion maligna de los hepatocitos como resultado de procesos sos-
tenidos de muerte y de regeneracion celular. Ademas del mecanismo comun, el
ADN (Acido desoxirribonucleico) del VHB puede integrarse en el genoma humano
y puede iniciar un proceso de hepatocarcinogénesis, lo que permite al VHB trans-
formar los hepatocitos incluso en ausencia de inflamacion cronica [20].

Los estudios epidemiologicos sobre la interaccion viral son inconsisten-
tes. En el metaanalisis llevado a cabo por Cho et al., que incluye 59 estudios que
evaluan la coinfeccion VHB y VHC, se observa un efecto subaditivo (efecto suma-
torio menor que la suma de las estimaciones puntuales de OR para cada monoin-
feccion) sobre el riesgo de CHC en los estudios publicados entre 2000-2009, en los
estudios de cohortes y en aquellas areas geograficas con infeccion endémica por
VHB. Por el contrario, presentaron un efecto aditivo (el efecto sumatorio es igual
a la suma de las estimaciones de OR para cada monoinfecciéon) en aquellos pu-
blicados entre 1985-1999, en estudios de casos y controles y en estudios realizados
en areas donde la infeccion por VHC era prevalente. Estos estudios sugieren que



seria razonable observar un efecto subaditivo ya que la sobreinfeccion por un virus
tiende a inhibir la infeccion por el otro virus entre los casos coinfectados [21].

Por otro lado, el estudio de cohortes prospectivas taiwanesas de Huang
et al,, disefhado para conocer el riesgo de desarrollar CHC en pacientes con edades
comprendidas entre los 30-75 anos con infeccion por VHC y VHB, muestra una
incidencia de 38.35% en hombres y de 27.40% en mujeres en aquellos pacientes
con coinfeccidn virica, siendo el riesgo de desarrollar CHC mayor en aquellos que
presentaban una infeccion dual de 19.4 (IC 95% 12.9-29.4) con respecto a la mo-
noinfeccion por VHB de 12.9 (IC 95% 10.2- 16.5) o por VHC de 10.3 (IC 95% 7.6- 13.9),
especialmente en mujeres pero sin efecto multiplicativo [22].

1.3.2.4. Hepatitis crénica por VHD

El VHD es un virus de ARN defectuoso que requiere la funcion auxiliar
del VHB para el ensamblaje viral y la transmision in vivo, es altamente patogenoy
causa la forma menos comun de la enfermedad. No obstante, es |la forma mas gra-
ve y de progresion mas rapida de hepatitis viral cronica, que conduce a cirrosis en
aproximadamente el 80% de los casos dentro de los 10 anos. La cirrosis relaciona-
da con el VHD puede ser una enfermedad estable durante muchos anos, pero una
alta proporcion de pacientes finalmente muere por descompensacion hepatica
o por CHC, a menos que se sometan a un trasplante hepatico (TH). Sin embargo,
la proporcion de pacientes que desarrollaran cada una de estas complicaciones a
largo plazo sigue siendo incierta debido a la falta de grandes estudios prospecti-
vos sobre |a historia natural de este virus [23].

En el estudio de Ji et al. se objetivo que el riesgo de CHC aumento con-
siderablemente en pacientes con infeccion aguda o créonica por VHD (RDI=137.17,
IC 95% 62.19-261.51 vs RDI=99.26, IC del 95% 42.39-196.55, respectivamente) en re-
lacion a la poblacién general. Asi mismo, utilizando como grupo de referencia a
los pacientes con infeccion créonica por VHB, el riesgo de CHC se mantuvo elevado
tanto para el grupo con infeccion aguda como para el de infeccion crénica por
VHD (RDI=6.11, IC del 95% 2.77-11.65 vs RDI=3.90, IC del 95% 1.61-7.22), indicando que
el incremento en la razon de densidades de incidencia de VHD es independiente
de la infeccion por VHBYy, por tanto, que el VHD es un factor de riesgo en si mismo
para el desarrollo de CHC [24].
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1.3.5. Enfermedad alcohdlica del higado

El consumo de alcohol ha sido reconocido como factor de riesgo para el
desarrollo del CHC, bien por mecanismos indirectos como es el desarrollo de cirro-
sis 0 por mecanismos directos dada su capacidad genotoxica.

El modelo de carcinogénesis hepatica propuesto por Donato et al. mues-
tra que la ingesta de alcohol a largo plazo causa la induccion de la enzima Ci-
tocromo P450 2E1 (CYP2E]I), lo que resulta en un aumento de la produccion de
acetaldehido a nivel hepatico tras la metabolizacion del etanol, el cual es capaz de
inhibir los mecanismos de apoptosis asi como el sistema de reparacion del ADN.
Por otro lado, se produce un aumento del estrés oxidativo hepatico debida a la
produccion de especies reactivas del oxigeno y de radicales hidroxietilo, capaces
de formar aductos de proteinas de ADN y de reaccionar con las moléculas de lipi-
dos ubicadas en la membrana celular, lo que provoca dano en el ADN celular [25].

Asumiendo que una bebida alcohdlica estandar contiene en torno a 13.7g
de alcohol, un consumo moderado se define como una ingesta menor de 3 bebi-
das alcohdlicas/dia (<40 g de alcohol) considerandose un consumo abusivo el que
es igual o superior a 3 bebidas alcohdlicas/dia (40-60 g de alcohol) [9]. Varios estu-
dios muestran una relacion directa entre la dosis de alcohol ingerida y el riesgo de
desarrollar CHC, teniendo una mayor susceptibilidad el sexo femenino a menores
dosis de alcohol.

Turati et al. mostraron en su metaanalisis un aumento significativo del
16% en el riesgo CHC entre los bebedores con un consumo abusivo y del 22% en
aquellos con un consumo de mas de 6 bebidas alcohdlicas/dia (consumo nocivo)
en comparacion con los no bebedores, no encontrando un mayor riesgo en los be-
bedores de nivel moderado [26]. Por otro lado, en el metaanalisis de Gutjahr et al.
se observo que los riesgos relativos de CHC para un consumo moderado, abusivo
y nocivo de alcohol fueron de 1.45, 3.03 y 3.60, respectivamente y para ambos sexos
en comparacion con los no bebedores. Las dosis consideradas como moderada,
abusiva y nociva para el sexo femenino se establecieron en <20 g de alcohol, 20-40
g de alcohol y >40 g de alcohol, respectivamente [27].

En cuanto al planteamiento de si la interrupcion de la ingesta de alcohol
disminuye el riesgo de desarrollar CHC, el metaanalisis presentado por Heckey
et al. estima que el riesgo de CHC disminuye tras el cese de la ingesta de alcohol
de 6-7% por ano; siendo necesario un periodo estimado de 23 anos después de
abandonar el consumo de alcohol (IC 95% 14-70 anos) para que el riesgo de cancer
hepatico se iguale al de los abstemios [28].

Asi mismo, se ha observado una correlacion importante entre la ingesta



de alcohol (50-80 g/dia) y la infeccion por virus hepatoétropos (VHB y VHC) y Dia-
betes Mellitus, existiendo un incremento en el riesgo para el desarrollo de CHC
cuando el alcohol se combinaba con estos otros factores. En casos en los que el
consumo de alcohol sea >80 g/dia, y exista una infeccién crénica por VHB o VHC,
se ha objetivado una OR para el desarrollo de CHC de 53.9 (alcohol solo OR= 2.4,
virus solo OR=19.1). Si estas cifras de consumo se establecen junto con la presencia
de diabetes (tanto dependientes de insulina como no dependientes de insulina)
se ha objetivado una OR de 9.9 para el desarrollo de CHC (diabetes solo OR= 2.4)
[29].

De igual forma, se ha sugerido la existencia de un cierto sinergismo entre
el consumo de alcohol y la obesidad; en este caso, el riesgo de incidencia de CHC
es de 3.1 veces mayor en consumidores de alcohol (95% IC, 1.1-8.3) que tienen un
indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 30 kg/m? en comparacién con los
abstemios que presenten un IMC menor de 30 kg/m? [30].

1.3.4. Enfermedad del higado graso no alcohdlico

La enfermedad del higado graso no alcohdlico (EHGNA) incluye un es-
pectro de enfermedades hepaticas que varia desde la esteatosis simple, la estea-
tohepatitis no alcohdlica (EHNA) caracterizada por inflamacion hasta la fibrosis
relacionada con la EHNA que conduce a cirrosis hepatica [9]. Sin embargo, varios
estudios han evidenciado el desarrollo de CHC en pacientes con EHGNA en au-
sencia de cirrosis: Mittal S. et al., en su estudio de cohorte retrospectiva, observo
gue hasta el 13% de los pacientes con CHC no presentaban evidencia de cirrosis
en el momento del diagndstico, siendo los Unicos factores de riesgo la EHGNA o el
sindrome metabdlico [31].

La prevalencia de EHGNA se estima entre el 10-35% de la poblacion; sin
embargo, esta incidencia varia en funcion de la poblacién en estudio asi como del
meétodo diagnodstico utilizado[32].

Por otro lado, el riesgo de CHC en pacientes diagnosticados de EHGNA o
EHNA no esta claramente establecido [9]. No obstante, la EHGNA es mas frecuen-
te en cohortes con una afectacion metabdlica preexistente, asociandose por tanto
a Diabetes Mellitus tipo Il, obesidad e hipertrigliceridemia. Sin embargo, a pesar
de que estos factores de riesgo para el desarrollo de EHNA pueden contribuir al
desarrollo de CHC (OR para CHC si se ha establecido previamente el diagndstico
de sindrome metabdlico es de 2.58 (IC 95% 2.40-2.76), en el estudio de T. Welzel et
al. [33]), la patogénesis exacta por la que los pacientes con EHNA desarrollan CHC
es desconocida [32], porque si bien puede deberse a la cirrosis desarrollada en fa-
ses avanzadas, existen estudios donde ésta no esta presente.
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1.3.5. Ingesta de aflatoxinas

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios de los hongos Aspergillus
flavus y Aspergillus parasiticus. Las condiciones favorables para la contaminacion
natural de alimentos por aflatoxinas se producen en latitudes entre 40° Ny 40° S
del ecuador bajo condiciones de altas temperaturasy humedad ambiental duran-
te la produccion, cosecha, almacenamiento y procesamiento de alimentos como
el maiz, los cacahuetes y la soja. Las aflatoxinas son consideradas por tanto un
contaminante comun, sobre todo en las dietas basicas de los paises en desarrollo
[9,34].

Las cuatro aflatoxinas principales son las aflatoxinas B1 (AFB1), B2, G1y G2,
donde la aflatoxina Bl es la que con mayor frecuencia se encuentra en los alimen-
tos de consumo humano contaminados y la que mayor potencial hepatocarcino-
génico presenta [35].

El riesgo de cancer debido a la exposicion a las diversas formas de afla-
toxina esta bien establecido y se basa en |la dosis acumulada a lo largo de la vida.
Dos factores principales, la aflatoxina y el VHB, que ocurren comunmente en las
mismas poblaciones, influyen en el riesgo de padecer cancer de higado. La accion
sinérgica de estos dos factores aumenta el riesgo de cancer entre 25y 30 veces.
El mecanismo sugerido para esta sinergia es que la aflatoxina suprime los meca-
nismos de reparacion del ADN que ayudan a limitar el desarrollo del cancer por
el VHB y el VHB y evita la detoxificacion de las mismas. También es posible que la
inmunotoxicidad de la aflatoxina interfiera con los mecanismos de supresion del
cancer [34].

Chu V. et al,, en su estudio de casos y controles, objetivd que los niveles
de AFBIl-albumina detectados en el suero en pacientes con enfermedad cronica
de VHB se asociaban significativamente con un mayor riesgo de cirrosis y de CHC
dependiente de la dosis de tdxico. La Odds ratio ajustada multivariada con un IC
del 95% para los niveles séricos altos vs indetectables de AFBIl-alboumina fue de
2.45 (1.51-3.98) para cirrosis, 5.47 (2.20-13.63) para CHC cirrético y 5.39 (1.11-26.18) para
CHC no cirrotico [36]. Estos resultados sugieren que AFB1 no sélo puede aumentar
el riesgo de cirrosis, sino que también participa en la etiologia de la hepatocarci-
nogeénesis.



1.3.6. Susceptibilidad genética

Existen varios trastornos hereditarios que se han asociado con un mayor
riesgo de CHC.

1.3.6.1. Hemocromatosis hereditaria

La hemocromatosis es un trastorno hereditario, con un patrén de heren-
cia autosoOmico recesivo, que se caracteriza por una excesiva absorcidén gastroin-
testinal de hierro. Este exceso de hierro se deposita, entre otros érganos, en el
parénquima hepatico, pudiendo provocar cirrosis con el tiempo [13,37].

En el estudio de Elmberg et al. se ha objetivado un incremento de 20
veces el riesgo de cancer hepatico en esta poblacion (RDI= 21, IC 95% 16-27), co-
rrespondiendo el 79% con CHC [37]. Por otro lado, en el estudio prospectivo de
Fracanzani et al. se observd que el riesgo relativo (RR) para desarrollar neoplasias
hepaticas fue significativamente mayor en los pacientes con hemocromatosis he-
reditaria (RR= 1.8, IC 95% 1.1-2.9) en comparacion con los pacientes que presenta-
ban hepatopatia cronica no relacionada con el metabolismo del hierro. Asi mis-
Mo, en el analisis multivariante tras haber sido ajustado para consumo de alcohol,
tabaco e historia familiar de cancer, el riesgo para desarrollar cancer fue mayor
en los pacientes con hemocromatosis (RR= 1.9, IC 95% 1.1-3-1), lo que sugiere que
la hemocromatosis, per se, es un factor de riesgo que contribuye al desarrollo de
neoplasias tanto hepaticas como extrahepaticas en estos pacientes [38].

En el estudio de Ji et al. se objetivo que el riesgo de CHC aumento con-
siderablemente en pacientes con infeccion aguda o crénica por VHD (RDI= 13717,
IC 95% 62.19-261.51 vs RDI=99.26, IC del 95% 42.39-196.55, respectivamente) en re-
lacion a la poblacion general. Asi mismo, utilizando como grupo de referencia a
los pacientes con infeccion cronica por VHB, el riesgo de CHC se mantuvo elevado
tanto para el grupo con infeccion aguda como para el de infeccion crénica por
VHD (RDI=6.11, IC del 95% 2.77-11.65 vs RDI=3.90, IC del 95% 1.61-7.22), indicando que
el incremento en la razon de densidades de incidencia de VHD es independiente
de la infecciéon por VHB Yy, por tanto, que el VHD es un factor de riesgo en si mismo
para el desarrollo de CHC [24].
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1.3.6.2. Enfermedad de Wilson

La enfermedad de Wilson es un trastorno autosémico recesivo del meta-
bolismo del cobre y se ha atribuido a mutaciones en el gen ATP7B ubicado en el
brazo largo del cromosoma 13.6. La proteina ATP7B defectuosa da como resultado
alteraciones en la excrecion de cobre en la bilisy conduce a la acumulaciéon y de-
posito del cobre a nivel hepatico y extrahepatico [39].

Las neoplasias intraabdominales en relacion con la Enfermedad de Wil-
son, como es el caso del CHC, han sido descritas en la bibliografia. Sin embargo,
el riesgo para desarrollar la enfermedad de Wilson es relativamente bajo, menor
del 1%, como lo demuestra el estudio de Walshe et al., en el que, tras hacer un
seguimiento a 363 pacientes de esta enfermedad, desarrollaron CHC 2 pacientes
(0.5%) a los 31y 38 anos después del diagnostico inicial, presentando ambos casos
cirrosis subyacente [40].

1.3.6.3. Déficit o-1 antitripsina

El déficit de alfa-1 antitripsina (AlAT) es una enfermedad autosémica co-
dominante en la que la mutacion del gen que la codifica promueve su polimeri-
zacion intrahepatocitaria, atrapando asi AIAT en el reticulo endoplasmico de los
hepatocitos y provocando que los niveles séricos de AIAT sean bajos. La acumu-
lacion de AIAT en el higado desencadena la apoptosis de las células hepaticas y
la regeneracion hepatocelular cronica [41]. Este proceso de regeneracion cronica
conlleva el desarrollo de fibrosis, cirrosis y CHC. Con esta premisa, el estudio de An-
toury et al. consistio en valorar la asociacion entre el déficit de AlAT y el CHC en pa-
cientes con enfermedad hepatica avanzada, observandose una tasa de incidencia
del 8.5% para el desarrollo de CHC en comparacion con el 31.1% en pacientes que
presentaron otra causa de hepatopatia (p= 0.001). Al comparar la tasa de inciden-
cia de CHC por subgrupos, la mayor tasa de incidencia acumulada se encontro en
sujetos con VHC (2.7%/afio), siendo la tasa més baja en pacientes con cirrosis y con
déficit de AIAT (0.88%/afo) (p <0,001) [41].

1.3.6.4. Porfiria

Tanto la porfiria aguda intermitente como la porfiria cutanea tarda son
trastornos que provocan una deficiencia enzimatica responsable de |la biosintesis
del grupo hemo [13].

En la revision realizada por Stewart de pequenos estudios retrospectivos
y prospectivos de cohortes, los pacientes con porfiria que son diagnosticados de
CHC son pocos, variando su incidencia de 0-33%; asi mismo, en algunos de estos
estudios no se han considerado factores de confusion como el alcohol o las hepa-



titis viricas [42].

1.3.7. Otros factores de riesgo

1.3.7.1. Obesidad

Los cambios metabdlicos que acompanan al exceso de peso corporal,
como EGHNA, EHNA vy la diabetes mellitus tipo 2, pueden contribuir a la patogé-
nesis del CHC [9]. El 30-40% de la poblacion de paises del oeste, diagnosticada de
CHC, no presenta infecciéon cronica por VHB o VHC, sugiriendo la implicaciéon de
otras causas de enfermedad; algunos de estos pacientes tenian mas probabili-
dades de tener caracteristicas clinicas o bioquimicas de EGHNA (obesidad) o del
sindrome metabdlico [7].

Son diversos los estudios que relacionan la obesidad con el CHC, a pesar
de que algunos de ellos presentan limitaciones particularmente relacionadas con
la ausencia de datos sobre la presencia de cofactores de dano hepatico. En el me-
taanalisis llevado a cabo por Gupta A. et al. se objetiva que los individuos obesos
diagnosticados de CHC presentaban una mortalidad casi 2 veces mayor en com-
paracion con los que no presentaban obesidad HR 1.96 (IC 95% 1.46-2.46), siendo
mas evidente en las poblaciones del oeste HR 2.10 (IC 95% 1.77-2.48) que en las
poblaciones asiaticas [43].

Asi mismo, la obesidad supone un importante factor de riesgo sumatorio
en aquellos pacientes que ya presentan enfermedad hepatica de base, tal como
refleja el estudio prospectivo de Chen C. et al., donde la obesidad central y la obesi-
dad extrema (IMC=> 30 kg/m?2) se asociaron de forma independiente con un riesgo
2y 4 veces mayor para CHC en los sujetos seropositivos al VHC, respectivamente
(RR: 413, IC 95% 1.38- 12.4), en comparacion con aquellos que no presentaban la
infeccion de base [44].

No solamente se ha identificado la obesidad en la poblacion adulta como
riesgo para el desarrollo de CHC. La obesidad infantil, en el estudio de cohortes re-
trospectivas de Berentzen T. et al,, presenta una asociacion positiva con el riesgo
de desarrollar cancer en la edad adulta, observandose a los 7 y 13 anos de edad
una HR para el cancer de higado de 1.19 (1.04-1.38) y de 1.36 (1.17-1.58), respectiva-
mente, por cada unidad que aumenta el IMC z-score [45].
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1.3.7.2. Diabetes Mellitus tipo 2

La Diabetes Mellitus tipo 2, como se ha sehalado anteriormente, forma
parte del sindrome metabdlico que se caracteriza por resistencia a la insulina y
que predispone a la enfermedad de higado graso no alcohdlico [46], identifican-
dose como factor independiente para la progresion hacia formas mas avanzadas
de dicha enfermedad [47].

En el metaanalisis realizado por El- Serag et al. sobre la asociacion entre
diabetes y CHC, los autores sefalan que la diabetes tipo 2 esta asociada con un
aumento de aproximadamente 2.5 veces el riesgo de CHC, fortaleciéndose esta
asociacion en los pacientes que presentaban diabetes de mas de 10 afos de evo-
lucion [46].

El mecanismo por el cual la diabetes mellitus tipo 2 aumenta el riesgo
de CHC sigue sin estar claro a dia de hoy [9]. Sin embargo, parece que los niveles
elevados de insulina, causados por la resistencia a esta hormona en la grasa, el hi-
gado y el tejido muscular pueden explicar, en parte, este hecho. La hiperinsuline-
mia puede aumentar el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), que a su vez
estimula la proliferacion de células hepaticas, ademas de producir un aumento de
la secrecion de proteinas de la matriz y de otros precursores de la fibrosis hepatica
por las células estrelladas hepaticas, asi como disminuir la oxidacion mitocondrial
de los acidos grasos, que se asocia con lesiones hepatocelulares, inflamacion y
fibrosis hepatica. Por otro lado, la resistencia a la insulina se asocia de forma inde-
pendiente con la progresion de la fibrosis hepatica, que es un factor de riesgo para
el CHC [48].

Asi mismo, la diabetes mellitus puede establecer sinergismo con otros
factores de riesgo como la hepatitis virica o el consumo de alcohol, favoreciendo
de esta manera la hepatocarcinogénesis. Desde el punto de vista de la hepatitis
virica, el estudio prospectivo de Chen C. et al. muestra un RR para el desarrollo de
CHC de 264.7 (IC 95%, 35.2-1993) para sujetos seropositivos a HBsAg con obesidad
y diabetes y de 134.5 (IC 95%, 17.5-1035) para sujetos seropositivos para anticuerpos
contra el VHC (anti-VHC) con obesidad y diabetes en comparacion con el grupo
de referencia que no presentaban infecciones cronicas viricas, sin diabetes y con
bajo IMC [44]. En cuanto al consumo de alcohol, ya hemos mencionado anterior-
mente el estudio de Hassan M. et al. donde la OR para el desarrollo de CHC era de
9.9 cuando se combinaba con el consumo de alcohol y la presencia de diabetes,
en comparacion con el riesgo que presentaba uUnicamente el diagndstico de dia-
betes (OR=2.4) [29].

En cuanto al tratamiento antidiabético, existen controversias sobre la in-
fluencia que este pueda ejercer sobre el desarrollo del CHC. Algunos estudios han



sugerido que la metformina presenta un efecto quimiopreventivo, al contrario
gue las sulfonilureas y la insulina, esta ultima utilizada en pacientes diabéticos de
larga evolucion y habitualmente con comorbilidades asociadas relacionadas con
un incremento en la incidencia de CHC [49,50]. No obstante, esta por determinar
si estas relaciones son causales o estan influenciadas por la duracién o la gravedad
de la propia Diabetes Mellitus o por otros posibles factores de confusion, lo que
requerira la realizacion de estudios disenados para tal fin [48].

1.3.7.3. Tabaco

El humo del tabaco contiene varios carcindgenos hepaticos como N-ni-
trosodimetilamina, 4-amino-bifenilo, arsénico y cloruro de vinilo que pueden con-
tribuir al desarrollo de CHC [9].

La asociacion entre el cancer hepaticoy el tabaquismo ha sido controver-
tida debido a la presencia de factores de confusion como el alcohol o las infeccio-
nes viricas [3]. Sin embargo, en el metaanalisis de Lee et al,, en el que se tienen en
cuenta estos posibles factores de confusidn, se objetiva que el consumo de tabaco
aumenta 1.5 veces el riesgo de desarrollar cancer hepatico. También se observo
una tendencia positiva en dosis-respuesta para el numero de cigarrillos fumados
por dia, lo que respalda aun mas una asociacion causal entre el consumo de ciga-
rrillos y el riesgo de cancer de higado [51].

Asi mismo, en el estudio prospectivo de Petrick et al. se objetiva que los
exfumadores y los fumadores actuales tenian un mayor riesgo de CHC en com-
paracion con los que nunca habian fumado. Fumar mas de 25 cigarrillos al dia se
asocio con un aumento del 55% del riesgo de CHC (IC 95%: 1.30-1.84). Por otro lado,
el numero de anos transcurridos desde el cese del consumo de tabaco se asocio
inversamente con el riesgo de CHC (p= 0.003), igualandose dicho riesgo en aque-
llos que habian dejado de fumar desde hacia mas de 30 anos con los no fumado-
res [52].
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1.4. PROGRAMA DE DETECCION PRECOZ
DEL HEPATOCARCINOMA

Los objetivos de los programas de seguimiento y vigilancia precoz son
la deteccion y el tratamiento de la enfermedad en estadios tempranos, que re-
sultan en la consecuente reduccion de su mortalidad. Su utilidad y aplicabilidad
dependera de la incidencia de la enfermedad en la poblacion, de la eficiencia y
de la disponibilidad de las pruebas diagndsticas, asi como de la efectividad de los
tratamientos disponibles [53].

Existen multiples trabajos que avalan la utilidad del programa de cribado
para la deteccion del CHC en poblacion de riesgo. En el ensayo clinico de Zhang
et al. se objetivd que un seguimiento combinado de niveles séricos de Alfa- feto-
proteina (AFP) y de ecografia cada 6 meses condujo a una reduccion del 37% en la
mortalidad por CHC en individuos de 35- 59 afios con infeccion por VHB o antece-
dentes de hepatitis cronica en Shanghai [54]. Por otro lado, el metaanalisis publi-
cado por Singal et al. de 47 estudios con 15.158 pacientes mostro que la vigilancia
del CHC se asocidé con una mejor deteccion en estadios precoces (OR 2.08, IC 95%
1.80-2.37), con mejores tasas de tratamiento curativo (OR 2.24, IC 95% 1.99-2.52) asi
como con una mayor supervivencia (OR 1.90, IC 95% 1.67-2.17) [55].

En el caso del CHC, debido a su incidencia variable en funcion del area
geografica, existen diferentes recomendaciones en funcion de la guia clinica que
se considere. Por lo general, aunque existen muchos factores de riesgo para el
CHC, solo algunos de ellos lo aumentan lo suficiente como para justificar su cri-
bado y vigilancia. Para todas las sociedades médicas, estos factores incluyen la
cirrosis causada por VHB y VHC, la cirrosis derivada de otras causas y, en menor
medida, un subconjunto de portadores de hepatitis B no cirréticos y de hepatitis
C cronica con fibrosis en estadio 3. No esta incluida por el momento la EHGNA no
cirrética u otras enfermedades cronicas del higado, ni tampoco factores de riesgo
menores como la edad avanzada, el sexo masculino, el consumo excesivo de alco-
hol o el tabaquismo [9].

La ultima guia publicada en 2018 de la Asociacion Europea para el es-
tudio del higado (EASL) recomienda el seguimiento, mediante ecografia abdo-
minal cada 6 meses, de los pacientes cirréticos con un estadio Child-Pugh A o B,
y Child-Pugh C cuando se encuentran en espera de un TH; por otro lado, reco-
miendan el seguimiento en pacientes no cirrdticos cuando presenten VHB con
un riesgo intermedio/alto de desarrollar CHC de acuerdo con el score PAGE-B para
pacientes caucasicos [56] y en pacientes con un grado de fibrosis F3 independien-
temente de la etiologia, segun la evaluacion del riesgo individual [57].



')

Tabla 1: Score PAGE-B La puntuacion varia de O a 25 Riesgo bajo < 9, intermedio (10-17), alto > 18

Age (years) Gender Platelets (/mm?)
16-29: 0 Female: 0 2200,000: 0

30-39: 2 Male: 6 100,000-199,999: 6
40-49: 4 <100,000: 9

50-59: 6

60-69: 8

270: 10

Las recomendaciones previas son similares a las publicadas en 2018 por
la Asociacion Americana para el estudio de las enfermedades del higado (AASLD)
gue propone el seguimiento con ecografia cada 6 meses combinado o no con la
determinacion de la proteina AFP sérica en los pacientes cirroticos, exceptuando
a los pacientes con estadio Child-Pugh C a menos que estén en espera de TH [58].

En el caso de la guia de practica clinica de Asia y el Pacifico, los pacientes
gue deben tener un seguimiento son aquellos que se encuentran en el grupo de
alto riesgo, es decir, pacientes cirrdticos y aquellos que presenten una infeccion
cronica por VHB; el seguimiento de estos pacientes se realizaria mediante la com-
binacion de la determinacion de AFP sérica y de ecografia cada 6 meses [59].
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1.5. PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS
DEL HEPATOCARCINOMA

A dia de hoy, el diagnostico temprano del CHC es factible en el 30-60%
de los casos en paises desarrollados mediante el uso de pruebas de imagen. Sin
embargo, el verdadero reto diagnostico se plantea en la deteccion de nédulos in-
feriores a 2 cm, ya que son dificiles de caracterizar mediante examen radiologico
o histopatologico [60]

1.5.1. Procedimientos diagndsticos no invasivos

Las imagenes radioldgicas tienen prioridad en la evaluacion diagnodstica
de pacientes con sospecha de CHC, ya que pueden facilitar el diagndstico de CHC
sin necesidad de una biopsia asi como proporcionar una determinacion general
de la carga tumoral [8]. En la mayoria de los casos, el diagndstico puede estable-
cerse a partir de pruebas de imagen segun las guias establecidas por la AASLD y
la EASL [57,58].

1.5.1.1. Tomografia computarizada (TC) y Resonancia Magnética
(RM)

La guia EASL recomienda, si existe un nivel de evidencia (NE) alto, que los
procedimientos diagnosticos no invasivos deben ser utilizados como unico méto-
do de eleccion en los pacientes cirrdticos con nédulos > 1cm, los cuales alcanzan
una alta probabilidad de deteccion precoz del CHC basandose en imagenes obte-
nidas mediante TC multifasico o RM dinamica con contraste. El patron radiolégico
tipico del CHC consiste en el hiperrealce en fase arterial con lavado en fase venosa
portal o retardada. Para el caso de pacientes no cirréticos, el diagndstico por ima-
gen no es suficiente y, por tanto, requerira frecuentemente la biopsia de la lesion.

En cuanto al numero de pruebas radioldgicas que se deberan realizar
para confirmar el diagnodstico, en la uUltima actualizacion de la EASL de 2018, se
establece la realizacion de no mas de una prueba siempre y cuando el nodulo,
mayor de 1 cm, presente el patron radiologico tipico; esto es también aplicable
para nddulos de 1-2 cm siempre y cuando se realicen en centros de excelencia con
equipos radioldgicos de alta gama. En el caso de duda diagndstica, debera reali-
zarse una segunda prueba radioldgica de otra modalidad diferente a la realizada
en primer lugar, y en caso de no obtener un patron radioldgico tipico, se tiene que
proceder a la biopsia de la lesion.



Respecto a la AASLD, el Colegio Americano de Radiologia publicé en 2011
una guia sobre como el TC multifasico y la RM deberian de ser realizados, inter-
pretados e informados. Este “Sistema de datos e informes de imagenes hepaticas”
(LI-RADS) clasifica las nuevas lesiones en cinco clases segun su tamano, la exten-
sion del intervalo de crecimiento y los patrones de realce tumoral. De esta forma,
LI-RADS 1 0 2 corresponden a lesiones benignas, LI-RADS 3 lesiones con baja pro-
babilidad de CHC, LI-RADS 4 a probable CHC y LI-RADS 5 a CHC. Por su parte, LI-
RADS M asigha observaciones con caracteristicas altamente sugestivas o incluso
diagndsticas de malignidad, pero no especificas de CHC [61].

Tabla 2: [ -RADS version 2018 Threshold growth: crecimiento del nodulo = 50% en un periodo < 6 meses
Arterial phase hyperenhancement (APHE) No APHE Nonrim APHE
Observation size (mm) <20 =220 <10 10-19 =20
Count additional major features: None LR-3 LR-3 LR-3 LR-3 LR-4
+ Enhancing “capsule” One LR3 | LR4 LR4 R4
» Nonperipheral “washout”

VTS 2 e 2Two LR4 LR4  LR4

W Observations in this cell are categorized based on one additional major feature:
« LR-4 —if enhancing “capsule”

+ LR-5 - if nonperipheral “washout” OR threshold growth

La AASLD, al igual que la EASL, no establece superioridad entre TC o RM,
como tampoco sobre el tipo de contraste a utilizar.

En el caso de lesiones <1 cm las guias recomiendan su seguimiento. Asi, la
EASL recomienda en primer lugar discutir el caso en un comité multidisciplinar y
el seguimiento de la misma durante el primer ano en intervalos inferiores a 4 me-
ses mediante ecografia. Por su parte, la AASLD recomienda el seguimiento con
ecografia de 3-6 meses acompanado o no de |la determinacion de AFP.

La guia de practica clinica de Asia y el Pacifico establece unas recomen-
daciones similares a la EASL, recomendando como primera linea diagnodstica el
uso de TC dinamica, RM dinamica o RM con contraste a base de gadolinio si el pro-
grama de deteccion precoz de CHC presenta un resultado anormal (NE 1A) [59].

1.5.1.2. Ecografia con contraste (RM)

El uso de la ecografia con contraste para el diagnostico del CHC es limi-
tado dado el riesgo de errores que se puede producir con una tasa del 2-5% en los
nodulos nuevos visualizados en un paciente cirrético. El diagnostico se basa en la
identificacion de las caracteristicas tipicas del CHC, que en el caso de la ecografia
con contraste serian el hiperrealce en fase arterial con lavado tardio (mayor a 60
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segundos) de intensidad media [57].

La ecografia con contraste se puede utilizar para caracterizar uno o muy
pocos nodulos visibles en la ecografia basal convencional, pero no se recomienda
como técnica de imagen de primera linea o para estrategias de recuperacion en
términos de coste-efectividad dado que se necesitaria un TC o RM para su esta-
dificacion. En el caso de que la RM o el TC sugieran una lesion maligna diferente
al CHC, la EASL no recomienda el uso de ultrasonografia aunque si obtener una
confirmacion histopatoldgica [57]. De igual forma, la AASLD no recomienda este
meétodo de imagen como técnica diagnostica debido a la posibilidad de falsos po-
sitivos en pacientes con colangiocarcinoma intrahepatico [58].

Por otro lado, la guia de practica clinica de Asia y el Pacifico sobre el trata-
miento del CHC, la considera util para la caracterizacion de nddulos hepaticos de-
tectados por ecografia, siendo tan sensible como la TC dinamica o la RM dinamica
(NE 2B). No obstante, esta aproximacion no parece ser mas coste-efectiva puesto
gue necesitara un TC o RM para su estadificacion [59].

1.5.2. Procedimientos diagnésticos histopatoldgicos

El diagndstico histopatologico del CHC se basa en los criterios de la clasi-
ficacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [62] y del Grupo de consen-
so internacional para la neoplasia hepatocelular [63]. La estadificacion morfologi-
ca se basa en una evaluacidn macroscopica e histoldgica precisa de las lesiones
tumorales y debe realizarse de acuerdo con la clasificacion Tumor- Node- Metas-
tasis (TNM) valida, incluida la evaluacion del margen de reseccion [57].

Como se ha ido adelantando previamente, el uso de la biopsia hepatica
en el diagndstico del CHC queda relegado, en el caso de la guia EASL, a aquellos
nodulos <1 cm no concluyentes después de la realizacion de dos pruebas de ima-
gen distintas. En el caso de la guia AASLD, debe considerarse en pacientes con
una lesion nodular hepatica cuya apariencia no es tipica de CHC en imagenes con
contraste, especialmente para observaciones categorizadas como LI-RADS 4 o LI-
RADS M.

Para ayudar a su diagnostico, los marcadores inmunohistolégicos como
la citoqueratina 19 (CK19) o la citoqueratina 7 (CK7) se asocian comuUnmente a ade-
nocarcinomas. Sin embargo, estos marcadores pueden ser positivos para CHC en
un 10-20% de los casos. Por ello, su combinacion permitira precisar el diagnostico
histologico, ademas de que la tincion de CK7 es mas significativa en nédulos dis-
plasicos de alto grado [64].

Otros biomarcadores Utiles para el diagnoéstico del CHC son: la proteina
de shock térmico de 70 kDa (Hsp70), glutamina sintetasa (GS) y glypican 3 (GPC3).
Cuando al menos dos de estos tres marcadores son positivos, la sensibilidad y la



especificidad para el CHC ascienden al 60 y al 100%, respectivamente [65].

1.5.3. Marcadores tumorales serolégicos

1.5.3.1. Alfa- fetoproteina

La AFP es una glicoproteina de 70 kDa producida por el higado fetal y el
saco vitelino durante el primer trimestre del embarazo. Esta también presente en
adultos en condiciones normales en pequenas cantidades [66]. La AFP representa
el onco-biomarcador mas destacado para el diagndstico precoz del CHC, el segui-
miento de su progresion, su capacidad de metastasis, la evaluacion del prondstico
tumoral y el éxito de las medidas terapéuticas antitumorales [67].

A pesar de que la AFP se considera un “estandar de oro” entre los biomar-
cadores especificos de tumores, presenta una baja sensibilidad. En el estudio de
Trevisani et al. un valor de corte de 20 ng/ml, en una poblacidén con una prevalen-
cia del 5% para el CHC, el valor predictivo positivo fue del 25.1% y el valor predictivo
negativo del 97.7%, lo que supone que, en una poblacidén con baja incidencia de
CHC, los valores de AFP no son utiles en solitario como método de screening para
identificar pacientes con un alto riesgo de sufrir este tipo de tumor. Por otro lado,
el valor predictivo positivo mas alto registrado, cuando la prevalencia del CHC es
baja, se observd para niveles de AFP de 200 ng/ml lo que proporciona una asigna-
cion correcta a dos tercios de los casos. Asi mismo, se observo que en los pacientes
gue no presentaban infeccidn virica subyacente, el valor predictivo positivo fue del
100% independientemente de la prevalencia del CHC en la poblacion, de modo
gue una elevacion en los niveles de AFP podria ser indicativa de CHC en pacientes
no infectados [68].

Por tanto, para pacientes con factores de riesgo para desarrollar CHC, la
vigilancia con AFP es subdptima ya que sus niveles pueden ser normales en apro-
ximadamente el 30-40% de |los pacientes o bien estar elevados debido a causas
no relacionadas con el tumor como la hepatitis viral cronica, lo que lleva a sensi-
bilidades del 58-68% y especificidades del 80-94% en algunos estudios (valor de
corte 20 ng/ml) [66].

Otros biomarcadores Utiles para el diagndstico del CHC son: la proteina
de shock térmico de 70 kDa (Hsp70), glutamina sintetasa (GS) y glypican 3 (GPC3).
Cuando al menos dos de estos tres marcadores son positivos, la sensibilidad y la
especificidad para el CHC ascienden al 60 y al 100%, respectivamente [65].

Esta discordancia en cuanto a la utilidad de la AFP como parte del diag-
nostico, también se refleja en las guias clinicas. La AASLD utiliza el marcador tu-
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moral AFP como parte del diagnodstico del CHC, ya sea para el seguimiento de
aquellas lesiones <10 mm o como criterio para realizar una prueba de imagen tipo
TC multifadsico o RM cuando los niveles son =20 ng/ml [58]. En cuanto a la EASL, no
hay recomendaciones en el uso de la AFP, considerandolo un marcador subop-
timo en términos de costo-efectividad para la vigilancia rutinaria del CHC tem-
prano [57]. Por ultimo, la guia de practica clinica Asia- Pacifico no recomienda el
uso de AFP como test confirmatorio en hepatocarcinomas pequenos (NE Bl); esta
guia considera que se debe establecer su punto de corte en 200 ng/ml en los pro-
gramas de seguimiento combinado con ecografia, y en el caso de que el paciente
haya recibido tratamiento erradicador para el virus de la hepatitis este valor de
corte puede establecerse mas bajo (NE B2) [59].

1.5.3.2. Otros marcadores serolégicos

Existen otros marcadores seroldgicos como la Des-gamma-carboxipro-
trombina (DCP) o la Lens culinaris alfa-fetoproteina-aglutinina reactiva (AFP-L3),
los cuales se han visto incrementados en el suero de los pacientes con CHC. Sin
embargo, no existe suficiente evidencia cientifica para recomendar su uso en el
diagndstico de CHC, asi como tampoco mediante su combinacion con otras me-
todologias [69].



1.6. FACTORES PRONOSTICOS DEL
HEPATOCARCINOMA

Existen multiples factores que contribuyen a la recidiva del CHC. El es-
tudio de Imamura et al. los clasifica en funcion del tiempo de recidiva tras la rea-
lizacion de la hepatectomia. Aquellos factores que contribuyen a la recurrencia
en menos de dos anos, “factores de recurrencia temprana”, serian: la reseccion
No anatomica, la presencia de invasion vascular microscopica y valores séricos de
AFP> 32 ng/ml. Por otro lado, aquellos que contribuyen a una recurrencia después
de dos anos, “factores de recurrencia tardia”, estarian conformados por: un alto
grado de actividad de la hepatitis, CHC multifocal y el tipo de clasificacion macros-
copica tumoral [70].

Por otro lado, el estudio de Cha et al. analizd 164 pacientes a los que se le
realizo reseccion hepatica (RH) por CHC, identificando la invasion vascular y un ta-
mano tumoral mayor de 5cm como factores predictores de recidiva tras reseccion
curativa; asi mismo, la invasiéon vascular en el tumor inicial se correlaciond con una
supervivencia deficiente una vez que se produjo la recidiva [71].

En el caso del estudio de Liu et al. la trombosis portal y un tamafno tumo-
ral mayor de 5 cm fueron identificados como factores prondsticos independien-
tes para la recidiva del CHC. Adicionalmente, unos niveles séricos de AFP>400 g/
ml, y la necesidad de transfusiones sanguineas intraoperatorias, son considerados
como factores pronosticos independientes para una peor supervivencia global
(SG) [72].

Uno de los estudios con mayor volumen de pacientes con CHC, 12.118 su-
jetos a los que se le realizd reseccion hepatica, senala en su analisis estratificado
por enfermedad hepatica asociada a 6 factores prondsticos tumorales: tamano
del tumor, numero de tumores, extension intrahepatica del tumor, metastasis
extrahepatica, invasion de la vena porta e invasion de la vena hepatica. Ademas,
identificé 3 factores clinicos (edad, grado de dafno hepatico y nivel de AFP) y 2 fac-
tores quirdrgicos (resecabilidad quirdrgica y margen quirurgico libre), todos ellos
factores prondsticos independientes para la SG [73].

Por ultimo, la invasion vascular, tanto macroscopica como microscopica,
es de todos estos factores el predictor mas potente de recurrencia y supervivencia,
estando directamente asociado con la diferenciacion histolégica y el tamano tu-
moral, tal como indica el articulo de Llovet et al. De este modo, la invasion vascular
microscopica afecta al 20% de los tumores de 2 cm de diametro, del 30 al 60% de
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los casos de nodulos de 2 a5 cm y hasta del 60 al 90% en nédulos de masde 5cm
[74]. Previamente, el estudio de Mazzaferro et al. ya indicd que la invasion micro-
vascular estd estrictamente relacionada con las covariables de tamano, niumero
y clasificacion del tumor, duplicando el riesgo de recurrencia y de muerte, inde-
pendientemente del criterio morfolégico utilizado para tratar a estos pacientes
(criterios de Milan, criterios Up-to-seven) [75].

Desafortunadamente, en la actualidad es imposible identificar la inva-
sion microscopica del tumor antes de la reseccion, y es por ello que se espera que
los estudios gendmicos brinden informacién molecular al respecto.

1.6.1. Factores genémicos

Existen numerosos estudios y publicaciones que intentan esclarecer las
vias gendmicasy moleculares de la carcinogénesis hepatica. En estos estudios, las
mutaciones genéticas que mas frecuentemente se observan estan relacionadas
con el mantenimiento de los teldmeros, la via Wnt/g-catenina, la via del regulador
del ciclo celular y supresor tumoral p53, los modificadores epigenéticos, la via del
estrés oxidativo, la via fosfatidilinositol-3-fosfato-quinasa/Proteina quinasa B (PI3K/
AKT-PKB), la ruta activada por rapamicina en células de mamifero (mTOR) y la via
de los reguladores de la proliferacion celular RAS/RAF/MAPK [76].

Otros biomarcadores Utiles para el diagnodstico del CHC son: la proteina
de shock térmico de 70 kDa (Hsp70), glutamina sintetasa (GS) y glypican 3 (GPC3).
Cuando al menos dos de estos tres marcadores son positivos, la sensibilidad y la
especificidad para el CHC ascienden al 60 y al 100%, respectivamente [65].

1.6.1.1. Promotor TERT

La transcriptasa inversa telomerasa (TERT) es una enzima que alarga los
teldmeros de los cromosomas eucaridticos empleando como molde una molécu-
la de ARN que es un componente intrinseco de la propia telomerasa. Las mutacio-
nes de la region promotora en el gen que codifica TERT dan lugar a un aumento
de la expresion de la enzima y a un mantenimiento de la longitud de los telome-
ros, contribuyendo, por tanto, a la estabilizaciéon cromosdmica y a la inmortaliza-
cion de las células cancerosas [77]. La mutacion del promotor del gen TERT se ha
identificado como la alteracion genética somatica mas frecuente en el CHC, con
una prevalencia de entre el 20 y el 82%. Asimismo, estas mutaciones se han iden-
tificado en lesiones premalignas, aumentando la prevalencia de la mutacidén con
el grado de displasia. Se ha llegado a identificar mutaciones en el promotor TERT
en el 6% de los nédulos displasicos de bajo grado, en el 19% de los nédulos displa-
sicos de alto grado y en el 61% de los hepatocarcinomas tempranos [78].



Coherentemente, en el estudio de Nault et al. las mutaciones en el pro-
motor TERT fueron identificadas como las alteraciones genéticas somaticas mas
frecuentes en el CHC (presentes en el 59% de los hepatocarcinomas estudiados)
y como el primer gen mutado de forma recurrente en las lesiones preneoplasicas
cirroticas (en el 25% de macronodulos cirrdticos con o sin displasia) ademas de
estar involucradas en el Ultimo paso de la transformacién maligna del adenoma
hepatocelular. Esta mutacion se observo con mas frecuencias en hombres (p=
0.001), en pacientes con niveles séricos de AFP bajos (p= 0.01), en tumores peque-
Aos <5 cm (p= 0.01) no relacionados con VHB (p< 0.0001) y en aquellos que ademas
presentaban mutacion para el gen de la g- catenina 1 (CTNNBI) (p< 0.0001) [79].
La mutacion del gen CTNNBT sugiere la existencia de cooperacion entre la via del
promotor TERT y esta ruta de senalizacion en la carcinogénesis hepatica [15].

Por otro lado, en el estudio de Totoki et al., sobre 469 genomas de pacien-
tes de CHC observd que 254 (54%) presentaron mutacion en el promotor TERT,
siendo la frecuencia de estas mutaciones mayor en los casos positivos para VHC
(121/188; 64%), menor en los casos que no presentaron patologia virica asociada
(88/149; 59%) y alin mas reducida en los casos positivos para VHB (44/120; 37%)
[80]. Esta preferencia en los pacientes con VHC positivo fue también observada en
el estudio de Pezzuto et al. con una frecuencia del 53.6% en comparacion con la de
los VHB positivos (41.6%) (p< 0.001) [81]. Con respecto al VHB, otros autores sehalan
que la integracion del genoma viral en el promotor TERT contribuye a la sobreex-
presion de la enzima en el 15-20% de los hepatocarcinomas estudiados [76].

1.6.1.2. Wnt/ g-catenina

La g-catenina es una proteina multifuncional involucrada en la adhesion
célula-célula al intermediar y fortalecer el enlace de E-cadherina y a-catenina al
citoesqueleto de actina. Por otro lado, la g-catenina es un intermediario molecular
esencial en la sefalizacion Wingless/Wnt durante el desarrollo embrionario [82].
La via Wnt se divide comunmente en senalizacion dependiente (canodnica) e in-
dependiente (no candnica) de g-catenina, habiéndose objetivado que su desregu-
lacion esta implicada en diferentes procesos de carcinogénesis. La sefnalizacion
aberrante de la ruta Wnt candnica no se limita a las células cancerosas, sino que
interactUa dinamicamente con células del microambiente tumoral y del sistema
inmunolodgico. La funcion de la senalizacion no candnica de Wnt es similar en de-
sarrollo y cancer, regulando no soélo la extension convergente y la movilidad del
tejido durante el desarrollo, sino también la motilidad de las células cancerosas
durante la metastasis [83].

Las mutaciones en el gen que codifica la g-catenina, asi como en el gen
qgue codifica el intermediario AXIN-1, involucrado en la degradacion citoplasmati-
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ca de la g-catenina, estan sobreexpresados en hepatocarcinomas [84]. En el estu-
dio de Calderaro et al., en las muestras de CHC resecados, se identificd un 11% de
alteraciones en el gen AXIN-T1y un 40% en el gen CTNNB]I. Por otro lado, la muta-
cion de este Ultimo se asocidé con tumores grandes (OR 2.14, p= 0.002), bien dife-
renciados (OR 2.46, p< 0.001), pseudoglandulares (OR 3.27, p< 0.001), con colestasis
tumoral (OR 5.53, p< 0.001) y con falta de infiltrados inflamatorios a nivel histopa-
tologico (OR 3.41, p< 0.001) [85]. Asi mismo, otros estudios han objetivado que las
frecuencias de mutacion en CTNNBI1y p53 aumentaron significativamente con la
progresion tumoral [86].

1.6.1.3. Via del regulador del ciclo celular y supresor tumoral p53

El gen p53 se activa en respuesta al dano en el ADN induciendo la deten-
cion del ciclo celular para permitir la reparacion del dano y la supervivencia de la
célula o, por el contrario, la muerte celular por apoptosis. Las deleciones alélicas
en el cromosoma 17pl3y las mutaciones aleatorias en el dominio de unién al ADN
de p53 hacen que este gen pierda su funcion, evitando el plegamiento correcto
de la proteina y su acumulacion en el nudcleo celular donde gjerce su funcion [82].

En regiones como Asia oriental y el Africa subsahariana, donde la con-
taminacion de alimentos con aflatoxinas ha sido senalada como factor etioldgico
para el desarrollo de CHC, se ha objetivado que al menos la mitad de los pacientes
diagnosticados con esta patologia presentan una mutacion en el codon 249 del
gen p53[87]. Asi mismo, se han observado mutaciones en el codon 220 en pacien-
tes con hemocromatosis diagnosticados de CHC [88].

Otros estudios han relacionado la mutacion en el gen p53 con una ex-
presion mas baja de aquellos genes que favorecen la diferenciacion celular de los
hepatocitos, reflejando la tendencia de que las células tumorales con p53 mutado
estén poco diferenciadas [89,90]. En el estudio de Calderaro et al., la mutacion en
P53 estuvo presente en el 21% de los hepatocarcinomas analizados y asociada a
una pobre diferenciacion tumoral (OR 6.41, p< 0.001), a invasion tanto macrovas-
cular (OR 2.57, p= 0.004) como microvascular (OR 2.03, p= 0.02). Por otro lado, se
identificé una fuerte correlacién con un subtipo histoldégico macrotrabecular ma-
sivo de CHC (MTM-HCC) que se caracteriza por un patron de crecimiento macro-
trabecular predominante (> 50%), mas frecuente en pacientes infectados por el
VHB (p= 0.007), con niveles séricos de AFP elevados (p= 0.02) y con caracteristicas
histologicas de agresividad (nddulos satélite p< 0.001, invasion macrovascular p<
0.001 e invasion microvascular p< 0.001) [85].



1.6.1.4. Modificadores epigenéticos

La epigenética consiste en modificaciones quimicas adquiridas en la
cromatina nuclear que implican, mayoritariamente, metilacion-desmetilacion de
los dinucledtidos CpG y acetilacion-desacetilacion de las proteinas histonas que
conforman los nucleosomas, todas ellas con un fuerte impacto en la regulacion de
la expresion génica. Las alteraciones epigenéticas pueden estar inducidas por el
envejecimiento, la inflamacioén créonica o la infeccion viral, y estas modificaciones
pueden inducir la inactivacion de genes supresores de tumores con un papel cau-
sal en la carcinogénesis y en la progresion tumoral [91,92].

En el caso del CHC, el empleo de la secuenciacion masiva del exoma tisu-
lar ha permitido identificar mutaciones genéticas que inactivan genes modifica-
dores de histonas en leucemia mieloide/linfoide o de linaje mixto (MLL) (mutado
en el 2% de los casos secuenciados), en proteinas remodeladoras de nucleosomas
(ARID1A, ARID1IB y BRD7) (mutado hasta en un17%) y en el corregulador transcrip-
cional correpresor 1 de receptor nuclear (NCORI1), mutado hasta en un 29%, entre
otras. La alteracion inactivante en estos genes debida a mutaciones que implican
desplazamiento del marco de lectura y las mutaciones sin sentido sugieren su
funcion como genes supresores de tumores en el CHC. Asi mismo, se ha visto que
NCORI1 suprime directamente la funcion del gen CTNNBI1 teniendo exclusividad
de funcidn con otras mutaciones en genes de la via Wnt [80].

En el estudio de Schulze et al., analizaron el espectro mutacional de 243
tumores hepaticos para identificar procesos mutagénicos operativos en el CHC.
Se encontraron 11 vias alteradas en el 5% de ellos que implicaban mutaciones en
modificadores epigenéticos (complejos MLL fundamentalmente, 32%), y en com-
plejos remodeladores de nucleosomas y reguladores de la cromatina (ARIDIA,
ARIDI1B, ARID2, entre otros, 28%) [86].

1.6.1.5. Via del estrés oxidativo

El factor nuclear derivado de eritroide 2 (NRF2) es un factor de transcrip-
cion que integra senales de estrés celular y que responde dirigiendo varios progra-
mas de transcripcion. Esta proteina reguladora y su regulador negativo, la protei-
na 1 asociada a ECH tipo Kelch (KEAPT) conforman un modulo (NRF2-KEAPT) que
es de primordial importancia para mantener el medio homeostatico durante la
respuesta celular adaptativa a diferentes tipos de estrés [93].

Estas proteinas reguladoras se han visto alteradas en el CHC debido a la
mutacion del gen del factor nuclear 2 derivado del eritroide 2 (NFE2L2), lo que pro-
duce la inhibicion de la degradacion de NRF2 mediada por KEAPI. En el estudio
de Guichard et al,, esta mutacion estuvo presente en el 6.4% de los hepatocarcino-
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mas, presentando ademas seis de las ocho muestras una mutacion asociada en
el gen CTNNBIT (p=0.01) [94]. También en el estudio de Totoki et al. esta mutacion
se presentd hasta en el 5% de las muestras, asi como mutaciones en el gen KEAP]
hasta en el 11% de los pacientes [80].

1.6.1.6. Via PI3K/AKT/mTOR

La via PIBK/AKT/MTOR también desempefia una funcién significativa en
el crecimiento celular, la regulacion de la supervivencia, el metabolismo y la inhi-
bicion de la apoptosis celular. La activacion de esta via se inicia mediante sehales
de entrada que se transducen al interior de la célula después de la unién del fac-
tor de crecimiento correspondiente a un receptor de membrana plasmatica con
actividad tirosina quinasa (TKR); entre ellos se incluyen el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) o el receptor del factor de crecimiento insulinico
(IGFR) [95].

En el CHC, la via de sefalizacion PI3K/AKT/mTOR juega un papel impor-
tante y se activa en el 30 al 50% de los casos. La proteina ribosdmica S6 (RPS6),
una proteina integrante de la cascada de senalizacion de mTOR, se objetivo en
el estudio de Villanueva et al. como activada de forma aberrante en el 47.7% de
los hepatocarcinomas [96]. Asi mismo, en el estudio de Tovar et al. se identifico
la activacion del factor de crecimiento insulinico (IGF) en el 21.4% de las muestras
analizadas, asociandose significativamente con la activacion de RPS6, lo que su-
giere la implicacion también del IGF en la activacion de la cascada mTOR en la
carcinogénesis hepatica [97].

1.6.1.7. Via RAS/RAF/MAPK

La via del oncogén Ras constituye una red de senalizacion dominante
gue promueve la proliferacion y la supervivencia celular. La union de diferentes
factores de crecimiento (por ejemplo, EGF e IGF-1) a sus receptores (por ejemplo,
EGFR e IGF-IR) induce la activacion de Ras, que a su vez activa de forma con-
secutiva el protooncogén serina/treonina-proteina quinasa (c-Raf) y las quinasas
mitogénicas MEK y ERK. En el nucleo, ERK fosforilada (p-ERK) activa factores de
transcripcion y quinasas (por ejemplo, Elk-1y c-Jun) involucradas en diversas res-
puestas celulares tales como proliferacion celular, supervivencia, diferenciacion,
motilidad y angiogénesis [95,98].

En el estudio de Guichard et al,, se concluyo que las mutaciones en genes
pertenecientes a la familia Ras son poco frecuentes en el CHC (< 2%). Sin embargo,
se identificaron mutaciones recurrentes en un 9.6% de los casos en el gen RPS-
6KA3 que codifica la proteina quinasa ribosémica S6 (RSK2), la cual pertenece a la



via de sefalizacion Ras/MAPK vy es fosforilada y activada directamente por ERK1/2.
Dado que esta proteina ejerce una funcion de inhibicion por retroalimentacion en
la via ERK, las mutaciones en RPS6KA3 inactivan la funcion de RSK2. Asi mismo,
la mutacion de este gen se asocio en dicho estudio con mutaciones en AXINT (p=

0.02), lo que sugiere una cooperacion entre la inactivacion de RPS6KA3 y la activa-
cidén de Wnt/g-catenina en la carcinogénesis hepatica [94].
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1.7. SISTEMAS DE ESTADIFICACION DEL
HEPATOCARCINOMA

No existe un consenso sobre qué sistema de estadificacion es el mejor,
la razén principal es que cada sistema se establecid sobre la base de diferentes
poblaciones de pacientes, caracteristicas tumorales variables, funcién hepatica
desigual y estrategias de tratamiento diversas. Por ello, cada sistema de estadifi-
cacion se ajusta mejor a las caracteristicas iniciales de cada paciente [72].

Los sistemas de estadificacion mas utilizados son los siguientes: TNM, sis-
tema Okuda, puntuacion del programa italiano de cancer de higado (the Cancer
of the Liver Italian Program, CLIP), el sistema de estadificacion francés del grupo
de estudio y tratamiento del CHC (Groupe d’Etude de Traitement du Carcinoma,
GRETCH), el sistema del grupo de cancer de higado del Hospital Clinico de Barce-
lona (Barcelona Clinic Liver Cancer, BCLC), el indice prondstico de la Universidad
de China (Chinese University Prognostic Index, CUPI), la estadificacion integrada
japonesa (Japan Integrated Staging, JIS) y el sistema de estadificacion del grupo
de cancer de higado de Hong Kong (Hong Kong Liver Cancer, HKLC).

1.7.1. Sistema de estadificacion Tumor-node-metastasis

El Comité americano sobre cancer (American Joint Committee on Can-
cer) publicé en 2016 la octava actualizacion de su sistema de estadificacion TNM
[99], que clasifica al tumor en funcion del numero y ubicacion de los nédulos tu-
morales, el tamafo del nddulo mas grandey la presencia de invasion vascular o de
organos adyacentes (T), la afectacion ganglionar (N) y la presencia de metastasis
(M).

Tabla 3: 87 edicion Sistema de estad|i

cion de AJCC para el CHC

Primary tumor (T) Regional lymph nodes (N) Distant metastases (M)
Tia Solitary tumor <2 cm with/without vascular invasion MNx Regional lymph nodes MO No distant metastasis
cannot be assessed
Tib Solitary tumor >2 em without NO No regional lymph node M1 Distant metastasis
wvascular invasion metastasis
T2 Solitary tumor >2 cm with vascular invasion N1 Regional lymph node
or multifocal tumors, none >5cm metastasis
T3 Multifocal tumors at least one of which is >5cm
T4 Single tumor or multifocal tumors of any size
invalving a major branch of the portal
vein or hepatic vein or tumor(s) with
direct invasion of adjacent organs
other than the gallbladder or with
perforation of visceral peritoneum
Stage
Stage IA Tia NO MO
Stage IB Tib NO MO
Stage Il T2 NO MO
Stage IlIA T3 NO MO
Stage B T4 NO MO
Stage IVA Any T N1 MO
Stage IVB Any T Any N M1




En comparacion con la edicion previa, la diferencia fundamental con la
ultima radica en una nueva definicion para el parametro “T". En primer lugar, el
CHC precoz se clasifica segun su tamano y ausencia de invasion vascular en Tla
(tumores solitarios <2 cm) y T1b (tumores solitarios > 2 cm sin invasion vascular),
considerando de esta forma que la invasion vascular en tumores < 2 cm no es un
factor prondstico. En segundo lugar, a aquellos hepatocarcinomas que presentan
invasion vascular mayor (rama principal de la vena porta o de las venas hepati-
cas) se les otorga una mayor gradacion que en la edicion anterior, siendo esta T4
[100-102].

Las limitaciones que la EASL establece sobre este sistema de estadifica-
cion es que requiere informacioén anatomo-patoldgica para evaluar la invasion mi-
crovascular, estando ésta disponible Unicamente en pacientes tratados mediante
cirugia; por otro lado, no aporta informacion sobre la funcion hepatica o sobre el
estado de salud del paciente (Performance Status) y su valor pronostico es limita-
do en tumores no tempranos [57].

En relacion a los inconvenientes que presenta esta ultima actualizacion
TNM, diversos estudios coinciden en la limitacion de la clasificacion T2, pues en
el estudio de Kamarajah et al. objetivaron que los tumores solitarios con invasion
vascular presentan un prondstico superior en comparacion con los tumores mul-
tiple =5 cm (SG a 5 anos 45% y 32%, respectivamente, p<0.001), sugiriendo que la
distincion entre estos grupos (tumor solitario vs multiple) puede estar justificada
en nuevas revisiones de esta clasificacion [100]. Asi mismo lo refleja Zhang et al.
en su estudio, encontrando diferencias en cuanto a la SG y la supervivencia causa-
especifica (SCE) dentro de la clasificacion T2. Sin embargo, a diferencia del estudio
anterior la supervivencia es peor en los tumores solitarios con invasion vascular
con respecto a los tumores multiples <5cm (SG a 5 anos 47.8% y 64.8%, respectiva-
mente, p< 0.001; SCE a 5anos 54%y 74.5%, respectivamente, p< 0.001), pero encon-
trando un mejor prondstico en los tumores solitarios cuando estos presentaban
invasion vascular en comparacion con los tumores multiples sin invasion vascular
(SG a 5 anos 47.8% y 66.8%, respectivamente, p< 0.001; SCE a 5 anos 54% y 75.3%,
respectivamente, p< 0.001) [103]. Por otro lado, la invasion vascular supone un fac-
tor pronostico no soélo para los tumores solitarios sino también para los tumores
multifocales, y por esto deberia incorporarse como tal al sistema de estadificacion
[100,103]. Asi mismo, para los tumores solitarios < 2 cm, tal como demuestra el
estudio Park et al,, resulta que tanto supervivencia libre de recurrencia (SLR) (p=
0.037) como SG (p< 0.001) son estadisticamente inferiores en el grupo con invasion
vascular que en el de tumores solitarios < 2 cm sin invasion vascular [102].

A pesar de ello, las principales mejoras consisten en cambiar el enfoque
de la subclasificacion del CHC temprano (T1), que es el mas comun y tiene mas
probabilidades de beneficiarse de nuevas terapias agresivas [100], asi como la mo-
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dificacion de la categoria T4 que predice mejor el prondstico de los tumores con
una T mas alta tal y como se objetiva en el estudio de Park et al., donde tumores
gue afectaban a una rama principal de la vena porta o hepatica (T4 en la 8% edicion
y T3b en la 72 edicion) mostraron una SLR (p= 0.015) y una SG (p= 0.035) mas bajas
gue los tumores multifocales, siendo al menos uno de ellos >5cm (T3 en la 8% edi-
ciony T3a en la 72 edicion) y apoyando el cambio introducido en la 82 edicion [102].

1.7.2. Sistema de estadificacién Okuda

El sistema de estadificacion Okuda es el mas antiguo, publicado en 1985.
Surge con el objetivo de analizar la relacidon entre la supervivencia y el tratamiento
en pacientes con CHC. Clasifica a los pacientes en 3 estadios en funcién del ta-
mano tumoral (si la proporcion de la suma de las areas tumorales en su seccion
mas grande en relacion con la seccion de corte mas grande de todo el higado es
superior o inferior a 50%), de la presencia de ascitis, de la ictericia (valor de corte de
bilirrubina 3 mg/dl) y de la albimina sérica (valor de corte 3 g/dl). En este estudio,
observaron que en 850 pacientes diagnosticados de CHC la media de superviven-
cia fue de 1.5 meses para pacientes en el estadio |, 3 meses para el estadio ll, y 0.9
meses para el estadio Il [104].

Esta puntuacion clinica ha demostrado importancia prondstica para se-
leccionar pacientes con insuficiencia hepatica muy avanzada (Child-Pugh C) si
bien tiene un valor limitado cuando se mide la reserva funcional hepatica en eta-
pas precoces, o cuando las opciones radicales, particularmente la reseccidon qui-
rdrgica, pueden estar indicadas [105].

1.7.3. Puntuacién the Cancer of the Liver Italian Program

El sistema de estadificacion CLIP fue formulado en 1998 con el propdsito
de disenar un indice pronostico mas sensible que el sistema Okuda, que en ese
momento era el mas utilizado. Las variables incluidas en el modelo son: la escala
Child-Pugh, la morfologia tumoral que se obtiene combinando el tipo de tumor
y su extension, el valor de AFP y la presencia de trombosis portal, asignando una
puntuacion lineal (0/1/2) a las cuatro covariables. Cuanto menor es la puntuacion
CLIP, mayor es la mediana de supervivencia [106].

En comparacion con el sistema de estadificacion Okuda, la puntuacion
CLIP tiene un mayor numero de categorias y una mejor caracterizacion de las ca-
tegorias extremas, asi como de los pacientes con el estadio Okuda-intermedio. De
este modo, se establece un subgrupo de pacientes con prondstico mas favorable



gue podrian ser candidatos a estrategias terapéuticas mas agresivas, habiendo
sido validado externamente en un ensayo clinico en el ano 2000 [106,107]. Asi mis-
Mo, sus autores realizan una critica al sistema BCLC considerando que mas que
un modelo pronostico, es la explicacion del algoritmo de decision de tratamiento
que utilizan los autores del BCLC en su centro.

Las limitaciones que Liu et al. objetivan en la puntuacion CLIP son que
no incorpora el estado funcional ni las metastasis extrahepaticas en su sistema de
estadificacion, ya que éstos los identifican como factores independientes de mal
pronostico dentro de su serie de 3.182 pacientes diagnosticados de CHC. A pesar
de ello, consideran que el sistema CLIP es el mas homogéneo y con el menor AIC
(Criterio de informacion de Akaike) y, por tanto, el mas preciso [108].

1.7.4. Sistema de estadificacion francés

El grupo de estudio del tratamiento del CHC franceés, realizé un estudio
en 1999 sobre 761 pacientes que presentaban CHC en 24 centros occidentales con
el objetivo de idear un sistema de clasificacion para predecir la supervivencia de
estos pacientes. Los cinco factores prondsticos fueron: indice Karnofsky (punto de
corte 80%), bilirrubina sérica (punto de corte 50 umol/l), AFP (punto de corte 35
ug/l), fosfatasa alcalina (2 veces por encima del limite superior de la normalidad) y
la presencia de obstruccion portal. A la presencia de estos factores se les dio una
puntuacion entre 0-3y, segun la puntuacion obtenida, se clasificaron a los pacien-
tes en funcidon del riesgo de muerte en tres grupos: A (bajo riesgo de muerte, O
puntos), B (riesgo intermedio, entre 1-5 puntos) y C (alto riesgo, > 6 puntos). La tasa
de supervivencia al ano de estos tres grupos era de 72%, 34% y 7%, respectivamen-
te. Esta clasificacion presenta unas caracteristicas mas restrictivas en los grupos
de bajo riesgo en comyparacion con la clasificacion de Okuda [109].

1.7.5. Sistema Barcelona Clinic Liver Cancer

El BCLC propuesto en 1999 por Llovet et al. combina el estadio tumoral
del CHC con parametros de funcion hepatica con el objetivo final de proporcionar
una estratificacion precisa de los pacientes que permita establecer su prondstico
y orientar la estrategia del tratamiento a través del algoritmo disenado al efecto
[105].

En su primera publicacion, los pacientes se clasificaron en cuatro etapas:

- Estadio A: estadio temprano, incluye pacientes con tumores Unicos o
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con tres tumores menores de 3 cm a los que se les podia aplicar tratamientos ra-
dicales. Este estadio a su vez se dividia en cuatro subapartados en funcion de la
presencia de hipertension portal y de los valores de bilirrubina.

- Estadio B: estadio intermedio, pacientes asintomaticos con tumores
multinodulares sin invasion vascular ni diseminacion extrahepatica.

- Estadio C: estadio avanzado, comprende pacientes con tumores sin-
tomaticos (Performance Status Test, PST) = 1-2, sindrome constitucional) o con un
patron tumoral invasivo reflejado por la presencia de invasion vascular o disemi-
nacion extrahepatica.

- Estadio D: estadio final, pacientes que presentan sintomas severos re-
lacionados con su proceso tumoral, con un deterioro del estado general (PST= 3-4)
O con tumores en el contexto de un deterioro funcional hepatico muy avanzado.

Posteriormente, esta clasificacion se ha ido actualizando, datando la Ul-
tima de 2022 (Figura 1) y en la que se distinguen cinco estadios. A diferencia de
la clasificacion inicial, incluye un estadio muy temprano (BLCL O) comprendido
por tumores unicos < 2 cm con funcidén hepatica preservada y buen Performance
Status. Asi mismo, en cuanto a la valoracion de la funcion hepatica, ésta debera
evaluarse mas alla de la clasificacion Child-Pugh convencional o la puntuacion
del “"Modelo de enfermedad hepatica en etapa terminal” (MELD), pues ninguno
de ellos sirve para medir adecuadamente la funcién hepatica. Esta evaluacion ac-
tualizada debe tener en cuenta los parametros biogquimicos, asi como el estado
compensado o descompensado del paciente.

Los pacientes con un estadio BCLC O/BCLC A pueden beneficiarse de la
reseccion, el trasplante o la ablacion, y para cada una de estas opciones, el pro-
nostico se puede refinar de acuerdo con diferentes parametros: presencia de hi-
pertension portal, niveles séricos de bilirrubina, presencia de otras enfermedades
asociadas. Los pacientes con un estadio BCLC B presentan tumores multifocales
sin invasion vascular ni diseminacion mas alla del higado y con buena funcion he-
patica. Estos ultimos podrian ser candidatos, en caso de cumplir criterios extendi-
dos para trasplante, a TH. En caso de no cumplirlos, y siendo el paciente elegible
(nodulos bien definidos y flujo portal preservado), se podria plantear el tratamien-
to con quimioembolizacion transarterial (transarterial chemoembolisation, TACE
0 QETA) y, en aquellos casos mas agresivos (CHC difuso, infiltrativo o con extension
bilobar), la utilizacion de terapia sistémica, proponiéndose el mismo esquema te-
rapéutico que el de un estadio BCLC C. En el caso de estadio avanzado o estadio
BCLC C, la terapia sistémica con inhibidores de tirosinas quinasas (Sorafenib, Re-
gorafenib) es el Unico tratamiento que hasta el momento ha demostrado prolon-
gar la supervivencia de estos pacientes. Por ultimo, los pacientes con enfermedad



en etapa terminal o estadio BCLC D tienen un mal prondstico y por tanto requeri-
ran cuidados de soporte paliativo [110].

La capacidad pronodstica del sistema de estadificacion BCLC ha sido va-
lidada en diferentes entornos clinicos [111,112], y esta respaldado por la AASLD, la
Asociacion Americana de Gastroenterologia (AGA), la EASL y la Organizacion Eu-
ropea para la Investigacion y el Tratamiento del Cancer (EORTC) [57,58].
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Figura 1 Algoritmo de estadificacion y tratamiento BCLC

Esta nueva clasificacion intenta subsanar las limitaciones terapéuticas
objetivadas en la clasificacion previa de 2018 [113] en relacion a los estadios inter-
medios (BCLC- B), ya que comprende un grupo muy heterogéneo de pacientes.
En el estudio multicéntrico de Torzilli et al. se recogieron un total de 2.046 pa-
cientes diagnosticados de CHC a los que se les realizd reseccion hepatica, 50% de
los cuales clasificados como BCLC-B/BCLC-C. Tras el procedimiento quirdrgico,
se objetivé una SG a 5 anos de 61% para BCLC 0-A, 57% para BCLC-B y 38% para
BCLC-C (p< 0.005), siendo estos resultados aceptables a corto y largo plazo en
estadios intermedios/avanzados que de otra manera tendrian una limitacion te-
rapéutica segun la clasificacion BCLC previa de 2018 [114]. En este mismo sentido,
Bolondi et al. propuso una subclasificacion del estadio BCLC-B en funcion de pa-
rametros relacionados con la carga tumoral (criterios Up-to-seven) y la funcion
hepatica (escala Child-Pugh) en asociacion con diferentes opciones de tratamien-
to de primera linea como TACE, radioembolizacion transarterial (transarterial ra-
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dioembolization, TARE) o cuidados de soporte y de varias alternativas adicionales
(TH, ablacion, Sorafenib y TACE) [115] que representa una variante a la clasificacion
BCLC propuesta en 2018 y que se contempla en la clasificacion actual.

1.7.6. El indice pronéstico de la Universidad de China (CUPI)

El CUPI, publicado en 2002 a partir de una cohorte china homogénea
diagnosticada de CHC con VHB, toma como factores prondsticos: el estadio TNM,
la ausencia de clinica al diagnostico, la presencia de ascitis, niveles de AFP> 500
ng/ml, la bilirrubina total sérica (valores de corte 34 y 52 umol/l) y niveles de fos-
fatasa alcalina > 200 IU/I. La suma de los puntos adjudicados a los seis factores
es el resultado de la puntuacion del indice prondstico que oscila entre -7 a 12. En
funcion de este, se clasifican a los pacientes en bajo riesgo (-7 a 1 punto, SG a los
3 meses de 85.7%), riesgo intermedio (2 a 7 puntos, SGC a los 3 meses de 56.4%) y
riesgo elevado (8 a 12 puntos, SG a los 3 meses de 20.2%) [116].

Este estudio compara ademas su indice con otros sistemas de estadifica-
cion como Okuda, CLIP y TNM, concluyendo que el sistema CUPI es mas discrimi-
nante, al menos en los pacientes que presenten CHC con VHB [116].

1.7.7. El sistema de estadificacion integrado japonés

Este sistema de estadificacion japonés (JIS) propuesto en 2003 surge con
la intencion de cubrir los puntos no resueltos del sistema italiano CLIP en cuanto
a la escasa discriminacion de esta ultima clasificacion en los pacientes con pun-
tuaciones mas elevadas. Esta estadificacion combina el grado de Child-Pugh y
la clasificacion TNM por el grupo de estudio de cancer de higado de Japon (Liver
Cancer Study Group of Japan, LCSGJ). En el estudio de Kudo et al,, en el que se
comparo la utilidad del sistema de puntuacion JIS para evaluar el prondstico de
los pacientes japoneses diagnosticados de CHC con la del sistema de clasificacion
CLIP, se concluyo que el sistema japonés es mas util a la hora de estratificar a los
pacientes, sobre todo en etapas mas tempranas, pues la supervivencia acumula-
da a 10 anos para una puntuacion O en el sistema CLIP fue del 23% y para la pun-
tuacion O en el sistema JIS fue del 65% (p< 0.01). Por tanto, el sistema CLIP no es util
en la poblacién japonesa, en la que la incidencia de CHC temprano es alta, siendo
el sistema JIS el que mejor se adapta a esta situacion [117].



1.7.8. Sistema de estadificacion Hong Kong Liver Cancer

Este sistema de estadificacion coreano (HKLC) surge en el ano 2014 como
el "BCLC" asiatico, dado que el BCLC fue creado a partir de cohortes de pacien-
tes con CHC temprano predominantemente infectados con VHC. Los autores del
HKLC consideran que no es optimo para la valoracion de los pacientes asiaticos
donde predomina la infeccion por VHB y en los que la funcion hepatica suele es-
tar mas preservada, pudiendo beneficiarse en estos casos de tratamientos mas
agresivos tal y como abogan las guias de consenso asiaticas para estadios inter-
medios-avanzados [118]. Esta clasificacion se establece en funcion de: la calidad
de vida medido por la escala del Grupo Oncologico Cooperativo del Este (ECOQG),
estadio Child-Pugh, presencia de invasion vascular extrahepatica y de metastasis,
tamano tumoral y niumero de nddulos tumorales; de esta manera, los pacientes
se distribuyen en 5 etapas iniciales o0 9 subetapas con distintos resultados de su-
pervivencia [119].

Al comparar esta clasificacion con el BCLC, los autores destacan una
mejor estratificacion de los pacientes en estadios intermedios y avanzados, con
mejores resultados de supervivencia debido a recomendaciones de tratamiento
mMas agresivas que las recomendadas en el algoritmo de tratamiento BCLC. En
pacientes BCLC-B clasificados como HKLC-II, para quienes la estadificacion BCLC
recomienda TACE, la supervivencia con tratamientos curativos radicales sobre
TACE fue del 52.1% frente al 18.7% a los 5 anos (p< 0.0001); en los pacientes BCLC-C
clasificados como HKLC-II, para quienes se recomienda la terapia sistémica, la su-
pervivencia a 5 anos con terapias curativas radicales fue del 48.6% frente al 0% (p<
0.0001); asi mismo, los pacientes BCLC-C clasificados como HKLC-III la superviven-
cia alcanzada a 3 anos con TACE sobre la terapia sistémica fue del 9.7% frente al
1.7% (p< 0.001) [119].

A pesar de ser un sistema de estadificacion realizado sobre una pobla-
cion con VHB y origen asiatico, existen diversos estudios retrospectivos que de-
muestran que es un sistema de estadificacion valido en la poblacién occidental,
asi como en sujetos con VHC, ofreciendo incluso un error de prediccidon mas bajo
y un poder discriminativo mas alto que el BCLC [120,121].
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1.8. TRATAMIENTOS

En funcion del grado de recomendacion y de evidencia cientifica, las es-
trategias de tratamiento potencialmente eficaces para el CHC son las siguientes:

e Sorafenib ®
Chemoembolization @
Adjuvant therapy RF (<5 cm),
§ after resection RF/PEI (<2 cm) ®
L @ LOLT Resection ®  OLT-Milan @
> Internal
.E L radiation
o ® OLT-extended
g o Neo-adjuvant therapy
3 in waiting list
® Down-staging
3
Py External/palliative
radiotherapy
C B A Cc B A
]
2 (weak) 1 (strong)
Grade of recommendation

Figura 2: Tratamientos propuestos por la EASL-EORTC (guia 2012) en funcion del grado de recomenda-
cion y de evidencia cientifica

OLT, Trasplante hepdtico ortotopico, LDLT, trasplante hepdtico de donante vivo.

Dada la complejidad de la enfermedad y el gran numero de tratamientos
potencialmente Utiles, los pacientes diagnosticados de CHC deben ser remitidos
a equipos multidisciplinares en los que participen médicos, cirujanos, radidlogos,
anatomopatoélogos y oncologos [113].

1.8.1. Tratamientos curativos

La cirugia es el pilar del tratamiento del CHC, lo que genera los mejores
resultados de cualquier tratamiento disponible en candidatos bien seleccionados
(supervivencia a cinco anos del 60-80%). La RH y el TH representan la primera op-
cion en pacientes con tumores tempranos con intencion de tratar. Las interven-
ciones quirudrgicas a menudo pueden extenderse a otras etapas del CHC, una vez
gue se logra una disminucion eficaz del tumor por medios no quirdrgicos [57].



1.8.1.1. Reseccién hepatica

La RH es actualmente el tratamiento de eleccion en los pacientes que
presentan un diagnostico de CHC sobre higado no cirrético [122]. La determina-
cion de si una lesion es subsidiaria de reseccion quirurgica o no debe basarse en
consideraciones anatomicas, incluido el numero y la ubicacion de los tumores,
ademas de garantizar una reserva hepatica adecuada, que depende del volumen
previsto de reseccion, asi como de la funcion hepatica subyacente [58].

Tanto la guia americana de la AASLD como la guia europea de la EASL re-
comiendan la RH en tumores unicos, de cualquier tamano (en particular > 2 cm),
con una funcidn hepatica preservada y sin evidencia de hipertension portal (nive-
les de bilirrubina dentro de la normalidad y con un gradiente de presion venosa
hepética < 10 mm Hg o un recuento de plaquetas >100.000/mcl), pues estas con-
diciones ofrecen una baja mortalidad perioperatoria y una tasa de supervivencia
en torno al 70% a los 5 anos [57,58]. No obstante, en los uUltimos anos, algunos de
estos criterios se han sobrepasado en centros con una alta experiencia en cirugia
hepatica, obteniendo resultados favorables con una mortalidad postoperatoria <
3% y una morbilidad posquirudrgica grave < 30%. Esto ha llevado a que en la Ulti-
mMa actualizacion de la EASL se introduzca la posibilidad de ampliarlos siempre y
cuando haya un balance entre la evaluacion de la funcion hepatica, la hiperten-
sion portal y la extension de la hepatectomia o del abordaje quirdrgico empleado
[57]. En funcion de esto, se ha propuesto un algoritmo que permite identificar el
riesgo de descompensacion hepatica en el paciente cirrético cuando se realiza un
procedimiento quirdrgico (Figura 3). Este algoritmo esta basado en el articulo de
Citterio et al. que demuestra que el factor mas importante asociado a la descom-
pensacion hepatica que surge tras la RH por CHC, es la hipertension portal (OR
2.20; IC 95% 1.13-4.30, p= 0.01) seguida de la extension de la hepatectomia (OR 2.41;
IC 95% 1.17-4.30, p= 0.01) y una puntuacion MELD> 9 (OR 2.26; IC 95% 1.10-4.58, p=
0.02) [123].

En el estudio de Azoulay et al. se demuestra que la RH en pacientes se-
leccionados (indice de la Sociedad Americana de Anestesiologia (ASA) < 2 puntos,
puntuacion media de MELD 8/ Child-Pugh A con biologia tumoral favorable) y
con un gradiente de presion venosa hepatica media de 12 mm Hg, puede lograr
resultados perioperatorios Optimos en estos pacientes cuya situacion no tan ideal.
Por otro lado, el abordaje laparoscopico fue el Unico predictor independiente para
presentar a priori una evolucién postoperatoria sin incidencias en esta serie de
alto riesgo (OR 5.6; IC 95% 1.7-18.2, p= 0.004) [124].
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Figura 3: Algoritmo de valuacion del riesgo de descompensacion hepdtica después de una RH para
hepatocarcinomas sobre cirrosis hepdtica, en funcion la hipertension portal, la RH y la funcion hepdti-
ca

Riesgo alto (rojo), riesgo intermedio (amarillo), bajo riesgo (verde).

El riesgo de recidiva tras la RH es de hasta el 70% a los 5 anos, siendo la
invasion micro y macrovascular, la presencia de nodulos satélites, la cirrosis y la
diferenciacion tumoral los factores predictores independientes mas importantes
para determinar una supervivencia libre de enfermedad (SLE) desfavorable [125-
128]. Actualmente, el tamano tumoral no es un factor prondstico independiente
de recurrencia, tal y como indica el estudio de Truant et al.. un tamano tumoral >
8 cm en hepatocarcinomas no cirréticos, que se presenten como una unica lesion,
sin invasion vascular ni fibrosis, presentan una SLE a 5 anos del 85%, por lo que la
RH en hepatocarcinomas grandes sin factores de mal pronodstico estaria justifica-
da [129].

Teniendo en cuenta el alto riesgo de recidiva tumoral tras la RH y los fac-
tores de riesgo de recidiva descritos anteriormente, el estudio prospectivo de Fe-
rrer-Fabrega et al. propone que una vez detectados estos factores de riesgo histo-
l6gicos, se plantee el TH a estos pacientes sin tener que esperar a la aparicion de
recidiva tumoral, estableciendo un tiempo de espera de al menos 6 meses entre la



reseccion y el alistamiento para el trasplante, con una SG a 5 anos del 82.4% [130].
1.8.1.2. Trasplante hepatico

El TH es la mejor opcion de tratamiento ya que podria curar de forma
simultanea el tumory la cirrosis subyacente; la probabilidad de supervivencia del
paciente tras el trasplante sigue siendo el criterio esencial para indicar este tipo
de tratamiento [113].

Actualmente, tanto las guias de la AASLD como la de la EASL consideran
gue los criterios de Milan (tumor Unico <5 cm o tumores multiples < 3 nédulos <3
cm de tamano, sin invasion vascular) son el punto de referencia para la seleccion
de los pacientes con CHC que se beneficiarian del TH [57,58] con una superviven-
cia a 4 anos del 75% y una tasa de SLE del 83% [131]. Sin embargo, estos criterios
excluirian a un subgrupo importante de pacientes que podrian beneficiarse de
este tratamiento; es por ello que varios grupos han desarrollado otros criterios
extendidos mas alld de los de Milan basados en pardmetros morfométricos y/o
bioldgicos (Tabla 4) [132]

Tabla 4: Criterios extendidos para el TH en el CHC

OS, supervivencia global; TTV, volurmen tumoral total

Criteria Criteria Content Survival
Extended morphometric criteria for hepatocellular carcinoma
Milan Criteria Solitary nodule <5 cm or up to 3 nodules, each <3 cm; 4-yr 0S: 85%
Mazzaferro et al. 1996 Absence of macroscopic vascular invasion or distant disease
UCSF Criteria Single nodule <6.5 cm, or <3 nodules <4.5 em each, with a 5-yr OS: 72.4%
Yao et al. 2001 total tumour diameter <8 cm
Navarra Criteria Single nodule <6 cm, or 2-3 nodules £5 cm each S-yr 0S: 79%
Herrero |1 2001
Valencia Criteria 1-3 lesions <5 cm and total tumour diameter 210 cm 5-yr 05: 63%
Silva M et al. 2008
Up-to-7 Criteria Sum of the size of the largest tumour in cm and the total 5-yr 0S: 71.2%
Mazzaferro et al. 2009 number of tumours £7; Absence of tumour microvascular invasion
Tokyo Criteria Nodule no larger than 5 cm and no more than 5 nodules (5-5 rule) S-yr 0S: 75%
Sugawara et al. 2007
Shanghai Criteria Solitary nodule £9 cm or £3 lesions with the largest £5 cm with a 5-yr 05: 78.1%
Fan | et al. 2009 total tumour diameter of £9 cm; Absence of macrovascular and

lymph node invasion; Absence of extrahepatic metastasis
Asan Criteria Nodule £5 cm, =6 nodules and free of gross vascular invasion 5-yr 05: B1.6%

Lee SG et al. 2008
Extended biologic criteria for hepatocellular carcinoma

Hangzhou Criteria Total tumour diameter £8 cm without macrovascular invasion or S-yr 05: 78.3%
Zheng SS et al. 2008 if >8 cm, histology from tumour biopsy without poor differentiation
(grade 111} and AFP level £400 ngfml

Kyoto Criteria <10 nodules, all nodules £5 cm and a serum DCP <400 mAU/ml 5-yr 05: 86.7%

Ito T et al. 2007

Extended Toronto Criteria Biopsy of largest nodule is not poorly differentiated and no cancer-related 5-yr 05: 69%

Sapisochin G et al. 2008 symptoms

LT French Stucy Group AFP Model Points assigned base on tumour diameter, number of nodules (1-3 vs. 24), AFP 5-yr 05

Duvous C et al. 2012 low risk: GT7.8%
high risk: 47.5%

TTV/AFP Total tumour volume <115 cm® and AFP <400 ng/ml 4-yr 05: 74.6%

Toso C et al. 2015

La prioridad en la asignacion de injertos hepaticos se realiza mediante
la puntuacion MELD y sigue el principio de asignar los 6érganos a los que tienen
mayor riesgo de muerte mientras esperan a ser trasplantados. Este sistema tie-
ne en cuenta la bilirrubina sérica, los niveles de creatinina, el indice internacional
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normalizado (INR) y la etiologia de la cirrosis [133]. No obstante, en el caso del CHC,
la mayoria de los pacientes presentan una funcion hepatica preservada, valores
bajos de MELD y un mayor riesgo de salir de |a lista de espera de trasplante antes
por progresion tumoral que por insuficiencia hepatica [134]. Para equilibrar estos
criterios se otorgan puntos de excepcion para los pacientes con CHC incluidos en
la lista de espera de trasplante basandose en [57]:

- Cargay presentacion tumoral.

- Progresién a lo largo del tiempo (con/sin limite y tiempo de espera
antes de que otras categorias de CHC reciban puntos).

- Puntuacion MELD o MELD-combinado como HCC-MELD, deMELD,
MELDk&q.

- Respuesta a terapias loco-regionales contra el tumor basadas en tra-
tamiento puente o de reduccion tumoral (downstaging).

El principal factor que limita la realizacion del TH es |la escasez de érganos
donados, con el problema adicional de equilibrar la distribucién de los érganos
disponibles entre las indicaciones oncoldgicas y no oncoldgicas [57]. Por ello, con
el objetivo de ampliar la reserva de 6érganos disponibles se han desarrollado una
serie de técnicas quirdrgicas que dan lugar al llamado “injerto marginal”, entre
ellas: el TH de donante vivo, en el que se dona una parte del higado dejando al do-
Nnante un remanente hepatico suficiente para tener una excelente calidad de vida
a largo plazo, la donacidon tras muerte cardiocirculatoria (donacion en asistolia) y el
trasplante de higado dividido (trasplante Split), en el que un érgano de una dona-
cion en muerte encefalica se divide para permitir su uso por dos receptores [134].

Por ello, debido a la limitada oferta de donantes fallecidos, o al riesgo po-
tencial para un donante vivo, es imperativo minimizar la recurrencia, optimizar los
resultados y maximizar los beneficios mediante una cuidadosa seleccién de los
receptores adecuados [132].

1.8.1.3. Ablacién

Existen diversas técnicas para la ablacion térmica o quimica del tumor.
Inicialmente se describid la inyeccion percutanea con alcohol (percutaneous eta-
nol injection, PEI) que inducia necrosis coagulativa de la lesion como resultado
de la deshidratacion celular, desnaturalizacion de proteinas y oclusion quimica
de pequenos vasos tumorales. Posteriormente han surgido las terapias térmicas
gue se clasifican en tratamientos hipertérmicos (calentamiento del tejido a 60-
1000C) incluyendo ablacion por radiofrecuencia (radiofrequency ablation, RFA),
por microondas (microwave ablation, MWA), o por laser asi como en tratamientos
crioablativos (congelamiento del tejido a -20 y -600C) [60].



En el momento actual, la RFA constituye la técnica de referencia, su me-
canismo para la destruccion celular se basa en el calor friccional generado por
corriente alterna de alta frecuencia que produce necrosis coagulativa del tumory
gue permite la extension de la necrosis a un “anillo de seguridad” en el tejido peri-
tumoral [57]. En comparacion con PEI, el estudio de Pompili et al. mostroé diferen-
cias estadisticamente significativas entre las dos técnicas en pacientes con CHC
unico < 2 cm sobre higado cirrético, tanto desde el punto de vista de la recidiva
como de la tasa de progresion local del tumor, siendo mayor en los tratados con
PEI (tasa de recidivaa 1,3y 5 anos del 20.4%, 63.9% y 73.3%, respectivamente) que
en los tratados con RFA (17.8%, 42.4% y 49%, respectivamente, p=0.023).

Cuando se compara la radiofrecuencia con la reseccion quirdrgica en he-
patocarcinomas comprendidos entre 2-4 cm, el estudio de Lee et al. muestra que
la SG entre ambos grupos es similar. No obstante, la SLE en el grupo de reseccion
quirurgica fue mayor que en el grupo de ablacion: SLE a los 3y 5 anos del 66.7% y
44 4%, respectivamente, para reseccion quirdrgica y del 44.1% y 31.2%, respectiva-
mente, para la radiofrecuencia (log-rank= 0.071) [135]. Por otro lado, el estudio de
Cuccchetti et al. senala que para los hepatocarcinomas < 2 cm la radiofrecuencia
proporciond una mejor esperanza de vida, y una mejor esperanza de vida ajustada
a la calidad a un menor coste en comparacion con la reseccion quirdrgica, siendo
tanto la SG como la SLE muy similar entre los dos tratamientos (p= 0.949 y 0.263,
respectivamente) [136].

Otra de las técnicas ablativas es MWA. En este caso, su mecanismo de
accion se basa en el uso de energia electromagnética que calienta el tejido sien-
do menos propensa al efecto disipador de calor, lo que significa que la eficacia
del tratamiento se ve menos afectada por los vasos situados en la proximidad del
tumor [57]. El estudio de Yu et al. compara RFA 'y MWA no encontrando diferen-
cias entre ambas técnicas en cuanto a su eficaciayalaSGySLE a1, 3y5anosen
hepatocarcinomas = 5 cm; tampoco se encontraron diferencias en cuanto a su
eficacia en localizaciones adyacentes a grandes vasos, tracto digestivo, vesicula
biliar o diafragma [137].

En el momento actual, tanto la guia de la AASLD como la de la EASL
establecen que la RFA es el tratamiento estandar para los pacientes con tumo-
res BCLC-O y A no aptos para la cirugia (evidencia alta, grado de recomendacion
fuerte) y que en fase muy temprana (BCLC-0) puede adoptarse como terapia de
primera linea incluso en pacientes quirudrgicos (evidencia moderada, grado de re-
comendacion fuerte) [57,58].
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1.8.2. Tratamientos no curativos

1.8.2.1. Quimioembolizacidén transarterial

La QETA tiene como objetivo inducir la necrosis tumoral y se basa en que
el CHC presenta una vascularizacion predominantemente arterial en compara-
cion con el parénquima hepatico circundante. Este enfoque da lugar a un efecto
citotéxico combinado con isquemia en el tejido tumoral mediante la infusion tran-
sarterial de agentes quimioterapicos y la posterior embolizacion de los vasos nu-
tricios del tumor [57,138]. La revision sistematica de ensayos clinicos randomizados
llevada a cabo por Llovet et al. en 2003 mostrd que la embolizacion arterial mejo-
raba la supervivencia a 2 ahos en comparacion con los grupos control (OR 0.53; IC
95% 0.32-0.89, p= 0.017); en el 35% de los casos se obtuvieron respuestas objetivas
gue duraron entre 1y 6 meses [139].

Existen dos técnicas, TACE convencional que utiliza Lipiodol (conventio-
nal TACE, cTACE) y TACE con perlas liberadoras de farmacos (TACE with drug-elu-
ting beads, DEB-TACE). La primera consiste en la inyeccion intraarterial de un
farmaco citotoxico, como doxorrubicina, epirubicina, idarubicina, mitomicina C o
cisplatino, que se emulsiona en el agente radiopaco aceitoso Lipiodol. La segunda
técnica consiste en microesferas embdlicas no reabsorbibles que pueden cargar-
se con agentes citotoxicos y fueron desarrolladas para lograr una liberacion mas
sostenida del farmaco con la embolizacion concomitante. Sin embargo, no se ha
demostrado la superioridad de la DEB-TACE sobre la cTACE en términos de super-
vivencia de los pacientes, respuesta del tumor y nivel de seguridad [138].

Actualmente, la recomendacion que realizan tanto las guias de la
AASLD como la de la EASL sobre el uso de TACE en el CHC se refiere a pacientes
con BCLC-B (evidencia alta, grado de recomendacion fuerte), no debiendo utilizar-
se en pacientes con enfermedad hepatica descompensada, disfuncion hepatica
y/o renal avanzada, invasion vascular macroscépica o diseminacion extrahepatica
[57,58]. La revision sistematica realizada por Lencioni et al. estima una SG en los
pacientes tratados con TACE convencional de 19.4 meses de media (IC 95% 16.22-
22.6),y una SG al, 2,3y 5anos del 70.3%, 51.8%, 40.4% y 32.4% respectivamente,
obteniendo una respuesta parcial o completa del 52.5% (IC 95% 43.6-61.5) [140].

Otra recomendacion para el uso de TACE es como tratamiento puente
al TH. En estadios tempranos del CHC en pacientes candidatos a TH, cuando se
prevé gque el tiempo de espera es superior a 6 meses, el tratamiento puente con
TACE permite reducir la salida de espera de TH por progresion tumoral, pasando
de una estimacion, segun el estudio de Llovet et al,, en pacientes no tratados del



15-36% [141] al 2.9-11% [142,143].
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Figura 4: Algoritmo terapeutico con TACE para el manejo del CHC en estadio temprano, intermedio y
avanzado

Seg PVTT: trombosis segmentaria portal, RF: radiofrecuencia; CE-CT: tomografia computa-
rizada con contraste; CE-MRI: resonancia magnética con contraste; CP: Child-Pugh; EHS: diseminacion
extrahepdtica, PD: enfermedad en progreso; PS: Perforrmans Status, PVT: trombosis portal

Las recomendaciones generales aceptadas en el esquema de tratamien-
to del CHC con TACE, asi como aquellas que precisan de mas estudios para su
validacion se recogen en la Figura 4 [138].

1.8.2.2. Radioembolizacion

La TARE o radioterapia interna selectiva (selective internal radiation the-
rapy, SIRT) es un procedimiento que consiste en la infusion de sustancias radioacti-
vas como el Lipiodol marcado con lodo-131, de microesferas que contienen Itrio-90
(Y90) o de agentes similares en la arteria hepatica que migraran via intraarterial
a la zona tumoral, emitiendo selectivamente radiacion de alta energia y de baja
penetracion en el tumor [57].

La sustancia radioactiva mas utilizada es el Itrio, emisor g puro con una
vida media de 64.2 horas y una penetracion tisular media de 2.5 mm. Por consi-
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guiente, el 94% de la energia se emite en los primeros 11 dias y no es necesario el
aislamiento para la proteccion contra la radiacion. Debido a su pequefno tamano
(25-45um), no producen ningun efecto isquémico significativo, a diferencia de las
particulas de mas de 100 um utilizadas en el TACE [144]. Los diferentes mecanis-
mos de accion entre TACE y TARE se exponen en la Figura 5 [145].

Particles
300 ym
500 pm N
35 uym

100 pm

Figura 5: Mecanismos de accion entre TACE Y TARE

En la radioembolizacion las particulas pequenas (35um) cargadas de isotopos se administran en
los vasos sanguineos intratumorales mads pequerios con el objetivo de administrar una irradiacion de corto
alcance. En la quimioembolizacion las particulas medianas (100-500um) liberadoras de farmacos o simples se
introducen en los vasos de tamano medio que irrigan los nodulos tumorales con el objetivo de producir isque-

niay, finalmente, exponer las células tumorales a altas concentraciones de agentes Citotoxico

La radioembolizacion se ha comparado con TACE en varios estudios. En
el estudio de Gardini et al. se realiza un metaanalisis de los ensayos clinicos rando-
mizados publicados hasta 2017 comparando ambos procedimientos, encontran-
dose publicados Unicamente tres de ellos [146-148]. No se encontraron diferencias
en la SG a1ano entre los dos procedimientos (OR= 1.31; IC 95% 0.56-3.04, p= 0.53)
asi como tampoco en la SLE a un ano (OR=0.23; IC 95% 0.02-2.45, p= 0.22). Asi mis-
Mo, a una alta proporcidon de pacientes se les realizd TH en el grupo tratado con
TARE (30% vs 20.8%), pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa
(OR= 0.68; IC 95% 0.23-2.01, p= 0.49). Como estos autores indican, la principal limi-
tacion de este metaanalisis es que ninguno de los ensayos clinicos tenia la super-
vivencia como objetivo principal, las muestras eran pequenas y presentaban una



alta heterogeneidad entre estudios en cuanto a la SLE (I? test= 76%); ademas, las
poblaciones objetivo tampoco eran homogéneas en todos los ensayos [149].

En el momento actual, esta pendiente de analizar los resultados del en-
sayo clinico TRACE cuyo objetivo principal es la progresion tumoral en los pacien-
tes tratados con TACE y TARE en hepatocarcinomas en estadio intermedio [150].

Por otro lado, se ha comparado la TARE con el tratamiento sistémico en
los pacientes con CHC en estadio avanzado. En el ensayo clinico SARAH, realizado
en poblacidon europea, se estudiaron aquellos pacientes diagnhosticados de CHC
BCLC-C con funcién hepatica Child-Pugh A/B que no eran candidatos a trata-
miento curativo o bien que hubieran sido tratados previamente con TACE y no hu-
biera sido efectiva; en este trabajo los pacientes fueron aleatorizados para recibir
tratamiento con Sorafenib o con TARE. El estudio no mostroé diferencias en cuanto
a la SG entre TARE y Sorafenib: la media de supervivencia fue de 8 meses (IC 95%
6.7-9.9) en el grupo TARE vs 9.9 meses (IC 95% 8.7-11.4) en el grupo Sorafenib (HR
1.15; IC 95% 0.94-1.14, p= 0.18 para TARE vs Sorafenib). No obstante, la respuesta tu-
moral, la calidad de vida y la seguridad fue significativamente mejor en el grupo
tratado con TARE [151]. El ensayo clinico SIRveNIB, realizado en poblacion asiatica
y con un diseno semejante, mostro resultados similares al ensayo SARAH, no ob-
teniendo diferencias en cuanto a SG entre ambos tratamientos (SC media de 8.8
y 10 meses para pacientes tratados con TARE y Sorafenib respectivamente, HR 1.1;
IC 95% 0.9-1.4, p= 0.36). Adicionalmente, |la tasa de respuesta del tumor fue mejor
para los pacientes que recibieron tratamiento con TARE con menores efectos ad-
Versos en comparacion con los pacientes tratados con Sorafenib [152].

Por ultimo, el ensayo clinico SORAMIC compar¢ el tratamiento combina-
do de TARE y Sorabenib con Sorafenib unicamente como tratamiento paliativo en
el CHC. De forma general no se objetivaron diferencias a nivel de la SG entre am-
bos grupos. Sin embargo, el analisis por subgrupos de la poblacién analizada por
cada protocolo sugirid un beneficio de supervivencia en los pacientes < 65 anos
tratados con Sorafenib + TARE (HR 0.65; IC 95% 0.43-1, p= 0.046), en pacientes no ci-
rroticos (HR 0.46; IC 95% 0.25-0.86, p= 0.013) y en pacientes con CHC de etiologia no
alcohdlica (HR 0.63; IC 95% 0.45-0.89, p= 0.009). Por otro lado, se objetivaron ma-
yores efectos adversos de grado 3-4 de |la escala CTCAE (Criterios de terminologia
comun para eventos adversos, Common Terminology Criteria for Adverse Events)
en el grupo de tratamiento combinado con respecto al grupo de tratamiento sis-
témico 64.8% vs 53.3%, respectivamente (p= 0.036) [153].

Con respecto a lo recogido en la Ultima actualizacion de las guias ameri-
canay europea, éstas consideran que el tratamiento con TARE muestra un buen
perfil de seguridad y un buen control local del tumor, pero no muestra un bene-
ficio en la SG en comparacion con Sorafenib en pacientes con CHC en estadio
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avanzado. Ademas, senalan que son necesarios mas estudios comparativos entre
TACE y TARE en pacientes con CHC en estadio intermedio o en estadio temprano
no candidatos para reseccion, trasplante o ablacion, con el fin de establecer una
recomendacion [57,58].

1.8.2.3. Tratamiento sistémico

La quimioterapia sistémica no puede considerarse como tratamiento
estandar en el CHC debido a la combinaciéon de su escasa eficacia y alta toxici-
dad. La escasa eficacia podria deberse a la resistencia intrinseca causada por la
sobreexpresion de genes de resistencia a multiples farmacos que se observa en
la mayoria de los tumores. Asi mismo, la cirrosis subyacente aumenta el riesgo de
efectos adversos graves ya que muchos farmacos quimioterapicos se metabolizan
o eliminan a través del higado. Finalmente, la posible reactivacion viral en caso de
cirrosis virica debida a la inmunosupresion inducida por la quimioterapia, puede
producir un efecto toxico aditivo [154].

Es por ello que los avances en el conocimiento de las vias moleculares
gue se alteran en el CHC han permitido desarrollar tratamientos que actuen con-
tra estas dianas. El ensayo clinico multicéntrico SHARP, que se llevo a cabo en
pacientes diagnosticados de CHC en estadio avanzado, tuvo como objetivo es-
tudiar la supervivencia de |los pacientes a los que se les administré Sorafenib, un
inhibidor multiquinasa que actua sobre el receptor del factor de crecimiento en-
dotelial vascular (VEGFR), el receptor del factor de crecimiento derivado de pla-
guetas (PDFGR) y el protooncogén Ser-Thr quinasa Raf-1y B-Raf, los cuales estan
implicados en la patogénesis molecular del CHC. Los pacientes se asignharon de
forma aleatoria a dos grupos de tratamiento Sorafenib vs placebo, objetivandose
una supervivencia media mayor en aquellos pacientes tratados con Sorafenib, 10.7
meses vs 7.9 meses (HR 0.69; IC 95% 0.55-0.87, p<0.001) y un mayor tiempo de pro-
gresion radioldégica en los pacientes tratados con Sorafenib, 5.5 meses vs 2.8 me-
ses (p<0.001); no obstante, no se objetivo respuesta completa en ningun paciente.
En el segundo analisis intermedio previsto, se produjeron 321 muertes con lo que
el estudio se detuvo [155].

Otro de los tratamientos sistémicos con diana molecular de primera linea
es el Lenvatinib, también se trata de un inhibidor multiquinasa que actua sobre
los receptores VEGF-R, receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGF-R),
PDFG-R, RET y KIT. El estudio de no inferioridad REFLECT llevado a cabo en pa-
cientes con CHC no resecable con una funcion hepatica conservada (Child-Pugh
A), demostro la no inferioridad de este tratamiento en comparacion con Sorafenib:
la media de SG fue de 13.6 meses vs 12.3 meses, respectivamente (HR 0.92; IC 95%
0.79-1.06). Asi mismo, Lenvatinib demostré una mejora estadistica y clinicamente
significativa a nivel de la SLE de 7.4 meses vs 7.4 meses, respectivamente (HR 0.66;



IC 95% 0.57-0.77, p < 0.0001) siendo el tiempo medio transcurrido hasta la progre-
sion de 8.9 vs 3.7 meses, respectivamente (HR 0.63; IC 95% 0.53-0.73, p< 0.0001) y la
tasa de respuesta objetiva (OR 3.13; IC 95% 2.15-4.56, p< 0.001) [156].

Como tratamiento de segunda linea en aquellos pacientes que progre-
san a pesar del tratamiento con Sorafenib, el ensayo clinico RESORCE mostré que
en pacientes diagnosticados de CHC con funcion hepatica preservada (Child-Pu-
gh A) y con progresion radiolégica con Sorafenib, el tratamiento con Regorafenib,
inhibidor multiquinasa, en comparacion con placebo produce un beneficio en la
supervivencia de los pacientes, siendo la SG media de 10.6 meses en aquellos tra-
tados con Regorafenib vs 7.8 meses los tratados con placebo (HR 0.63; IC 95% 0.50-
0.79, p< 0.0001), asi como una mejora significativa en la respuesta tumoral 11% vs
4%, p= 0.0047) y en el control de la enfermedad (65% vs 36%, p< 0.0001) [157].

Estos tratamientos estan recogidos en las ultimas actualizaciones de las
guias americana y europea. El Sorafenib es considerado el tratamiento sistémico
de primera linea estandar para el CHC tanto en pacientes con una funcion hepatica
bien conservada (Child-Pugh A) y con tumores avanzados (BCLC-C) como en esta-
dios mas tempranos que progresan o que no son aptos para terapias loco-regio-
nales. Asi mismo, el Lenvatinib también esta considerado tratamiento de primera
linea en aquellos pacientes con una funcion hepatica conservada (Child-Pugh A),
un buen Performance Status y con tumores avanzados (BCLC-C) sin invasion de
la vena porta principal, o en aquellos tumores que progresan o no sean aptos para
las terapias loco-regionales. Como tratamiento de segunda linea se propone el Re-
gorafenib en aquellos pacientes que toleran y progresan con Sorafenib, que pre-
sentan una funcion hepatica conservada (Child-Pugh A) y un buen Performance
Status [57,58].
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El CHC es el tumor hepatico mas frecuente, supone entre el 70-90% del
total de los tumores primarios hepaticos en el mundo. Su desarrollo se relaciona
con la exposicion a virus hepatotropos, asi como al alcohol, la presencia de enfer-
medad hepatica no alcohdlica y la cirrosis hepatica entre otras causas.

Como marcadores pronosticos de la enfermedad se relacionan los valo-
res séricos de AFP, asi como factores inherentes al tumor como es el tamafo, el
numero de nddulos, la satelitosis, la invasion vascular, el grado de diferenciacion
tumoral y la presencia de enfermedad extrahepatica. Sin embargo, a pesar de que
existen actualmente varios sistemas de estadificacion para predecir el prondstico,
sobre los cuales nos basamos para plantear el tratamiento 6ptimoy personalizado
de estos pacientes, en la practica clinica no disponemos de un sistema ideal que
pueda ser aplicado a cada paciente para predecir la supervivencia. Esto nos lleva
a pensar que existen variables no estudiadas hasta ahora que puedan influir en el
comportamiento tumoral.

Por otro lado, el receptor de hidrocarburos de arilo/ receptor de dioxina
(AhR) es un factor de transcripcion que media los efectos toxicos y carcinogénicos
de un grupo de agentes quimicos incluyendo los hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos, bifenilos polihalogenados y dioxinas (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina,
TCDD). AhR se expresa de manera constitutiva en una gran cantidad de tejidos
de mamiferos, con las mayores cantidades de ARN mensajero (MARN) en higado,
rinoén, pulmaon, corazon, timo y placenta.

El higado es un sitio importante para el metabolismo de los xenobidticos
resultantes de la contaminacion ambiental y de aquellos producidos a partir de la
ingesta alimentaria. Muchos xenobiodticos y sus metabolitos tienen efectos perju-
diciales y carcinogénicos en los hepatocitos. Diferentes estudios han demostrado
que, en los hepatocitos, la desregulacion de AhR conduce a la esteatosis y al me-
tabolismo aberrante del colesterol entre otros fenotipos. Sin embargo, los meca-
nismMos patogénicosy el posible valor prondstico de la expresion de AhR en el CHC
aun no se han dilucidado. Ademas, en ratones nulos con AhR, la ablacién de la ex-
presion de AhR resulta en cambios pleiotropicos que conducen a enfermedades
cardiovasculares, fibrosis hepatica, reduccion del tamano del higado, deficiencia
innata de células inmunes, fibrosis dérmica, acumulacion de retinoides hepaticos
y reduccion de la esperanza de vida. Las evidencias hasta ahora publicadas su-
gieren, por tanto, que AhR regula no sélo la detoxificacion xenobidtica, sino que



también podria tener funciones enddgenas criticas. Sin embargo, las vias regula-
doras que integran AhR en transduccion de sehalesy en enfermedades humanas
siguen siendo poco conocidas.

Es por todo ello que actualmente se hace indispensable plantear nue-
vas lineas de investigacion y nuevas metodologias para conocer la expresion del
CHC en el ser humano en funcion de los aportes moleculares y clinicos, que nos
permitan establecer relaciones entre estos hallazgos para trazar el tratamiento y
pronostico de estos paciente de forma individualizada.
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3.1. HIPOTESIS

Existe una correlacion entre los factores clinico-patologicos y la expresion
molecular de determinadas proteinas de sefalizacion celular como AhR, g-cateni-
Nna, proteina asociada a Yes (YAP) y el coactivador transcripcional con union al do-
minio PDZ (TAZ) en los pacientes con diagnostico de CHC. Esta correlacion influye
tanto en la SG como en la SLE de los pacientes.

35.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta la literatura publicada sobre la expresion molecular
y su relacion con procesos cancerigenos, asi como los factores actuales clinicos de
mal prondstico para el CHC, nos planteamos como objetivos del proyecto:

3.2.1. Objetivo principal

Establecer una correlacion entre las propiedades clinicas del CHC y sus
caracteristicas moleculares analizando la expresion de proteinas con potencial va-
lor en el manejo de este tipo de pacientes.

3.2.2. Objetivo secundarios

- Correlacionar la expresion molecular del receptor AhR con los hallaz-
gos clinicos de los pacientes intervenidos de CHC.

- Correlacionar la expresion molecular del intermediario de senaliza-
cion g-catenina con los hallazgos clinicos de los pacientes intervenidos de CHC.

- Correlacionar la expresion molecular del efector de la ruta Hippo YAP
con los hallazgos clinicos de los pacientes intervenidos de CHC.

- Correlacionar la expresion molecular del efector de la ruta Hippo TAZ
con los hallazgos clinicos de los pacientes intervenidos de CHC.

- Establecer un algoritmo diagndstico o, alternativamente, identificar
aquellas variables clinicas y moleculares que de ser localizadas durante el diag-
nosticoy el estudio de estos pacientes nos permitan seleccionar aquellos tumores



que presenten peor prondstico.
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4.1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de cohortes, observacional y prospectivo sobre la serie de pa-
cientes adultos diagnosticados e intervenidos de CHC en el Servicio de Cirugia He-
patobiliopancreatica y Trasplante Hepatico del Hospital Universitario de Badajoz,
a los que se les han tomado muestras de tejido hepatico sano y tumoral intraope-
ratoriamente en el periodo comprendido entre el 1 de enero de 2015 hasta el 1 de
enero de 2021.

4.2. PACIENTES

Criterios de inclusion:

Pacientes mayores > 18 anos.

Diagnostico preoperatorio de CHC mediante prueba de imagen diag-
nostica (Criterios BCLC, Figura 6 [158]), no precisando de confirmacion histolégica
mediante biopsia.

Pacientes con indicacion quirudrgica (TH, Reseccion o Ablacion por
abordaje quirudrgico abierto o laparoscopico).

Firma del consentimiento informado para la intervencion, asi como
para la toma de tejido hepatico intraoperatoriamente.

| Mass on surveillance ultrascund in a cirthotic liver ‘
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Repeal US at 34 ) ’ ) | |
month intervals Two dynamic 'rag'"g studies One Uvnam'clj‘i‘glﬂg technique
. l l Atypical Typical vascular
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vascular pattern on patlern with ona pattern with both vasculas imaging or AFP >
dynamic imaging technique techniques patiem 200 ng/mlL

Stable over 18-
24 manths. Enlarging [Boey |
Y

1 I
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¥
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Figura 6: Algoritmo diagnostico para el CHC propuesto por el grupo BCLC



Criterios de exclusion:

Pacientes diagnosticados de CHC que presentan hepatocolangiocar-
cinoma en el estudio histoldgico de la pieza quirdrgica una vez intervenidos.

Pacientes diagnhosticados de CHC que presentan en el estudio histo-
l6gico de la pieza quirdrgica otro diagndstico que no sea CHC.

4.3. DEFINICION DE VARIABLES
OBJETO DE ESTUDIO

4.3.1. Definicién de las variables dependientes

Supervivencia libre de enfermedad (SLE): Se considera SLE al periodo
de tiempo comprendido entre |la fecha de |la intervencion quirdrgica y la fecha de
la primera prueba de imagen diagnostica de posible recidiva tumoral.

Supervivencia global (SG): Se considera SG al periodo de tiempo trans-
currido entre la fecha de la intervencién quirdrgica y la fecha del ultimo segui-
miento o la fecha de exitus del paciente.

4.3.2. Definicidon de las variables independientes

Las variables independientes recogidas de los pacientes han sido dividi-
das en seis bloques:

Datos prequirurgicos del paciente.

Datos quirurgicos.

Datos del ingreso hospitalario.

Seguimiento del paciente postratamiento.

Resultados Anatomopatoldgicos del tumor.

Resultados Biomoleculares del tumor.
seguimiento o la fecha de exitus del paciente.

4.3.2.1. Datos prequirurgicos del paciente

En este bloque se han incluido datos relacionados con el estado del pa-
ciente previo a la intervencion quirurgica.

Edad (anos): Se ha incluido la fecha de nacimiento del paciente y se
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ha calculado la edad en anos en el momento de la intervencion quirurgica.

Género (H/M): Se ha considerado el género del paciente de forma bi-
naria siendo las categorias Hombre y Mujer.

Antecedentes previos de serologia virica positiva.

o Infeccién por VHC (Si/No): Presencia de anticuerpos anti-HCV para
el VHC en el momento de la intervencion quirdrgica.

o Infeccién activa por VHC (Si/No): Consideramos infeccién activa la
presencia de acido ribonucleico del VHC (RNA-VHC) positivo en el momento de la
intervencion quirdrgica.

o Infeccién por VHB (Si/No): Presencia de antigeno HBsAg o anti-
cuerpos contra la proteina core para el VHB (Anti-HBc) en el momento de la inter-
vencion quirdrgica.

o Infeccién activa por VHB (Si/No): Consideramos infeccién activa la
presencia de antigenos HBsAg y HBeAg, de anticuerpos Anti-HBc IgM o la presen-
cia de carga viral positiva en el momento de la intervencion quirurgica.

o Infeccién por VIH (Si/No): Presencia de anticuerpos contra el VIH en
el momento de la intervencion quirdrgica.

o nfeccién activa por VIH (Si/No): Consideramos infeccion activa la
presencia de carga viral positiva en el momento de la intervencion quirdrgica.

Tratamientos previos del tumor: Se incluyen en este apartado todos
aquellos tratamientos realizados sobre el tumor antes de la intervencion quirurgi-
ca.

o QETA (Si/No): Se considera si se ha realizado este procedimiento
como variable dicotdmica con dos categorias: “si” 0 “no”. No se tiene en cuenta el
NnUmero de sesiones ni el grado de respuesta al procedimiento.

o Ablacién (Si/No): Se considera si se ha realizado este procedimiento
como variable dicotdmica con dos categorias: “si” 0 “no”. No se tiene en cuenta el
NnUumero de sesiones ni el grado de respuesta al procedimiento. Asi mismo, tam-
poco hacemos distincion entre si el procedimiento realizado ha sido mediante
Radiofrecuencia o Microondas. No se ha realizado alcoholizacion.

o Tratamiento combinado QETA y Ablacién (Si/No): Se considera si



se han realizado ambos procedimientos como variable dicotdmica con dos ca-
tegorias: “si” 0 “no”. No se tiene en cuenta el nUmero de sesiones ni el grado de
respuesta al procedimiento, asi como tampoco diferenciamos si el procedimiento
se ha realizado mediante Radiofrecuencia o Microondas. No se ha realizado alco-
holizacion.

Determinacion de valores analiticos previos a la intervencién guirur-

gica: Se recogen los valores analiticos hematoldgicos, de estudio de coagulacion
y bioquimicos segun la analitica disponible en la fecha mas proxima a la interven-
cion y con un periodo maximo de tres meses anteriores a la misma.
o Hemograma

> Hemoglobina (g/dl)

> Recuento de hematies (millones/ul)

> Recuento leucocitario (miles/ul)

> Recuento de neutréfilos (miles/ul)

> Recuento de linfocitos (miles/ul)

> Recuento de plaquetas (miles/ul)

o Coagulacion
> INR (International normalized ratio)

o Bioquimica
> Creatinina (mg/dl)
> Albumina (mg/dl)
> Bilirrubina total (mg/dl)
> AFP (ng/ml)

o Indice Neutréfilos/Linfocitos (INL), cociente entre el niumero de
neutroéfilos absolutos y el numero de linfocitos absolutos prequirdrgicos.

o Indice Plaquetas/Linfocitos (IPL), cociente entre el nUmero de neu-
trofilos absolutos y el numero de linfocitos absolutos prequirdrgicos.

o Indice de inmunidad-inflamacién sistémica (l1S), para su célculo se
emplea la siguiente férmula [159]:
l1IS= Plaquetas (miles/ul) x Neutrofilos (miles/ul) / Linfocitos (miles/ul)

Model for End-Stage Liver Diseases (MELD) en el momento de la in-
tervencion quirurgica. Indicador pronoéstico en pacientes con enfermedad hepa-
tica cronica avanzada en general y en candidatos a trasplante de higado en parti-
cular a partir de los valores séricos de bilirrubina, INR y creatinina; para su calculo
se emplea la siguiente formula [133]:
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3.8*Loge (bilirrubina [mg/dl]) + 11.2* Loge (INR) + 9.6* Loge (creatinina [mg/
dl]) + 6.4

4.3.2.2. Datos quirurgicos

En este bloque se recogen los datos que corresponden al momento de la
intervencion quirudrgica propiamente dicha.

Fecha de tratamiento guirdrgico (dd/mm/aaaa).

Tipo de cirugia realizada

o Reseccidon quirdrgica (Si/No). Variable dicotomica con dos catego-
rias. No se realiza distincion entre cirugia abierta o laparoscoépica.

o Trasplante (Si/No). Variable dicotémica con dos categorias. No se
realiza distincion entre donante por muerte encefalica o donante en asistolia. No
se ha realizado donante vivo.

o Ablacién (Si/No). Variable dicotémica con dos categorias. No se rea-
liza distincion entre RFA o Ablacion. No se ha realizado alcoholizacion.

o Cirugia combinada reseccién + ablacién (Si/No). Variable dicoté-
mica con dos categorias, considerando si se han realizado ambos procedimientos.
No se realiza distincion entre cirugia abierta o laparoscopica, asi como tampoco
entre RFA o Ablacion. No se ha realizado alcoholizacion.

Tipo de reseccidn quirdrgica realizada: En el caso de que al paciente
se le haya practicado una reseccion quirurgica, se determina el tipo de reseccion
en funcion de los segmentos de parénquima hepatico extirpados, acorde con la
segmentacion hepatica del consenso de Brisbane del ano 2000 (Figura 7) [160].

o Hepatectomia menor (Si/No): correspondiente a la reseccién de
hasta 3 segmentos hepaticos.

o Hepatectomia mayor (Si/No): correspondiente a la reseccién del
hemihigado derecho o izquierdo.



Table 1. First-order division
Schematic

diagram of the segments

for reference in the table

(for purposes of clarity Sgl is not shown)

Anatomical term Couinaud segments Term for surgical resection Diagram
referred to (pertinent area is in
heavy black outline)

Right hemiliver Sg5-8(+/—Sgl) Right hepatectomy
OR OR
Right liver Right hemihepatectomy

(stipulate +/— segment |)

Left hemiliver Sg2—4 (+/—Sgl) Left hepatectomy
OR OR
Left liver Left hemihepatectomy

(stipulate +/— segment )

Border or watershed:
The border or watershed of the first-order division which separates the two hemilivers is a plane that intersects the gallbladder fossa and the fossa for the IVC
and is referred to as the midplane of the fiver.

Figura 7: Division hepatica de primer orden segun la “Terminologia de anatomia y resecciones hepdti-
/\J - ) = !
cas” del consenso de Brisbane

o Reseccién Unicamente de la lesién (Si/No): correspondiente a la
reseccion local de la lesion con margen oncoldgico de seguridad, pero sin llegar a
ser reseccion segmentaria.

Transfusiones recibidas intraoperatoriamente (Si/No). Se considera
cualquier tipo de hemoderivado (Concentrado de hematies, Plasma fresco o Pla-

guetas).

Necesidades transfusionales

o Hematies (numero de concentrados). Cada concentrado corres-
ponde a 300 ml de hematies.

o Plaquetas (humero de pool): Cada pool de plaquetas tiene un ren-
dimiento de 30.000 plaquetas.

o Plasma (nimero de unidades): Una unidad de plasma corresponde
a 300 ml de plasma.
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4.3.2.3. Datos hospitalarios

En este apartado se recogen aquellos datos correspondientes al tiempo
perioperatorio desde que el paciente ingresa para ser intervenido hasta que es
dado de alta hospitalaria.

Tiempo de hospitalizacion (dias): Periodo de tiempo comprendido
entre la fecha de ingreso hospitalario y la fecha de alta hospitalaria. En el caso de
exitus durante el periodo de hospitalizacion, la fecha limite sera la fecha de exitus
del paciente. Hay que tener en cuenta que, en nuestro protocolo de hospitaliza-
cion para intervencion quirurgica programada, al paciente se le realiza el estudio
preoperatorio y la consulta con el médico especialista en Anestesiologia de forma
ambulatoria, de manera que ingresa la tarde del dia anterior a la intervenciéon qui-
rargica.

Complicaciones postquirurgicas (Si/No): Se recoge la presencia o au-
sencia de alteraciones en el curso clinico normal intrahospitalario del paciente
gue se hayan producido desde la fecha de la intervencion quirdrgica hasta pasa-
dos 90 dias de la misma.

Clasificaciéon de la complicacién quirurgica: Se clasifica la complica-
cion aparecida tras la intervencion quirdrgica en funcion de la clasificacion Cla-
vien- Dindo (Tabla 5) [161].

Tabla 5: Clasificacion de complicaciones quirdrgicas Clavien- Dindo

Grado Definicién

| Cualquier desviacién del postoperatorio normal sin la necesidad de tratamiento farmacolégico o que
precisen intervencién quirdrgica, endoscdpica o radiolégica.
Los tratamientos permitidos son: farmacos del tipo antieméticos, antipiréticos, analgésicos, diuréticos,
electrolitos y fisioterapia. Este grado también incluye apertura de infeccién de herida a pie de cama.

1] Requiere tratamiento farmacolégico con farmacos distintos a los permitidos para las complicaciones
grado I.
Se incluyen las transfusiones de sangre y la nutricion parenteral total.

m Requiere intervencién quirurgica, endoscdpica o radiolégica.
llla [Intervenciones gue no requieren anestesia general
lllb | Intervenciones bajo anestesia general
v Complicaciones que amenazan la vida (incluidas complicaciones SNC)* que requieren manejo en
uciM/ucCl
IVa | Disfuncién de un Unico érgano (incluyendo dialisis)
IVb | Disfuncién multiorganica
\V) Muerte del paciente
Sufijo “d” | Si el paciente padece complicaciones durante el periodo de alta hospitalaria, el sufijo “d” (discapacidad)
se aflade al correspondiente grado de complicacién. Esta etiqueta indica la necesidad de seguimiento
para evaluar completamente las complicaciones.
*Hemorragia cerebral, accidente cerebrovascular isquémico, sangrado subaracnoideo, se excluyen accidente

isquémico transitorio.
SNC, sistema nervioso central; UCMI, unidad de cuidados intermedios; UCI, unidad de cuidados intensivos.



4.3.2.4. Seguimiento del paciente postratamiento

En este bloque se recogen los datos procedentes al tiempo comprendido
desde que el paciente es dado de alta hospitalaria hasta la fecha de finalizacion
de este estudio o bien hasta el dia del exitus si se produce durante el seguimiento.

Exitus (Si/No): Se consideran vivos a los pacientes que permanecen
vivos al final del seguimiento y muertos a aquellos que han fallecido durante el
mismo, independientemente de que la causa del fallecimiento esté relacionada o
no con el tumor.

Tiempo de seguimiento (meses): Periodo de tiempo comprendido
entre la fecha en la que se lleva a cabo el tratamiento quirdrgico sobre el CHCy la
fecha del ultimo dia de seguimiento del estudio o la fecha de exitus del paciente.

Tiempo libre de enfermedad (meses): Periodo de tiempo comprendi-
do entre la fecha en la que se lleva a cabo el tratamiento quirdrgico sobre el CHC
y la fecha en la que se produce la recidiva. En aquellos pacientes en los que no se
produce recidiva, la fecha limite sera la del Ultimo dia de seguimiento del estudio.
En los pacientes que fallecen sin recidiva, la fecha limite sera la fecha de exitus.

Presencia de recidiva tumoral del paciente (Si/No): El diagndstico de
recidiva se realiza por la presencia de imagen sospechosa en las pruebas de ima-
gen (ecografia, TC torax, TC abdominal, RM de abdomen, gammagrafia ésea, etc.)
no precisando, generalmente, de confirmacion histolégica mediante biopsia.

Valor de AFP en el momento de la recidiva (ng/ml).

Tratamiento realizado ante la recidiva tumoral: Se describen los trata-
Mmientos realizados tras la evidencia de recidiva tumoral.

o Sorafenib (Si/No)

o Ablacién (Si/No)

o Radioembolizacién (Si/No)
o QETA (Si/No)

o Trasplante hepatico (Si/No)
o Reseccién quirdrgica (Si/No)
o Otros tratamientos (Si/No)
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4.3.2.5. Resultados anatomopatoldégicos del tumor
En este apartado se recogen los datos correspondientes al analisis histo-

patologico del tumor en el caso de que se haya hecho una extirpacion del mismo,
bien mediante reseccion o TH.

Presencia de cirrosis hepatica (Si/No)

Numero de nédulos en la pieza quirurgica

Tamano del nédulo mayor en la pieza quirurgica (mm)

Grado de diferenciacién tumoral: Variable que hace referencia al gra-

do de diferenciacion histolégica del tumor segun el sistema de Edmonson y Stei-
ner [162].

o Gl bien diferenciado

o G2 moderadamente diferenciado
o G3 pobremente diferenciado

o G4 indiferenciado

Invasién vascular del tumor (Si/No)
Invasiéon perineural del tumor (Si/No)

Presencia de satelitosis (Si/No)

Estadificacion TNM segun la 82 edicion (Tabla 6) [163].



Tabla 6: 87 edicion Sisterna de estratificacion de AJCC para el CHCv

Tumor primario (T) Ganglios linfaticos regionales Metdéstasis a distancia

(N) (M)

Tla Tumor solitario <2 cm con/sin Nx No se pueden evaluar los MO Sin metéstasis a

invasién vascular ganglios linfaticos regionales distancia
Tib Tumor solitario >2 cm sin invasiéon NO Sin metastasis en ganglios M1 Metastasis a

vascular linfaticos regionales distancia
T2 Tumor solitario >2 cm con invasiéon N1 Metdastasis en ganglios

vascular o tumores multifocales, linfaticos regionales

ninguno > 5cm

T3 Tumores multifocales, al menos uno
de ellos > 5cm

T4 Tumor Unico o tumores multifocales
de cualguier tamano que afecte a
una rama principal de la vena porta o
a una vena suprahepdtica o tumor/es
con invasién directa de drganos
adyacentes, diferentes a la vesicula

biliar, o con perforacién del peritoneo

visceral
1A Tla NO MO
1B Tb NO MO
11 T2 NO MO
1A T3 NO MO
1B T4 NO MO
IVA Cualquier T N1 MO
VB Cualquier T Cualquier N M1

4.3.2.6. Resultados biomoleculares del tumor y del tejido no
tumoral

En este apartado se recogen los datos procedentes del analisis de los ni-
veles proteicos del tejido del CHC y del tejido no tumoral.

AhR (Sobreexpresado/Reprimido/No varia)
Beta-catenina (Sobreexpresado/Reprimida/No varia)
YAP (Sobreexpresado/Reprimido/No varia)

TAZ (Sobreexpresado/Reprimido/No varia)
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4.4, EXTRACCION, CONSERVACION Y
ANALISIS DE MUESTRAS BIOLOGICAS

4.4.1. Extraccion de muestras bioldgicas

Durante el acto operatorio se llevo a cabo la extraccion de muestras bio-
l6gicas. Una vez resecada la pieza quirdrgica, con la ayuda de una hoja de bisturi,
se tomo una muestra de aproximadamente 1 cc de tejido tumoral y 1 cc de tejido
no tumoral y se sumergieron de forma independiente en 5 ml de RNA /ater®! de-
positado en recipiente para muestras con tapon de rosca de poliestireno, EURO-
TUBO DELTALAB® de 30 ml (Imagen 1y 2).

Figura 8: Material utilizado para la recogida de muestras biologicas. Recipientes de poliesterino con RNAlater
v hoja de bisturi n°36

En el caso de que el procedimiento quirudrgico que se llevase a cabo fue-
se un tratamiento ablativo, antes de realizar dicha técnica, se procedia a la toma
de las muestras mediante el mismo procedimiento anteriormente descrito, pero
en lugar de sobre |la pieza quirdrgica, in situ en el paciente.

1 Reactivo de estabilizacion del ARN, conservacién a temperatura ambiente (15-200C). Proveedor QIA-
GEN.



Figura 9: Secuencia de extraccion de muestras biologicas de la pieza quirdrgica

1. Pileza quirdrgica con lesion, 2. Reseccion muestra de tejido no tumoral, 3. Muestra de 1 cc de tejido no tumoral,
4. Conservacion muestra no tumoral en recipiente RNA later, 5. Reseccion muestra de tejido tumoral, 6. Muestra
de lcc de tejido tumoral, 7. Conservacion muestra tumoral en recipiente RNA later, 8. Recipientes con muestras
bioldgicas y pieza quirdrgica.

4.4.2. Conservaciéon de muestras biolégicas

Tras la extraccion de las muestras de tejido, los recipientes de poliestire-
NO se conservaron a una temperatura de 4°C en el depdsito de material biolégico
del hospital denominado Biobanco. En caso de que la extraccion se realizara du-
rante el fin de semana, las muestras permanecieron igualmente a una tempera-
tura de 4°C en el refrigerador localizado en el area de quiréfano hasta poder ser
trasladadas al Biobanco.

Una vez en el Biobanco, el tejido humano se extrae del recipiente donde
se encontraba sumergido en el reactivo de estabilizacion del RNA, y mediante hoja
de bisturi, se fracciond en secciones de 0.2 g y se depositd en criotubos con tapon
de rosca codificados de polipropileno astiK's® de 1.8 ml. A continuacién, fueron
numeradosy almacenados a -80°C hasta la preparacion de los extractos proteicos.

Figura 10: Material utilizado para la conservacion de muestras biologicas

1. Recipiente donde se depositan los criotubos ya con las muestras seccionadas para ser almacenados a -800C;
2. Hoja de bisturl para fraccionar las muestras n°36; 3 Gradilla con criotubos codificados donde se depositaran
las muestras seccionadas,; 4. Balanza
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4.4.3. Andlisis de niveles proteicos mediante immunobloting
(Western-blotting)

4.4.3.1. Preparacion de los extractos proteicos

La preparacion de los extractos proteicos se llevo a cabo en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Cancer, Institutos Universitarios de Investigacion de la
Universidad de Extremadura que se localiza a 1.0 km del Hospital Universitario de
Badajoz. El transporte de las muestras se realizé en un contenedor de poliestireno
expandido en el que se sumergieron los criotubos en hielo seco, manteniendo asi
el estado de congelacion de las muestras.

Para la preparacion de los extractos proteicos, se tomaron |los criotubos
donde teniamos depositado de forma independiente el tejido de los hepatocar-
cinomas humanos asi como el tejido no tumoral. El tejido congelado se disgre-
go mecanicamente utilizando un mortero y posteriormente un homogeneizador
eléctrico. El homogeneizado resultante se lavd dos veces con tampdn fosfato sa-
lino (PBS) frio, centrifugandose a 2000 x g durante 2 minutos. A continuacion, el
pellet de tejido se resuspendid en 400 ul de tampon de lisis? durante 40 minutos
a 4°C con agitacion constante y posteriormente se centrifugé durante 10 minutos
a 14.000 x g y 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes con los extractos proteicos y
se almacenaron congelados a -20°C hasta su uso.

4.4.3.2. Medida de la concentracion de proteina

La concentracion de proteina de los extractos celulares se determind me-
diante el método colorimétrico de Bradford, utilizando el reactivo Coomassie plus
protein assay reagent (Pierce)y albumina de suero bovino (BSA) como estandar.
Tras desarrollar la reaccion colorimétrica, se midid la absorbancia de las muestras
a una longitud de onda de 595 nm en el lector PlateReader AF2200 (Eppendorf).
Los valores obtenidos se interpolaron en una recta patréon construida con cantida-
des conocidas de BSA.

4.4.3.3. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y transferencia a membranas de nitrocelulosa

Para la realizacion de electroforesis de proteinas en geles desnaturalizan-
tes de poliacrilamida se ha utilizado el sistema de tampdn discontinuo descrito
por Laemmli [164]. Alicuotas conteniendo 30 g de los correspondientes extractos
proteicos se mezclaron con el volumen adecuado de tampdn de carga para pro-

2 Tampén de lisis para extractos proteicos totales: Tris-HC| 50 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, sa-
carosa 270 mM, g-glicerol-fosfato 10 mM, pirofosfato sédico 5 mM, fluoruro sédico 50 mM, Tritdn X-100
1%, ortovanadato sédico 0.1 mM, g-mercaptoetanol 1%, inhibidor de proteasas COMPLETE 4 pg/ul-



teinas®y se desnaturalizaron por incubacion a 95°C durante 5 minutos. Las protei-
nas se separaron en funciéon de su peso molecular sometiéndolas a electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes por la presencia del
detergente idnico dodecil sulfato de sodio (SDS) (SDS-PAGE?#). Se emplearon geles
de poliacrilamida a concentraciones finales del 7.5% y 8%, dependiendo del peso
molecular de |la proteina en estudio.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas presentes en el gel fue-
ron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories) mediante
la aplicacion de un campo eléctrico en una cubeta conteniendo una solucién de
transferencia de composicion idnica definida®. La transferencia se realizd a 4°C
durante 3 horas a 300 mA/h. Después de la transferencia, las membranas fueron
tenidas con el colorante reversible Ponceau S°, el cual permite comprobar la efica-
cia del proceso, asi como la homogeneidad de carga para las diferentes muestras.
Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas durante 1 hora a temperatura
ambiente en solucién de bloqueo para Western blot” sin detergente e incubadas
con el correspondiente anticuerpo primario empleando la dilucién y las condicio-
nes indicadas en el Anexo I: Tabla de Anticuerpos Primarios. Tras 4 lavados de 10
Mminutos cada uno en TBS-T? las membranas se hibridaron durante 45 minutos
a temperatura ambiente con el correspondiente anticuerpo secundario fluores-
cente empleando la dilucion y las condiciones indicadas en el Anexo II: Tabla de
Anticuerpos Secundarios. A continuacion, las membranas fueron sometidas a 5
lavados adicionales de 10 minutos cada uno en TBS-T y a un lavado final de 5 mi-
nutos en TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM). Las membranas se revelaron
utilizando el sistema de adquisicion de imagenes para Western Blot basado en
la Fluorescencia del Infrarrojo Cercano (NIR) Odyssey CLx (LI-COR Biosciences).
Finalmente, las membranas fueron escaneadas para su analisis por densiometria
de fluorescencia mediante el software Image Studio 5.0.

3 5 x tampdn de carga para proteinas: Tris-HC| 62.2 mM pH 6.8, SDS 10% (p/v), glicerol 50% (v/v), azul de bro-
mofenol 0.025% (p/v), B-ME 20% (V/v)

* Tampédn de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% (p/V)

> Tampén de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (V/v)

® Ponceau S: Ponceau S 0.5% (p/v), acido acético 5% (VAV)

7 Solucién de bloqueo para Western blot: leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en TBS
8 TBS-T: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2% (V/V)
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4.5. METODOS ESTADISTICOS

La recogida de datos fue procesada por un sistema informatico de datos
clinicos prefijado y validado (SSPS).

4.5.1. Andlisis estadistico de los datos

Las variables cuantitativas se han descrito con medidas de centralizacion
y de dispersion, por la media y la desviacion estandar si siguen una distribucion
normal o por la mediana y el rango intercuartilico si no tienen una distribucion
normal tras la aplicacion de pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Sha-
piro Wilk.

Las variables categdricas, se representan mediante su frecuencia en cada
categoria y el porcentaje con respecto al total.

La distribucion Chi-cuadrado o el test de Student se utilizaron para com-
parar variables categodricas o continuas, respectivamente. Se utilizo el test ANOVA
para comparacion de medias entre variables cuantitativas y categodricas de mas
de dos categorias. En el caso de que la distribucion no fuese homogénea tras la
aplicacion del test de Levene, se utilizdo una prueba no parameétrica para el calculo
del p-valor.

Para el calculo de la supervivencia soélo se tuvieron en cuenta aquellos
pacientes que presentaban como minimo un periodo de seguimiento superior a
6 meses. La supervivencia de los pacientes se determind mediante las curvas de
Kaplan-Meier y se compararon mediante la prueba de Log-Rank. Los factores que
presentaron durante el analisis univariante una significacion estadistica con un ni-
vel de p< 0.2 se introdujeron en el analisis multivariante de riesgos proporcionales
de Cox. En los analisis multivariantes, un valor de p< 0.05 se considero evidencia
estadisticamente significativa independiente.

La curva ROC (Receiver Operating Characteristic) se realizé con el indice
de Youden [maximo (sensibilidad + especificidad - 1)] para calcular el punto de
corte optimo para INL.

Todos los célculos estadisticos se realizaron con el software IBM SPSS
Statistics 21.0.
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5.1. ANALISIS DESCRIPTIVO GENERAL
DE LA POBLACION EN ESTUDIO

5.1.1. Estudio de variables clinico- epidemiolégicas preoperatorias

Entre enero de 2015y marzo de 2021 se han recogido un total de 81 mues-
tras, de las cuales cumplen criterios de inclusion 48 muestras (Figura 11), que co-
rresponden a 48 pacientes intervenidos en el Servicio de Cirugia Hepatobiliopan-
creatica y Trasplante Hepatico del Complejo Hospitalario de Badajoz.

81 Muestras

4 Tejido sano
5 Tejido cirrotico
7 Tejido sano en higado patolégico no CHC
2 Tejido no tumoral cirrético en paciente con CHC
1 Tejido tumoral en paciente con CHC

62
Muestras con
sospecha CHC
[SEIEEGES

2 Colangiocarcinoma
6 CHC + Colangiocarcinoma
3 Tejido cirrético
1 Adenoma
1 Hamartoma

49
Muestras CHC
pareadas

1 Muestra perdida

48
Muestras
finales

Figura 11: Diagrama de flujo del estudio

La muestra se dividié en pacientes con diagnostico de CHC sobre higado
cirrético (T/NTC) correspondiendo a 31 pacientes (64.6%) y pacientes con diagndsti-
co de CHC sobre higado no cirrético (T/NT) correspondiendo a 17 pacientes (35.4%).

La edad media de los pacientes de la muestra fue de 67.29 + 794 anos.

En cuanto a la distribuciéon por sexo, la poblacion a estudio esta formada por 41
hombres (85.4%) y 7 mujeres (14.6%) (Figura 12).
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Distribuciéon por Sexos

s Hombre = Mujer

41, 85,4%

Figura 12: Distribucion por sexos de los pacientes del estudio

Con respecto a las serologias virales de los pacientes presentaron: infec-
cion por VHC 18 pacientes (37.5%), encontrandose activa en el momento de la in-
tervencion quirdrgica en 9 pacientes (50%); infeccion por VHB 8 pacientes (16.7%),
siendo activa en 1 paciente (10%); infeccion por VIH en 1 paciente (2.1%) encontran-
dose con carga viral activa en el momento de la cirugia (Figura 13).

Serologia Virica

mInfeccién Activa  mInfeccion No Activa

1 1

VHC VHB VIH

Figura 13 Serologia virica presente en los pacientes del estudio

En cuanto a los valores analiticos, los pacientes presentaron un valor de
AFP de mediana 7.7 ng/ml [3-30.11], un INL de mediana 2.12 [1.64-2.58], un IPL de
media 94.52 + 4759, IIS de mediana 305271.55 [206000-492710.194].

En cuanto al calculo del MELD presentd una mediana de 8 [7- 9].

Los pacientes que recibieron tratamiento de las lesiones previo a la inter-
vencion quirdrgica fueron 5 (10.4%), todos ellos tratados con QETA.
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5.1.2. Estudio de variables operatorias y postoperatorias

La RH fue el tratamiento quirdrgico realizado con mayor frecuencia, em-
pleado en 26 pacientes (54.2%) y combinandose con técnicas de ablacion en 4
pacientes (8.3%). El segundo procedimiento quirdrgico en frecuencia fue el TH
ortotdpico realizado en 14 pacientes (29.2%), seguido de procedimientos ablativos
unicamente en 4 de ellos (8.3%) y procedimientos combinados de ablacion y re-
seccion en 4 pacientes (8.3%) (Figura 14).

Tipo de Tratamiento Quirdrgico

= Reseccién Trasplante = Ablacion Reseccion + Ablacion

Figura 14: Tipo de tratamiento quirtrgico

De los 30 pacientes a los que se les realizo reseccion hepatica, 19 (63.3%)
fueron hepatectomias menores, hepatectomias mayores tuvieron lugar en 6 casos
(20%) y reseccion unicamente de la lesion se realizé en 5 casos (16.7%) (Figura 15).

Tipo de Reseccidon Quirdrgica

= Hepatectomia menor = Hepatectomia mayor = Reseccidn local

19; 63,3%

Figura 15: Tipo de reseccion quirargica

En cuanto a la necesidad de transfusiones durante la cirugia, se requirio
la transfusion de hemoderivados en 9 pacientes (18.8%), siendo el producto trans-
fundido con mas frecuencia el concentrado de hematies con una media de 2.67
concentrados + 1.5 (Figura 16).



Transfusiones Hemoderivados

Hematies Plaquetas Plasma

Figura 16: Pacientes que han precisado transfusion de hemoderivados

En relacion a la evolucion postoperatoria de los pacientes, estos presen-
taron una mediana en el tiempo de hospitalizacion de 7.5 dias [5-15.75]. Se presen-
taron complicaciones postquirdrgicas 27 pacientes (56.3%), correspondiéndose
con complicaciones mayores, aquellas con un Clavien- Dindo mayor o igual a llla,
con 9 pacientes (33.4%) (Figura 17).

Complicaciones Postquirdrgicas

10
2 2
I Il IVa Vb

llla b

Figura 17: Tipo de complicaciones postquirdrgicas (Clasificacion Clavien- Dindo)

5.1.2.1. Estudio de variables anatomopatoldgicas

En relacion con las caracteristicas tumorales, los pacientes presentaron
un Numero de ndédulos de mediana 1 [1-2], un tamano del nédulo mayor de me-
diana 30 mm [22-54.5] y una suma de tamanos de los nédulos de mediana 45 mm
[28-70].
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El grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepatocarcino-
mas resecados de nuestro estudio fueron: bien diferenciado 1 paciente (2.3%), mo-
deradamente diferenciado 26 pacientes (59.1%), pobremente diferenciado 13 pa-
cientes (29.5%) e indiferenciado 4 pacientes (9.1%) (Figura 18).

Grado de Diferenciaciéon Tumoral

Gl mGC2 mC3 n G4

1,2,3%

26; 59,1%

Figura 18: Grado de diferenciacion tumoral de los hepatocarcinomas resecados

Gl bien diferenciado, G2, moderadamente diferenciado; G3, pobremente diferenciado; G4, indife-
renciado.

Basandonos en la 87 edicion del sistema de estadificacion TNM, los hepa-
tocarcinomas resecados presentaron la siguiente clasificacion en relacion a T: Tla
7 pacientes (15.9%), T1b 10 pacientes (22.7%), T2 22 pacientes (50%), T3 5 pacientes
(11.4%).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados se eviden-
cid Unicamente en 1 paciente (2.3%). En el caso de la presencia de invasion vascular
fue descrita en 23 pacientes (52.3%) (Figura 19). La invasion perineural no fue des-
crita en ningun caso.



Invasién Vascular

uSi =mNo

Figura 19: Invasion vascular en los hepatocarcinomas resecados

5.1.3. Estudio de variables de seguimiento

El tiempo medio de seguimiento de los pacientes fue de 26.90 + 20.40
meses. Durante el seguimiento de los mismos, presentaron recidiva tumoral 13
pacientes (27.1%), con un valor medio de SLE de 42.63 meses [IC 95% 33.89-51.37]
(Figura 20). El valor de la AFP en el momento de la recidiva fue de mediana 3.37
ng/ml [1.92-232.25].

Supervivencia Libre de Enfermedad
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Figura 20: Curva Kaplan- Mejer de la SLE de los pacientes del estudio
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Enrelacion a la localizacion de la recidiva, 8 pacientes (61.5%) presentaron
unicamente recidiva a nivel hepatico, 2 pacientes presentaron aparte de la reci-
diva hepatica recidiva a nivel pulmonar (1 paciente, 7.7%) y a nivel 6seo (1 pacien-
te, 7.7%). Por ultimo, 3 pacientes presentaron recidiva extrahepatica. A nivel de la
pared abdominal 2 pacientes (15.4%), y de forma combinada a nivel de pulmoény
pared abdominal 1 paciente (7.7%) (Figura 21).

Localizacién Recidiva Tumoral

= Higado = Pared abdominal = Higadoy pulmdén = Pulmény pared abdominal = Higado y 6seo

8, 61,5%

Figura 21: Localizacion de |la recidiva tumoral

La recidiva hepatica fue tratada en 9 pacientes (90%) de los 10 pacientes
afectos. El tratamiento empleado con mas frecuencia fue la QETA, que se utilizd
en 4 pacientes (44.4%). El tratamiento sistémico con Sorafenib se empled en 2 pa-
cientes (22.2%). En 1 paciente (11.1%) el tratamiento sistémico (inicialmente Sorafe-
nib y posteriormente Regorafenib) se combind con radioembolizacién. En cuanto
a los tratamientos quirdrgicos, la reseccion quirdrgica se llevé a cabo en 1 paciente
(11.1%) y se empled técnica de ablacion en otro caso (11.1%) (Figura 22).

Tratamiento Recidiva Hepatica

= Resesccidn quirdrgica

Ablacién

= QETA

= Tratamiento sistémico

= Radioembolizacién + Tto
sistémico

Figura 22 Tratamiento empleado en los casos con recidiva hepdatica
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Durante el seguimiento, 5 pacientes (10.4%) presentaron tumores de
Nnovo; de estos, 2 pacientes (40%) habian sido intervenidos previamente mediante
reseccion quirurgicay 3 de ellos (60%) habian recibido TH ortotdpico. Los tumores
de novo, en aquellos pacientes tratados previamente mediante reseccion quirdr-
gica, fueron: carcinoma de células claras renales en uno de ellos y adenocarcino-
ma de colon ascendente con metastasis hepaticas y uterinas en el otro. En el caso
de los pacientes a los que se les realizd TH ortotopico los tumores de novo que se
presentaron fueron: adenocarcinoma de prostata, carcinoma epidermoide orofa-
ringeo y teratoma con endometrioma asociado de Utero.

La SG media de los pacientes de nuestro estudio fue de 51.30 meses [IC
95% 44.46-58.13].

Supervivencia Global

) I"1Funcién de supervivencia
1.0 " L —f— Censurado

0,8

0.6

0,4

Supervivencia Acumulada
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0,0

0 12 24 36 48 60 72

Tiempo Supervivencia Global (meses)

Figura 23: Curva Kaplan- Mejer de la SG de los pacientes del estudio

5.1.4. Estudio de variables moleculares

A continuacion, describiremos la expresion general de los marcadores
moleculares analizados en nuestro estudio: receptor AhR, g-catenina y los efecto-
res de la ruta Hippo YAP y TAZ (Figura 24, Tabla 7).

AhR se encontrd sobreexpresado en 31 (64.6%) de los hepatocarcinomas
analizados, reprimido en 15 casos (31.3%) y no se identifico variacion significativa
en 2 casos (4.2%).
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g-catenina se sobreexpresod en 22 (45.8%) de los hepatocarcinomas es-
tudiados, estuvo reprimido en 23 casos (47.9%) y no se identifico variacion signifi-
cativa en 3 casos (6.3%).

YAP se sobreexpresd en 27 casos (56.3%), se encuentrd reprimido en 16
casos (33.3%), no existiendo variacion significativa en 5 casos (10.4%).

TAZ se encuentrd sobreexpresado en 12 de los hepatocarcinomas ana-
lizados (25%), su expresion estuvo reprimida en 31 casos (64.6%) mientras que no
vario en 5 casos (10.4%).

Expresién Molecular

m Sobreexpresado  mReprimido No varia

15
23 16
31
31 27
22
12
AhR YAP TAZ

Beta- catenina

Figura 24: Expresion de los marcadores moleculares en los hepatocarcinomas del estudio

Tabla 7: Expresion de los marcadores moleculares en los hepatocarcinomas del estudio

AhR Beta-catenina YAP TAZ
Sobreexpresado 31 (64.6%) 22 (45.8%) 27 (56.3%) 12 (25%)
Reprimido 15 (31.3%) 23 (47.9%) 16 (33.3%) 31 (64.6%)

No varia 2 (4.2%) 3 (6.3%) 5(10.4%) | 5 (10.4%)
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5.2. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION DE
LA SOBREEXPRESION MOLECULAR DE AHR

Para realizar el analisis comparativo en funciéon de la sobreexpresion mo-
lecular se han realizado dos grupos. Por un lado, agquellos que sobreexpresen los
marcadores moleculares AhR, g-catenina, YAP o TAZ y, por otro lado, aquellos que
repriman o que no varien la expresion de los marcadores anteriormente mencio-
nados.

5.2.1. Estudio de variables clinico- epidemiolégicas preoperato-
rias

La edad de los pacientes que presentaron sobreexpresion de AhR (S-AhR)
y los que no presentaron sobreexpresion de este receptor (NS-AhR) fue similar:
65.59 + 750 anosen el grupo S-AhRy 68.16 + 8.34 anos en el grupo NS-AhR (p=0.35]1).

En cuanto a la distribuciéon por sexos, el grupo S-AhR presentd 25 hom-
bres (80.6%) y 6 mujeres (19.4%), en comparacion con el grupo NS-AhR en que se
incluyeron 16 hombres (94.1%) y 1 mujer (5.9%) (p=0.396).

Con respecto a la infeccion virica previa al tratamiento quirdrgico, esta
estuvo presente en el grupo S-AhR en 19 pacientes (61.3%) y en el grupo NS-AhR
en 5 pacientes (29.4%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p=0.035). La infeccion virica estuvo activa en el momento de la intervencion qui-
rdargica en 9 pacientes (29%) del grupo S-AhR y en 2 pacientes (11.8%) del grupo
NS-AhR (p=0.284).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo S-AhR en 20 pacientes
(66.7%) y en el grupo NS-AhR en 9 pacientes (56.3%) (p=0.486).

Tabla 8: Variables clinico- epidemiologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de AhR
Factores S- AhR NS- AhR P
Edad (mediaz DS)
65.59 + 7.50 68.16 + 8.34 0.351
Sexo
Hombre [n (%)] 25(80.6%) 16 (94.1%) 0.396
Mujer [n (%)] 6 (19.4%) 1(5.9%)

Infeccién virica [n (%)]
19 (61.3%) 5 (29.4%) 0.035

Infeccién virica activa [n (%)]

9 (29%) 2 (11.8%) 0.284
Cirrosis [n (%)]
20 (66.7%) 9 (56.3%) 0.486
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En relacion a los valores analiticos, el grupo S-AhR presentd un valor de
AFP de mediana 8.78 ng/ml [3.625-36.42] frente a 3.5 ng/ml [2-22.97] del grupo NS-
AhR (p=0.743); un INL de mediana 1.95 [1.48-2.38] en el grupo S-AhR, teniendo en
el grupo NS-AhR un valor de media 2.55 * 0.83 (p=0.144); un IPL de media 85.46 *
36.14 en el grupo S-AhR con respecto a 99.37 [82.05-120] en el grupo NS-AhR (p=
0.053); y, por ultimo, un IIS de mediana 291030.37 [160634.61-484290.64] en el gru-
po S-AhR y de media 394375. 77 + 260033.32 en el grupo NS-AhR (p=0.206).

Tabla 9: \valores analiticos relacionados con la sobreexpresion molecular de AR
S- AhR NS- AhR p
AFP (mediana [P25- P75])
8.78 [3.625- 36.42] 3.5[2-22.97] 0.743
INL (mediana [P25- P75], mediat DS)
1.95 [1.48- 2.38] 255+0.83 0.144
IPL (media DS, mediana [P25- P75])
85.46 + 36.14 99.37 [82.05- 120] 0.053
IS (mediana [P25- P75], mediax DS)
291030.37 [160634.61- 484290.64] = 394375.77 + 260033.32 0.206

Se realizé tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia en 2 pa-
cientes (6.5%) del grupo S-AhR Yy en 3 pacientes (17.6%) del grupo NS-AhR (p=0.331).

5.2.2. Estudio de variables anatomopatolégicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, los pacientes del grupo S-AhR
presentaron el mismo numero de nddulos 1 [1-2] con respecto a los pacientes del
grupo NS-AhR (p=0.458).

Con respecto al tamano del nédulo mayor, el grupo S-AhR presentaba
una mediana de 30 mm [21.25-54], muy similar al tamaho correspondiente al gru-
po NS-AhR con una mediana de 33.50 mm [22.75-65.25] (p= 0.214). Asi mismo, la
suma de tamanos de los nddulos en el grupo S-AhR presentd una media de 49.96
mm * 30.12, similar a la suma de tamanos de los nédulos del grupo NS-AhR, de
mediana 44.50 [24-72] (p=0.413).

Con respecto al grado de diferenciacion tumoral que presentaron los he-
patocarcinomas resecados, en el grupo S-AhR fueron: bien diferenciado 1 paciente
(3.4%), moderadamente diferenciado 13 pacientes (44.8%), pobremente diferen-
ciado 11 pacientes (37.9%) e indiferenciado 4 pacientes (13.8%). En el grupo NS-AhR,
el grado de diferenciacion se distribuyd de la siguiente manera: moderadamente
diferenciado 13 pacientes (86.7%) y pobremente diferenciado 2 pacientes (13.3%).



Las diferencias objetivadas entre ambos grupos en el analisis univariante fueron
estadisticamente significativas (p=0.048).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados en el gru-
po NS-AhR se evidencié Unicamente en 1 paciente (6.7%), a diferencia del grupo
S-AhR donde no se objetivo presencia de satelitosis en ningun paciente (p=0.341).

La presencia de invasion vascular fue descrita en 14 pacientes (48.3%) en
el grupo S-AhR y en 9 pacientes (60%) en el grupo NS-AhR (p=0.460).
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Tabla 10: Variables anatomopatologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de AhR.

kA Ao A TEA AN AT F e
Grado de diferenciacion tumor

Factores S- AhR NS- AhR p
NuUmero de nédulos (mediana [P25- P75])
10-2] 10-2] 0.458

Tamano nédulo mayor (mediana [P25- P75])

30 [21.25- 54] 33.50 [22.75- 0.214
65.25]
Suma de tamanos de los nédulos (mediat DS, mediana [P25-
P75])
4996 + 30.12 4450 [24-72] 0.053

Grado de diferenciacién tumoral*

G1[n (%)] 1(3.4%) 0 (0%) 0.048
G2 [n (%)] 13 (44.8%) 13 (86.7%)
G3 [n (%)] 11 (37.9%) 2 (13.3%)
G4 [n (%)] 4 (13.8%) 0 (0%)
Satelitosis [n (%)]
0 (0%) 1(6.7%) 0.341

Invasién vascular [n (%)]
14 (48.3%) 9 (60%) 0.460

5.2.3. Anélisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos
y anatomopatoldgicos que influyen en la sobreexpresion molecular
de AhR

Para realizar el analisis multivariante hemos incluido todas las variables
qgue tras el analisis univariante han presentado p<0.2, estas han sido: antecedentes
de infeccion virica previa, el INL, el IPLy el grado de diferenciacion tumoral (cate-
goria de referencia: bien diferenciado). Tras el analisis multivariante, el Unico factor
restante es el grado de diferenciacion tumoral; no obstante, con un resultado no
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estadisticamente significativo (p=0.272).

Ante este resultado, procedimos a recodificar la variable “grado de di-
ferenciacion tumoral” en dos categorias combinadas: bien/moderadamente dife-
renciado y pobremente/indiferenciado. La recodificacion de esta variable con res-
pecto al grupo S-AhR produjo los siguientes resultados: 14 pacientes (48.3%) bien/
moderadamente diferenciado y 15 pacientes (51.7%) pobremente/indiferenciado.
En el grupo NS-AhR esta nueva variable se distribuyod de la siguiente manera: 13
pacientes (86.7%) bien/moderadamente diferenciado y 2 pacientes (13.3%) pobre-
mente/indiferenciado. Las diferencias evidenciadas en estos dos grupos fueron
ahora estadisticamente significativas (p=0.013).

Tabla 11: ariable grado de diferenciacion combinada en relacion con la sobreexpresion molecular de AhR

*Crado de diferenciacion tumoral: G, bien diferenciado; G2, moderadamente diferenciado, G3, pobremente
diferenciado; G4, indiferenciado.

Factores S- AhR NS- AhR p
Grado de diferenciacion tumoral*
Gl + G2 [n (%)] 14 (48.3%) 13 (86.7%) 0.013
G3 + G4 [n (%)] 15 (51.7%) 2 (13.3%)

Tras obtener estos resultados, procedimos a realizar nuevamente el ana-
lisis multivariante incluyendo las variables anteriormente mencionadas (antece-
dentes de infeccidn virica previa, el INL y el IPL) asi como esta nueva variable re-
codificada (categoria de referencia: bien/moderadamente diferenciado). Tras este
nuevo analisis multivariante, el Unico factor restante es el grado de diferenciacion
tumoral, el cual presentd un resultado estadisticamente significativo (p=0.022; HR
6.964, IC 95% 1.328-36.529). Es decir, el riesgo de presentar un grado de diferen-
ciacion tumoral pobremente/indiferenciado en los pacientes con sobreexpresion
molecular de AhR con es de 6.964 veces con respecto a los que presentan un gra-
do de diferenciacion bien/moderadamente diferenciado.



5.3. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION
DE LA SOBREEXPRESION MOLECULAR DE

B-CATENINA

5.3.1. Estudio de variables clinico-epidemioldgicas preoperatorias

La edad de los pacientes que presentaron sobreexpresion de p-catenina
(S-gc) y de los que no presentaron sobreexpresion de este marcador (NS-gc) fue
similar, 66.89 + 8.33 anos en el grupo S-pc y 66.27 + 760 anos en el grupo NS-gc
(p=0.341).

En cuanto a la distribucion por sexos, el grupo S-gc presentd 18 hombres
(81.8%) y 4 mujeres (18.2%), en comparacion con el grupo NS-gc que contod con 23
hombres (88.5%) y 3 mujeres (11.5%) (p=0.687).

Tabla 12: variables clinico- epidemiologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de g- catenina
Factores S- Bc NS- Bc P
Edad (mediat DS)
66.89 + 8.33 66.27 +7.60 0.341
Sexo
Hombre [n (%)] 18 (81.8%) 23 (88.5%) 0.687
Mujer [n (%)] 4 (18.2%) 3 (11.5%)

Infeccién virica [n (%)]
13 (59.1%) 1N (42.3%) 0.247

Infeccion virica activa [n (%)]

8 (36.4%) 3 (11.5%) 0.041
Cirrosis [n (%)]
12 (57.1%) 17 (68%) 0.477

Con respecto a la infeccion virica previa al tratamiento quirdrgico, esta
estuvo presente en el grupo S-gc en 13 pacientes (59.1%) y en el grupo NS-gc en
11 pacientes (42.3%) (p=0.247). La infeccion virica estuvo activa en el momento de
la intervencidn quirdrgica en 8 pacientes (36.4%) del grupo S-gc y en 3 pacientes
(11.5%) del grupo NS-gc, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p=0.041).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo S-gc en 12 pacientes
(571%) y en el grupo NS-gc en 17 pacientes (68%) (p=0.477).
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En relacion a los valores analiticos, el grupo S-gc presentd un valor de AFP
de mediana 10.95 ng/ml [4.37-49.42] frente a 4.85 ng/ml [2-16.66] del grupo NS-gc
(p=0.251); un INL de media 1.84 + 0.55 en el grupo S-gc, siendo en el grupo NS-pgc de
2.66 *1.28 (p=0.019); un IPL de media 99.58 + 56.09 en el grupo S-gc, con respecto a
89.73 + 40.93 en el grupo NS-gc (p=0.454); y, por ultimo, un IS de media 350499.85 *
254064.72 en el grupo S-pcy de 366538.03 + 233042.28 en el grupo NS-gc (p=0.984).

Tabla 13: \Valores analiticos relacionadas con la sobreexpresion molecular de g- catenina

AFP (mediana [P25- P75])

10.95 [4.37- 49.42] 4.85 [2- 16.66] 0.251
INL (mediat DS)

1.84+0.55 2.66+1.28 0.019
IPL (mediat DS)

99.58 + 56.09 89.73 +40.93 0.454
1IS (mediat DS)

350499.85 + 254064.72 366538.03 + 233042.28 0.984

Unicamente se realizé tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la
cirugia en 5 pacientes (19.2%) del grupo NS-gc, no recibiendo tratamiento los pa-
cientes del grupo S-gc (p=0.054).

5.3.2. Estudio de variables anatomopatolégicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, los pacientes del grupo S-gc
presentaron el mismo numero de nddulos 1 [1-2] con respecto a los pacientes del
grupo NS-gc (p=0.835).

Con respecto al tamano del noédulo mayor, el grupo S-gc presentd una
mediana de 31.50 mm [20.75-70.50], muy similar al tamano correspondiente al del
grupo NS-gc con una mediana de 30 mm [21.75-41.25] (p=0.167). Asi mismo, la suma
de tamanos de los nddulos en el grupo S-gc presentd una media de 5550 mm
* 35.40, similar a la suma de tamanos de los nédulos del grupo NS-gc de media
48.04 mm * 28.15 (p=0.40).



Tabla 14: \Variobles anatomopatologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de g- catenina.

do de dif¢ 5n tumoral: Gl bien diferenciado; G2, moderadamente diferenciado;, G3, pobremente
diferenciado; >nciado
Factores S- Bc NS- ¢ p
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
1[00-2] 1[1-2] 0.835

Tamano nédulo mayor (mediana [P25- P75])
31.50 [20.75- 70.50] 30 [21.75- 41.25] 0.167
Suma de tamanos de los nédulos (media* DS)
55.50 +35.40 48.04 + 2815 0.40

Grado de diferenciacién tumoral*

Gl1[n (%)] 0 (0%) 1(43%) 0.477
G2 [n (%)] 12 (57.1%) 14 (60.9%)
G3 [n (%)] 8 (38.1%) 5 (21.7%)
G4 [n (%)] 1(4.8%) 3 (13%)
Satelitosis [n (%)]
1 (4.8%) 0 (0%) 0.477

Invasioén vascular [n (%)]
12 (57.1%) 1 (47.8%) 0.537

En cuanto al grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepa-
tocarcinomas resecados en el grupo S-pc fueron: moderadamente diferenciado 12
pacientes (57.1%), pobremente diferenciado 8 pacientes (38.1%) e indiferenciado 1
paciente (4.8%). En el grupo NS-gc, el grado de diferenciacion se distribuyod de la
siguiente manera: bien diferenciado 1 paciente (4.3%), moderadamente diferen-
ciado 14 pacientes (60.9%), pobremente diferenciado 5 pacientes (21.7%) e indife-
renciado 3 pacientes (13%) (p=0.453).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados en el gru-
po S-pC se evidencié Unicamente en 1 paciente (4.8%), a diferencia del grupo NS-gc
donde no se objetivo presencia de satelitosis en ninguno de ellos (p=0.477).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo S-gc en 12 pa-
cientes (57.1%) y en 11 pacientes (47.8%) en el grupo NS-gc (p=0.537).

5.3.3. Anélisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos y
anatomopatoldgicos que influyen en la sobreexpresion molecular de
g-catenina

Para realizar el analisis multivariante hemos incluido todas las variables
que tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido: presen-
tar infeccion virica activa en el momento de la intervencion quirdrgica, el INL, el
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haber recibido tratamiento previo del tumor y el tamano del nédulo mayor. Tras
el analisis multivariante, los factores relacionados de forma independiente con la
sobreexpresion molecular de g-catenina fueron: presentar infeccion virica activa
en el momento de la intervencion quirurgica, el INLy el tamano del nédulo mayor.

El presentar infeccién virica activa en el momento de la intervencidén qui-
rdrgica se relaciono de forma independiente con la sobreexpresion molecular de
g-catenina, siendo el riesgo de presentar dicha sobreexpresion en los pacientes
con infeccion virica activa en el momento de la intervencion quirurgica de 8.069,
con respecto a los que no la presentaron (p=0.024; HR 8.069, IC 95% 1.311-49.663).

El INL se relaciond de forma independiente con la sobreexpresion mole-
cular de g-catenina (p=0.021; HR 0.306, IC 95% 0.112-0.837). Por tanto, los pacientes
con sobreexpresion de este marcador presentaron un menor riesgo de poseer va-
lores mas altos del INL.

El tamano del nédulo mayor se relacioné de forma independiente con
la sobreexpresion molecular de p-catenina (p=0.026; HR 1.032, IC 95% 1.004-1.061).
Consecuentemente, los pacientes con sobreexpresion molecular de g-catenina tu-
vieron un mayor riesgo de desarrollar noédulos tumorales de mayor tamano.



5.4. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION DE
LA SOBREEXPRESION MOLECULAR DE YAP

5.4.1. Estudio de variables clinico-epidemioldgicas preoperatorias

En relacion a la edad de los pacientes, no se objetivaron diferencias entre
los que presentaron sobreexpresion de YAP (S-YAP) y los que no presentaron so-
breexpresion de YAP (NS-YAP), 66.70 + 7.63 anos en el grupo S-YAP y 66 = 8.17 afos
en el grupo NS-YAP (p=0.329).

Con respecto a la distribucion por sexos, el grupo S-YAP presentd 24 hom-
bres (88.9%) y 3 mujeres (11.1%), en comparacion con el grupo NS-YAP que estuvo
formado por 17 hombres (81%) y 4 mujeres (19%) (p=0.683).

Tabla 15: \\ariables clinico- epidemiologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de YAP
Factores S- YAP NS- YAP o)
Edad (mediat DS)
66.70 + 7.63 66 + 817 0.329
Sexo
Hombre [n (%)] 24 (88.9%) 17 (81%) 0.683
Mujer [n (%)] 3 (M.1%) 4 (19%)

Infeccidn virica [n (%)]
15 (55.6%) 9 (42.9%) 0.383

Infeccién virica activa [n (%)]

6 (22.2%) 5 (23.8%) 0.897
Cirrosis [n (%)]
17 (68%) 12 (57.1%) 0.477

La infeccidn virica previa al tratamiento quirdrgico estuvo presente en el
grupo S-YAP en 15 pacientes (55.6%) y en el grupo NS-YAP en 9 pacientes (42.9%)
(p=0.383). La infeccion virica estuvo activa en el momento de la intervencion qui-
rdrgica en 6 pacientes (22.2%) del grupo S-YAP y en 5 pacientes (23.8%) del grupo
NS-YAP (p=0.897). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la distribucion de ambas categorias.

Asi mismo, no se objetivaron diferencias en cuanto a la existencia de ci-
rrosis, la cual estuvo presente en el grupo S-YAP en 17 pacientes (68%) y en el gru-
po NS-YAP en 12 pacientes (57.1%) (p=0.447).
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En relacion a los valores analiticos, el grupo S-YAP presentd un valor de
AFP de mediana 9.9 ng/ml [4-36.18] frente a 3.6 ng/ml [2-33.37] del grupo NS-YAP
(p= 0.456); un INL de mediana 2.08 [1.6-2.48] en el grupo S-YAP, siendo en el grupo
NS-YAP de media 2.36 * 0.88 (p=0.874); un IPL de media 85.93 + 34.96 en el gru-
po S-YAP, en comparacion con el grupo NS-YAP de mediana 93.86 [71.23-115.96]
(p=0.321); y, por ultimo, un IIS de media 339449.12 + 219761.06 en el grupo S-YAP y
de 382459.83 + 262201.17 en el grupo NS-YAP (p=0.685).

Tabla 16: \\alores analiticos relacionadas con la sobreexpresion molecular de YAP

Factores S- YAP NS- YAP p

Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
101-2] 10-2] 0.7

Tamaino nédulo mayor (mediana [P25- P75])
30 [25- 65] 30 [21- 69] 0.543
Suma de tamarnios de los nédulos (mediat DS, mediana [P25-
P75])
4696 + 20.65 44.[21-104] 0.466

Grado de diferenciacién tumoral*

Por otro lado, el tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia
se realizd en 2 pacientes (7.4%) del grupo S-YAP y en 3 pacientes (14.3%) del grupo
NS-YAP (p=0.641).

5.4.2. Estudio de variables anatomopatoldgicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, los pacientes del grupo S-YAP
presentaron el mismo numero de nddulos 1 [1-2] con respecto a los pacientes del
grupo NS-YAP (p=0.7).

En cuanto al tamano del nédulo mayor, el grupo S-YAP presentd una
mediana de 30 mm [25-65], practicamente igual al tamano correspondiente al del
grupo NS-YAP con una mediana de 30 mm [21-69] (p=0.543). Asi mismo, la suma
de tamanos de los nédulos en el grupo S-YAP presentd una media de 46.96 mm *
20.65, en comparacion a con suma de tamanos de los nddulos del grupo NS-YAP
de mediana 44 mm [21-104] (p=0.460).
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Tabla 17: Variables anatomopatologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de YAP

~rAl- 1 hion Aif AN D redere e A o A A O Ao o
oral: Gl bien diferenciado; G2 moderadamente diferenciado; C3, pobremente

Factores S- YAP NS- YAP p
Nidmero de nédulos (mediana [P25- P75])
10-2] 10-2] 0.7

Tamano nédulo mayor (mediana [P25- P75])
30 [25- 65] 30 [21- 69] 0.543
Suma de tamaiios de los nédulos (media+ DS, mediana [P25-
P75])
46.96 + 20.65 44 [21-104] 0.466

Grado de diferenciacion tumoral*

G1[n (%)] 1(4.2%) 0 (0%) 0.898
G2 [n (%)] 15 (62.5%) 11 (55%)
G3 [n (%)] 6 (25%) 7 (35%)
G4 [n (%)] 2 (8.3%) 2 (10%)
Satelitosis [n (%)]
0 (0%) 1(5%) 0.455

Invasion vascular [n (%)]
14 (58.3%) 9 (45%) 0378

Con respecto al grado de diferenciacion tumoral que presentaron los he-
patocarcinomas resecados en el grupo S-YAP fueron: bien diferenciado 1 paciente
(4.2%), moderadamente diferenciado 15 pacientes (62.5%), pobremente diferen-
ciado 6 pacientes (25%) e indiferenciado 2 pacientes (8.3%). En el grupo NS-YAP,
el grado de diferenciacion se distribuyo de la siguiente manera: moderadamente
diferenciado 11 pacientes (55%), pobremente diferenciado 7 pacientes (35%) e indi-
ferenciado 2 pacientes (10%) (p=0.898).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados en el gru-
po NS-YAP se evidencidé unicamente en 1 paciente (5%), a diferencia del grupo

S-YAP donde no se objetivo presencia de satelitosis en ningun paciente (p=0.455).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo S-YAP en 14
pacientes (58.3%) y en 9 pacientes (45%) en el grupo NS-YAP (p=0.378).
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5.4.3. Andlisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos

y anatomopatoldégicos que influyen en la sobreexpresiéon molecular
de YAP

Tras el analisis univariante realizado empleando las variables previamen-
te descritas (Tablas 15-17), no se objetivd en ninguna de ellas un valor de p=<0.2, por
lo que no se ha realizado analisis multivariante. Por tanto, no se objetivan diferen-

cias entre los pacientes con presencia o ausencia de sobreexpresion molecular de
YAP.



5.5. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION DE
LA SOBREEXPRESION MOLECULAR DE TAZ

5.5.1. Estudio de variables clinico-epidemiolégicas preoperatorias

En relacion a la edad de los pacientes, aquellos con sobreexpresion de
TAZ (S-TAZ) presentaron una edad media de 61.99 + 7.20 anos frente a los que no

presentaron sobreexpresion de TAZ (NS-TAZ), cuya edad fue de 67.86 + 7.58 afos
(p=0.143).

Con respecto a la distribucion por sexos, el grupo S-TAZ presentd 10 hom-
bres (83.3%) y 2 mujeres (16.7%), en comparacion con el grupo NS-TAZ en el que se
incluyeron 31 hombres (86.1%) y 5 mujeres (13.9%) (p=1,00).

Tabla 18: Variables clinico- epidemiologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de TAZ

Factores S- YAP NS- YAP p
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
1[01-2] 10-2] 0.7
Tamaino nédulo mayor (mediana [P25- P75])
30 [25- 65] 30 [21- 69] 0.543

Suma de tamafios de los nédulos (mediat DS, mediana [P25-
P75])
46.96 + 20.65 44 [21-104] 0.466

Grado de diferenciacién tumoral*

G1[n (%)] 1(4.2%) 0 (0%) 0.898
G2 [n (%)] 15 (62.5%) 11 (55%)
G3[n (%)] 6 (25%) 7 (35%)
G4 [n (%)] 2 (83%) 2 (10%)
Satelitosis [n (%)]
0 (0%) 1 (5%) 0.455

Invasion vascular [n (%)]
14 (58.3%) 9 (45%) 0378

La infeccion virica previa al tratamiento quirdrgico estuvo presente en el
grupo S-TAZ en 5 pacientes (41.7%) y en el grupo NS-TAZ en 19 pacientes (52.8%)
(p=0.505). La infeccidn virica estuvo activa en el momento de la intervencion qui-
rdrgica en 4 pacientes (33.3%) del grupo S-TAZ y en 7 pacientes (19.4%) del grupo
NS-TAZ (p=0.430).

Por otro lado, la cirrosis estuvo presente en el grupo S-YAP en 9 pacientes
(81.8%) y en el grupo NS-YAP en 20 pacientes (57.1%) (p=0.172).

128



129

PAPEL DEL RECEPTOR DE DIOXINA EN EL HEPATOCARCINOMA

En relacion a los valores analiticos, el grupo S-TAZ presenté un valor de
AFP de mediana 8.78 ng/ml [5.05-18.93] en comparacion al grupo NS-TAZ de me-
diana 5.85 ng/ml [2.75-36.26] (p=0.226); un INL de media 1.63 + 0.63 en el grupo
S-TAZ, siendo en el grupo NS-TAZ de mediana 2.29 [1.82-3.08] (p=0.014); un IPL de
media 61.21 * 33.52 en el grupo S-TAZ, en comparacion con el grupo NS-TAZ de
mediana 92.22 [68.98-121.54] (p=0.018); y, por ultimo, un IIS de media 17734137 *
N3704.61 en el grupo S-TAZ y de 413693.31 + 240565.19 en el grupo NS-TAZ (p<0.05).

Tabla 19: Volores analiticos relacionadas con la sobreexpresion molecular de TAZ
S-TAZ NS- TAZ P
AFP (mediana [P25- P75])

8.78 [5.05-18.93] 5.85 [2.75- 36.26] 0.226

INL (mediat DS, mediana [P25- P75])
1.63 + 0.63 229 [1.82- 3.08] 0.014

IPL (media* DS, mediana [P25- P75])
61.21 £ 33.52 92.22 [68.98-121.54] 0.018

IS (mediax DS)

177341.37 + 113704.61 413693.31 + 240565.19 <0.05

Por otro lado, el tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia
se realizd Unicamente en el grupo NS-TAZ, tratandose 5 pacientes (13.9%) (p=0.312).

5.5.2. Estudio de variables anatomopatolégicas

En relacidon a las caracteristicas tumorales, el nUmero de nédulos eviden-
ciado en los pacientes del grupo S-TAZ fue de mediana 1.5 [1-2], en comparacion
con el grupo NS-TAZ de mediana1[1-2] (p=0.912).

En cuanto al tamano del nédulo mayor, el grupo S-TAZ presentd una me-
diana de 29.50 mm [23.5-31.25], con respecto al grupo NS-TAZ con una mediana de
31 mm [21-60.5], siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.02).
Asi mismo, la suma de tamanos de los nédulos en el grupo S-TAZ presentd una
media de 42.4 mm * 14.91, en el caso del grupo NS-TAZ la suma de tamanos de los
nodulos fue de mediana 45 mm [24.75-72] (p=0.046).

Con respecto al grado de diferenciacion tumoral que presentaron los he-
patocarcinomas resecados en el grupo S-TAZ fueron: bien diferenciado 1 paciente
(8.3%), moderadamente diferenciado 7 pacientes (58.3%), pobremente diferen-
ciado 3 pacientes (25%) e indiferenciado 1 paciente (8.3%). En el grupo NS-TAZ, el
grado de diferenciacion se distribuyé de la siguiente manera: moderadamente



diferenciado 19 pacientes (59.4%), pobremente diferenciado 10 pacientes (31.3%) e
indiferenciado 3 pacientes (9.4%) (p=0.488).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados en el gru-
po NS-TAZ se evidencié Unicamente en 1 paciente (3.1%), a diferencia del grupo
S-TAZ donde no se objetivd presencia de satelitosis en ningun paciente (p=1).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo S-TAZ en 4 pa-
cientes (33.3%) y en 19 pacientes (59.4%) en el grupo NS-TAZ (p=0.124).

Tabla 20: Variables anatomopatologicas relacionadas con la sobreexpresion molecular de TAZ.

* CrmAA Ao ~faron~ FormAral O Rien Aifarencindo 0 rrodercdarnoente Aifarancinao (2 e MNAanFo
Graao de dllerenc tumoral: Gl bDlen aliferencladao, G, moderaadmente alierenclaao, Lo, pobremente

diferenciado, G4, indiferenciadc

Factores S- TAZ NS- TAZ P
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
15[1-2] 10-2] 0.912

Tamafo nédulo mayor (mediana [P25- P75])
29.50 [23.5- 31.25] 31 [21- 60.5] 0.02
Suma de tamaiios de los nédulos (mediax DS, mediana [P25-
P75])
42.4£14.9] 45 [24.75-72] 0.046

Grado de diferenciaciéon tumoral*

Gl [n (%)] 1(8.3%) 0 (0%) 0.488
G2 [n (%)] 7 (58.3%) 19 (59.4%)
G3 [n (%)] 3 (25%) 10 (31.3%)
G4 [n (%)] 1(8.3%) 3 (9.4%)
Satelitosis [n (%)]
0 (0%) 1(31%) 1

Invasién vascular [n (%)]
4 (33.3%) 19 (59.4%) 0.124

5.5.3. Andlisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos y
anatomopatoldgicos que influyen en la sobreexpresion molecular de
TAZ

En la realizacion del analisis multivariante hemos incluido todas las va-
riables que tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido:
edad de los pacientes en el momento de la cirugia, la presencia de cirrosis, el INL,
el IPL, el IS, el tamano del nédulo mayor, la suma de los tamanos de los nédulos y
la invasion vascular.

Tras el analisis multivariante, el Unico factor relacionado con la sobreex-
presion molecular de TAZ fue el IIS (p=0.0T; HR 1, IC 95% 1-1). Sin embargo, ante un
valor de HR igual a 1, la diferencia de riesgo no es estadisticamente significativa,
por lo que un IIS elevado no supone un Mmayor riesgo de sobreexpresion molecular
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de TAZ en nuestro estudio.
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5.6. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION
DE LA REPRESION MOLECULAR DE AHR

5.6.1. Estudio de variables clinico-epidemioldgicas preoperatorias

En relacion a la edad, los pacientes que presentaron represion de AhR
(R-AhR) tuvieron una edad de media 68.08 + 8.85 anos, en comparacion con los que
no presentaron represion de AhR (NR-AhR) de media 65.90 * 7.34 anos (p=0.396).

En cuantoaladistribucion por sexos, el grupo R-AhR presentd 15 hombres
(100%) y ninguna mujer, a diferencia del grupo NR-AhR con 26 hombres (78.8%) y
7 mujeres (21.2%) (p=0.082).

Tabla 21: Variables clinico- epidemiologicas relacionadas con la represion molecular de AhR
Factores R- AhR NR- AhR P
Edad (mediax DS)
68.08 + 8.85 65.90 £ 7.34 0.396
Sexo
Hombre [n (%)] 15 (100%) 26 (78.8%) 0.082
Mujer [n (%)] 0 (0%) 7 (21.2%)

Infeccién virica [n (%)]
4 (26.7%) 20 (60.6%) 0.029

Infeccién virica activa [n (%)]

1(6.7%) 10 (30.3%) 0136
Cirrosis [n (%)]
8 (57.1%) 21 (65.6%) 0.583

Con respecto a la infeccidn virica previa al tratamiento quirdrgico, esta
estuvo presente en el grupo R-AhR en 4 pacientes (26.7%) y en el grupo NR-AhR
en 20 pacientes (60.6%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p=0.029). La infeccidn virica estuvo activa en el momento de la intervencion qui-
rdargica en 1 paciente (6.7%) del grupo R-AhR y en 10 pacientes (30.3%) del grupo
NR-AhR (p=0.136).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo R-AhR en 8 pacientes
(571%) y en el grupo NR-AhR en 21 pacientes (65.6%) (p=0.583).

Con respecto a los valores analiticos, el grupo R-AhR presentd un valor
de AFP de mediana 3.5 ng/ml [2-27.40] frente a 8.78 ng/ml [3.52-36.36] del grupo
NR-AhR (p=0.832); un INL de mediana 2.33 [2.10-2.85] en el grupo R-AhR, siendo
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en el grupo NR-AhR de 195 [1.44-2.42] (p=0.129); un IPL de media 110.41 + 65.19 en
el grupo R-AhR, en comparacion con 85.99 * 34.96 en el grupo NR-AhR (p=0.115); y
por ultimo, un IIS de media 398739.55 + 273586.09 en el grupo R-AhR y de mediana
291030.38 [185903.85-492119.77] en el grupo NR-AhR (p=0.190).

Tabla 22: \Volores analiticos relacionadas con la represion molecular de AhR

R- AhR NR- AhR P

AFP (mediana [P25- P75])
3.5 [2- 27.40] 8.78 [3.52- 36.36] 0.832

INL (mediana [P25- P75])
233 [2.10- 2.85] 1.95 [1.44- 2.42] 0129

IPL (mediax DS)
110.41 £ 65.19 85.99 + 34.96 0.115
1IS (mediax DS, mediana [P25- P75])
398739.55 * 273586.09 291030.38 [185903.85- 0.190
492119.77)

Se realizé tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia en 3 pa-
cientes (20%) del grupo R-AhR y en 2 pacientes (6.1%) del grupo NR-AhR (p=0.307).

5.6.2. Estudio de variables anatomopatolégicas

En cuanto a las caracteristicas tumorales, el numero de nédulos que se
objetivo en los pacientes del grupo R-AhR presentd una mediana de 1.5 [1-2], en el
caso del grupo NR-AhR la mediana fue de 1[1-2] (p=0.243).

Con respecto al tamano del nodulo mayor, el grupo R-AhR presentd una
mediana de 33.5 mm [26.25-51.75], con respecto al grupo NR-AhR con una media-
na de 30 mm [20.75-56.25] (p=0.454). La suma de tamanos de los nédulos en el
grupo R-AhR presentd una mediana de 44.5 mm [30-72], en el caso del grupo NR-
AhR la suma de tamanos de los ndédulos fue de media 51.3 mm * 32.29 (p=0.628).
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Tabla 23: Variables anatomopatologicas relacionadas con la represion molecular de AhR

Gl bien diterenciado;, G2, moderadamente diferenciado; G3, pobremente

Factores R- AhR NR- AhR ]
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
15[1- 2] 10-2] 0.243

Tamaiio nédulo mayor (mediana [P25- P75])
33.5[26.25- 51.75] | 30 [20.75- 56.25] 0.454
Suma de tamafios de los nédulos (mediana [P25- P75], media+
DS)
44.5 [30- 72] 513+ 3229 0.628

Grado de diferenciacion tumoral*

Gl1[n (%)] 0 (0%) 1(3.2%) 0.154
G2 [n (%)] 11 (84.6%) 15 (48.4%)
G3 [n (%)] 2 (15.4%) 1 (35.5%)
G4 [n (%)] 0 (0%) 4 (12.9%)
Satelitosis [n (%)]
1(100%) 0 (0%) 0.295

Invasién vascular [n (%)]
9 (69.2%) 14 (45.2%) 0.145

El grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepatocarcino-
mas resecados de nuestro estudio en el grupo R-AhR fueron: moderadamente di-
ferenciado 11 pacientes (84.6%) y pobremente diferenciado 2 pacientes (15.4%). En
el grupo NR-ANhR, el grado de diferenciacion se distribuyd de la siguiente mane-
ra: bien diferenciado 1 paciente (3.2%), moderadamente diferenciado 15 pacientes
(48.4%), pobremente diferenciado 11 pacientes (35.5%) e indiferenciado 4 pacientes
(12.9%) (p=0.154).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados se eviden-
Ccio Unicamente en el grupo R-AhR en 1 paciente (100%) (p=0.295).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo R-AhR en 9
pacientes (69.2%) y en 14 pacientes (45.2%) en el grupo NR-AhR (p=0.145).

5.6.3. Analisis multivariante de los factores clinico-epidemioldgicos
y anatomopatoldégicos que influyen en la represion molecular de AhR

Para realizar el analisis multivariante hemos incluido todas las variables
gue tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido: el sexo
de los pacientes, antecedentes de infeccion virica previa, presencia de infeccion
virica activa en el momento de la intervencidn quirudrgica, el INL, el IPL, el IS, el
grado de diferenciacion tumoral (categoria de referencia: bien diferenciado) y la
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presencia de invasion vascular.

Tras la realizacion del andlisis multivariante, los factores relacionados con
la represion molecular de AhR fueron: la presencia de infeccion virica activa en el
momento de la intervencidon quirdrgica y el IPL.

La presencia de infeccion virica activa en el momento de la intervencion
quirdrgica se relacion6 de forma independiente con la represion molecular de
AhR (p=0.092; HR 0.149, IC 95% 0.016-1.367), no obstante, los resultados no son es-
tadisticamente significativos. Por tanto, podemos objetivar una tendencia en los
pacientes con represion molecular de AhR a mostrar menor riesgo de infeccion
virica activa en el momento de la intervencion quirdrgica.

El IPL se relaciond de forma independiente con la represion molecular
de AhR (p=0.063; HR 1.015, IC 95% 0.999-1.030), sin embargo, los resultados no son
estadisticamente significativos. Se objetiva una tendencia en |los pacientes con
represion molecular de AhR a mostrar un mayor riesgo a valores mas altos del IPL.



5.7. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION DE
LA REPRESION MOLECULAR DE pg-CATENINA

5.7.1. Estudio de variables clinico-epidemioldgicas preoperatorias

La edad de los pacientes que presentaron represion de g-catenina (R-gc)
y los que no presentaron represion de este marcador (NR-gc) fue similar, 66.57 *
7.40 anos en el grupo R-gc y 66.47 + 8.44 anos en el grupo NR-gc (p=0.557).

En cuanto a la distribucion por sexos, el grupo R-pgc presenté 20 hombres
(87%) y 3 mujeres (13%), en comparacion con el grupo NR-gc que estuvo formado
por 21 hombres (84%) y 4 mujeres (16%) (p=1,00).

Tabla 24: \/ariables clinico-epidemiologicas relacionadas con la represion molecular de g - catenina
Factores R- Bc NR- Bc p
Edad (mediaz DS)
66.57 + 7.40 66.47 + 8.44 0.557
Sexo
Hombre [n (%)] 20 (87%) 21 (84%) 1
Mujer [n (%)] 3 (13%) 4 (16%)

Infeccién virica [n (%)]
8 (34.8%) 16 (64%) 0.043

Infeccién virica activa [n (%)]

2 (8.7%) 9 (36%) 0.025
Cirrosis [n (%)]
14 (63.6%) 15 (62.5%) 0.936

Con respecto a la infeccion virica previa al tratamiento quirdrgico, esta
estuvo presente en el grupo R-pgc en 8 pacientes (34.8%) y en el grupo NR-gc en 16
pacientes (64%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.043).
La infecciodn virica estuvo activa en el momento de la intervencidn quirdrgica en
2 pacientes (8.7%) del grupo R-gc y en 9 pacientes (36%) del grupo NR-gc, siendo
estas diferencias estadisticamente significativas (p=0.025).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo R-gc en 14 pacientes
(63.6%) y en el grupo NR-gc en 15 pacientes (62.5%) (p=0.936).

En relacion a los valores analiticos, el grupo R-gc presentd un valor de
AFP de mediana 4 ng/ml [2-24.04] frente a 10.7 ng/ml [4.15-36.34] del grupo NR-gc
(p=0.242); un INL de media 2.79 + 1.30 en el grupo R-gc, siendo en el grupo NR-gc
de 1.81 + 0.53 (p=0.007); un IPL de media 92.64 *+ 42.61 en el grupo R-pc, en com-
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paracion con 94.99 + 53.09 en el grupo NR-gc (p=0.796); y, por ultimo, un IIS de
media 384751512 + 240923.74 en el grupo R-pc y de mediana 294923.08 [173269.23-
414229.58] en el grupo NR-gc (p=0.616).

Tabla 25: \Valores analiticos relacionadas con la represion molecular de g- catenina
R- Bc NR- c P
AFP (mediana [P25- P75])

4 [2- 24.04] 10.7 [4.15- 36.34] 0.242

INL (mediaz DS)
279 £1.30 1.81+0.53 0.007

IPL (mediat DS)
92.64 + 42.61 94.99 + 53.09 0.796

IS (mediax DS, mediana [P25- P75])

384751512 + 240923.74 294923.08 [173269.23- 414229.58] 0.616

El tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia se realizé uni-
camente en el grupo R-gc, tratandose 5 pacientes (21.7%) y siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0.02).

5.7.2. Estudio de variables anatomopatoldgicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, los pacientes del grupo R-gc
presentaron el mismo numero de nddulos 1 [1-2] con respecto a los pacientes del
grupo NR-gc (p=1,00).

Con respecto al tamano del nédulo mayor, los pacientes del grupo R-pc
presentaron un tamano similar al del grupo NR-gc, de mediana 30 mm [21-45] en
el grupo R-gcy de 30 mm [21.5-66] en el grupo NR-gc (p=0.258). Asi mismo, la suma
de tamanos de los nddulos en el grupo R-gc presentd una media de 52.29 mm *
33.67, con respecto al grupo NR-gc cuya media fue de 50 mm * 29.363 (p=0.741).



Tabla 26: \/ariables anatomopatologicas relacionadas con la represion molecular de g - catenina

-~ 7 FHio Aifaranc~iAaco (O InryArmentae Aifaranc [ - ~A R roarmonfa
al: Gl bien diferenciado; G2 moderadamente diferenciado, C3, pobremente

Factores R- c NR- B¢ P
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
10-2] 101-2] 1
Tamaio nédulo mayor (mediana [P25- P75])
30 [21- 45] 30 [21.5- 66] 0.258
Suma de tamanos de los nédulos (mediat DS)
5229 +33.67 50 +29.363 0.741

Grado de diferenciacién tumoral*

Gl1[n (%)] 1 (4.8%) 0 (0%) 0.264
G2 [n (%)] 13 (61.9%) 13 (56.5%)
G3 [n (%)] 4 (19%) 9 (39.1%)
G4 [n (%)] 3 (14.3%) 1(4.3%)
Satelitosis [n (%)]
0 (0%) 1(4.3%) 1

Invasién vascular [n (%)]
10 (47.6%) 13 (56.5%) 0.555

El grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepatocarcino-
mas resecados de nuestro estudio en el grupo R-pgc fueron: bien diferenciado 1
paciente (4.8%), moderadamente diferenciado 13 pacientes (61.9%), pobremente
diferenciado 4 pacientes (19%) e indiferenciado 3 pacientes (14.3%). En el grupo
NR-gc, el grado de diferenciacion se distribuyd de la siguiente manera: modera-
damente diferenciado 13 pacientes (56.5%), pobremente diferenciado 9 pacientes
(39.1%) e indiferenciado 1 paciente (4.3%) (p= 0.264).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados se presen-
td Unicamente en el grupo NR-gc en 1 paciente (4.3%) (p=1,00).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo R-gc en 10 pa-
cientes (47.6%) y en 13 pacientes (56.5%) en el grupo NR-gc (p=0.555).

5.7.3. Andlisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos
y anatomopatoldégicos que influyen en la represion molecular de
Beta- catenina

Hemos realizado el analisis multivariante incluyendo todas las variables
gue tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido: haber re-
cibido tratamiento del tumor previo a la cirugia, antecedentes de infeccidon virica
previa, presencia de infeccidn virica activa en el momento de la intervencién qui-
rargica y el INL. Los factores restantes tras la realizacion del analisis multivariante
son: haber recibido previo a la cirugia tratamiento del tumor, presencia de infec-
cion virica activa en el momento de la intervencion quirdrgica y el INL. De estos
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factores, Unicamente la presencia de infeccion virica activa en el momento de la
intervencion quirdrgica y el INL han sido estadisticamente significativos.

Con respecto a la presencia de infeccidn virica activa en el momento de
la cirugia, esta se relaciond de forma independiente con la represion molecular de
g-catenina (p=0.09; HR 0.205, IC 95% 0.033-1.279) con unos resultados no estadisti-
camente significativos. No obstante, la represion molecular de p-catenina podria
suponer un factor protector frente a la presencia de infecciéon virica activa en el
momento de la cirugia.

El INL se relaciond también de forma independiente con la represion
molecular de g-catenina (p=0.02; HR 0.02, IC 95% 1.192-7.444). Los pacientes con
represion de este marcador presentaron menor riesgo de desarrollar valores ele-
vados del INL.



5.8. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION
DE LA REPRESION MOLECULAR DE YAP

5.8.1. Estudio de variables clinico-epidemiolégicas preoperatorias

La edad de los pacientes que presentaron represion de YAP (R-YAP) y los
gue no presentaron represion de YAP (NR-YAP) fue similar, 66.42 + 8.34 anos en el
grupo R-YAP y 66.58 + 7.66 anos en el grupo NR-YAP (p=0.597).

Con respecto a la distribucion por sexos, el grupo R-YAP presentd 12 hom-
bres (75%) y 4 mujeres (25%), en comparacion con el grupo NR-YAP que incluyo 29
hombres (90.6%) y 3 mujeres (9.4%) (p=0.201).

Tabla 27: \Variables clinico-epidemiologicas relacionadas con la represion molecular de YAP
Factores R- YAP NR- YAP P
Edad (mediat DS)
66.42 + 8.34 66.58 + 7.66 0.597
Sexo
Hombre [n (%)] 12 (75%) 29 (90.6%) 0.201
Mujer [n (%)] 4 (25%) 3(9.4%)

Infeccién virica [n (%)]
7 (43.8%) 17 (53.1%) 0.540

Infeccidn virica activa [n (%)]

4 (25%) 7 (219%) 1
Cirrosis [n (%)]
10 (62.5%) 19 (63.3%) 0.956

En cuanto a la infeccidén virica previa al tratamiento quirdrgico, esta es-
tuvo presente en el grupo R-YAP en 7 pacientes (43.8%) y en el grupo NR-YAP en
17 pacientes (53.1%) (p=0.540). La infeccion virica estuvo activa en el momento de
la intervencion quirdrgica en 4 pacientes (25%) del grupo R-YAP y en 7 pacientes
(21.9%) del grupo NR-YAP (p=1,00).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo R-YAP en 10 pacientes
(62.5%) y en el grupo NR-YAP en 19 pacientes (63.3%) (p=0.956).

En relacion a los valores analiticos, el grupo R-YAP presentd un valor de
AFP de mediana 3 ng/ml [2-40.19] frente a 9.73 ng/ml [4.42-33.14] del grupo NR-
YAP (p=0.415); un INL de media 2.32 + 0.79 en el grupo R-YAP, siendo en el gru-
po NR-YAP de mediana 2.15 [1.63-2.57] (p=0.963); un IPL de mediana 95.26 [75.50-
121.26] en el grupo R-YAP, en comparacion con 85.41 + 3319 en el grupo NR-YAP
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(p=0.156); y por ultimo, un IIS de media 388012.37 + 28447498 en el grupo R-YAP y
de 343956.73 + 212927.78 en el grupo NR-YAP (p=0.664).

Tabla 28: \Valores analiticos relacionadas con la represion molecular de YAP

R- YAP NR- YAP P
AFP (mediana [P25- P75])
3[2- 40.19] 9.73 [4.42- 3314] 0.415
INL (media DS, mediana [P25- P75])
232+0.79 215 [1.63- 2.57] 0.963
IPL (mediana [P25- P75], mediax DS)
95.26 [75.50- 121.26] 85.41 + 33.19 0.156
IS (mediat DS)
388012.37 + 284474.98 343956.73 + 212927.78 0.664

El tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia se realizd en
el grupo R-YAP en 3 pacientes (18.8%), y en el grupo NR-YAP en 2 pacientes (6.3%)
(p=0.3106).

5.8.2. Estudio de variables anatomopatoldgicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, los pacientes del grupo R-YAP
presentaron una mediana de numero de nddulos 1 [1-2.75], en comparacion con el
grupo NR-YAP con una mediana de 1 [1-2] (p=0.145).

Con respecto al tamano del nédulo mayor, los pacientes del grupo R-YAP
presentaron un tamano de mediana 27 mm [20.25-40], en relacion al grupo NR-
YAP de mediana 30 mm [26-58.75] (p=0.701). Asi mismo, la suma de tamanos de
los nédulos en el grupo R-YAP presentd una media de 49.94 mm * 37.67, con res-
pecto al grupo NR-YAP cuya media fue de 51.75 mm + 27.48 (p=0.801).
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Tabla 29: variables anatomopatologicas relacionadas con la represion molecular de YAF

>nciado, G3, pobremente

Factores R- YAP NR- YAP P
Numero de nédulos (mediana [P25- P75])
101-275] 10-2] 0.145

Tamano nédulo mayor (mediana [P25- P75])
27 [20.25- 40] 30 [26- 58.75] 0.701
Suma de tamarios de los nédulos (mediat DS)
4994 + 37.67 5175 £27.48 0.801

Grado de diferenciacién tumoral*

Gl [n (%)] 0 (0%) 1(3.6%) 0.876
G2 [n (%)] 10 (62.5%) 16 (57.1%)
G3 [n (%)] 4 (25%) 9 (321%)
G4 [n (%)] 2 (12.5%) 2 (7.1%)
Satelitosis [n (%)]
1(6.3%) 0 (0%) 0.364

Invasién vascular [n (%)]
7 (43.8%) 16 (57.1%) 0.392

El grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepatocarcino-
mas resecados en el grupo R-YAP fueron: moderadamente diferenciado 10 pa-
cientes (62.5%), pobremente diferenciado 4 pacientes (25%) e indiferenciado 2 pa-
cientes (12.5%). En el grupo NR-YAP, el grado de diferenciacion se distribuyd de la
siguiente manera: bien diferenciado 1 paciente (3.6%), moderadamente diferen-
ciado 16 pacientes (57.1%), pobremente diferenciado 9 pacientes (32.1%) e indife-
renciado 2 pacientes (7.1%) (p=0.876).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados se eviden-
cido Unicamente en el grupo R-YAP en 1 paciente (6.3%) (p=0.364).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo R-YAP en 7 pa-
cientes (43.8%) y en 16 pacientes (57.1%) en el grupo NR-YAP (p=0.392).

5.8.3. Analisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos
y anatomopatoldgicos que influyen en la represion molecular de YAP

Se ha realizado el analisis multivariante incluyendo todas las variables
que tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido: el IPLy
el nUmero de nddulos. Tras la realizacion del andlisis multivariante, Unicamente
el numero de nédulos se presentd como un factor relacionado con la represion
molecular de YAP.

El nUmero de nodulos objetivado en la pieza quirdrgica se relaciond de
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forma independiente con la represion molecular de YAP. El riesgo de represion
molecular de YAP en relacidn a un mayor numero de nodulos fue de 2.076, sin
embargo, estos hallazgos no fueron estadisticamente significativos (p=0.086; HR
2.076, IC 95% 0.901-4.785).
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5.9. ANALISIS COMPARATIVO EN FUNCION
DE LA REPRESION MOLECULAR DE TAZ

5.9.1. Estudio de variables clinico-epidemiolégicas preoperatorias

En relacion a la edad de los pacientes, el grupo que presento represion
de TAZ (R-TAZ) tuvo una edad media de 67.94 + 714 anos, en relacion al grupo que
Nno Manifestd represion de TAZ (NR-TAZ) cuya media de edad fue de 63.78 + 8.58
anos (p=0.225).

Con respecto a la distribucion por sexos, el grupo R-TAZ presentd 27 hom-
bres (87.1%) y 4 mujeres (12.9%), en comparacion con el grupo NR-TAZ que estuvo
formado por 14 hombres (82.4%) y 3 mujeres (17.6%) (p=0.686).

Tabla 30: \Variables clinico-

epidemiologicas relacionadas con la represion molecular de TAZ

Factores R-TAZ NR- TAZ P
Edad (mediaz DS)
6794 +7.14 63.78 £ 8.58 0.225
Sexo
Hombre [n (%)] 27 (87.1%) 14 (82.4%) 0.686
Mujer [n (%)] 4 (12.9%) 3 (17.6%)

Infeccidn virica [n (%)]
17 (54.8%) 7 (41.2%) 0365
Infeccidn virica activa [n (%)]
6 (19.4%) 5 (29.4%) 0.486
Cirrosis [n (%)]
17 (56.7%) 12 (75%) 0220

En cuanto a la infeccion virica previa al tratamiento quirdrgico, esta es-
tuvo presente en el grupo R-TAZ en 17 pacientes (54.8%) y en el grupo NR-TAZ en
7 pacientes (41.2%) (p=0.365). La infeccion virica estuvo activa en el momento de
la intervenciéon quirudrgica en 6 pacientes (19.4%) del grupo R-TAZ y en 5 pacientes
(29.4%) del grupo NR-TAZ (p=0.4806).

La presencia de cirrosis se evidencio en el grupo R-TAZ en 17 pacientes
(56.7%) y en el grupo NR-TAZ en 12 pacientes (75%) (p=0.220).

En relacion a los valores analiticos, el grupo R-TAZ presentd un valor de
AFP de mediana 5.85 ng/ml [2.75-36.26] frente a 9.56 ng/ml [4.6-14.2] del grupo
NR-TAZ (p=0.214); un INL de mediana 2.29 [1.82-3.08] en el grupo R-TAZ, siendo en
el grupo NR-TAZ de media 1.81 = 0.74 (p=0.016); un IPL de mediana 96.31 [68.98-
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121.54] en el grupo R-TAZ, en comparacion con 69.47 + 3470 en el grupo NR-TAZ
(p=0.016); y, por ultimo, un IS de media 408914.06 *+ 245556.79 en el grupo R-TAZ y
de 251544.31 + 186320.01 en el grupo NR-TAZ (p=0.02).

Tabla 31: olores analiticos relacionadas con la represion molecular de TAZ
R- TAZ NR- TAZ p
AFP (mediana [P25- P75])

5.85 [2.75- 36.26] 9.56 [4.6- 14.2] 0214

INL (mediana [P25- P75], media* DS)
229 [1.82- 3.08] 1.81+£0.74 0.016

IPL (mediana [P25- P75], mediat DS)
96.31[68.98- 121.54] 69.47 +34.70 0.016

1IS (mediax DS)

408914.06 + 245556.79 251544.31 +186320.01 0.02

El tratamiento de las lesiones hepaticas previo a la cirugia se realizé uni-
camente en el grupo R-TAZ en 5 pacientes (16.1%).

5.9.2. Estudio de variables anatomopatolégicas

En relacion a las caracteristicas tumorales, tanto los pacientes del grupo
R-TAZ como los del grupo NR-TAZ presentaron una mediana de numero de nodu-
los igual 1[1-2] (p= 0.954).

Con respecto al tamano del nédulo mayor, los pacientes del grupo R-TAZ
presentaron un tamano de mediana 32 mm [21.5-61], en relacion al grupo NR-TAZ
de 29 mm [21-35] (p=0.021). Asi mismo, la suma de tamanos de los ndédulos en el
grupo R-TAZ presentd una media de 56.31 mm * 35.61, con respecto al grupo NR-
TAZ cuya media fue de 41 + 16.65 (p=0.021).



la represion molecular de TAZ

RN e aTale I=) Ao AT [ foaran—ir { (o ~AAromente
G2 moderadamente diferenciado; C3, pobremente

Factores R- TAZ NR- TAZ P
Nudmero de nédulos (mediana [P25- P75])
101-2] 10-2] 0.954
Tamafo nédulo mayor (mediana [P25- P75])
32 [215- 6] 29 [21- 35] 0.021
Suma de tamafrios de los nédulos (mediat DS)
56.31 + 35.61 41+16.65 0.021

Grado de diferenciacién tumoral*

Gl [n (%)] 0 (0%) 1(5.9%) 0.654
G2 [n (%)] 17 (63%) 9 (52.9%)
G3 [n (%)] 8 (29.6%) 5 (29.4%)
G4 [n (%)] 2 (7.4%) 2 (11.8%)
Satelitosis [n (%)]
1(3.7%) 0 (0%) 1

Invasién vascular [n (%)]
15 (55.6%) 8 (47.1%) 0.583

El grado de diferenciacion tumoral que presentaron los hepatocarcino-
mas resecados de nuestro estudio en el grupo R-TAZ fueron: moderadamente
diferenciado 17 pacientes (63%), pobremente diferenciado 8 pacientes (29.6%) e
indiferenciado 2 pacientes (7.4%). En el grupo NR-TAZ, el grado de diferenciacion
se distribuyd de la siguiente manera: bien diferenciado 1 paciente (5.9%), modera-
damente diferenciado 9 pacientes (52.9%), pobremente diferenciado 5 pacientes
(29.4%) e indiferenciado 2 pacientes (11.8%) (p=0.654).

La presencia de satelitosis en los hepatocarcinomas resecados se eviden-
Ccio Unicamente en el grupo R-TAZ en 1 paciente (3.7%) (p=1,00).

La presencia de invasion vascular fue descrita en el grupo R-TAZ en 15
pacientes (55.6%) y en 8 pacientes (47.1%) en el grupo NR-TAZ (p=0.583).

5.9.3. Analisis multivariante de los factores clinico-epidemiolégicos
y anatomopatoldgicos que influyen en la represion molecular de TAZ

Hemos realizado el analisis multivariante incluyendo todas las variables
gue tras el analisis univariante han presentado p<0.2, las cuales han sido: el INL,
el IPL, el lIS, el haber recibido tratamiento previo del tumor, el tamano del nddulo
mayor y la suma de tamanos de los nédulos. Tras la realizacion del analisis mul-
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tivariante, Unicamente el IPL y el haber recibido tratamiento previo del tumor se
presentaron como factores relacionados con la represion molecular de TAZ, no
obstante, de ellos, el haber recibido tratamiento previo del tumor no presentd un

valor estadisticamente significativo (p=0.999).

El IPL se relaciond de forma independiente con la represidon molecular
de TAZ. El riesgo de represion molecular de TAZ en relacion a un mayor IPL fue de

1.025 (p=0.024; HR 1.025, IC 95% 1.003-1.047).

Tabla 33 Tabla resumen de la expresion molecular en relacion con las variables estudiadas tras el andlisis

Infeccién
virica activa

NGmero de
nédulos

Tamaio
nédulo mayor

Grado de
diferenciacion
tumoral

multivariante

p= 0.024 p= 0.092
HR 8.069, IC HR 0149, IC
95% 1311- 95% 0.016-
49,663 1367
p= 0.021
HR 0.306, IC
95% 0.112-
0.837
p=0.063
HR1.015, IC
95% 0.999-
1.030
p=0.01
HR1, IC 95%
-1
p=0.026
HR1.032, IC
95% 1.004-
1.061
p=0.022
HR 6.964,
IC 95%
1328-
36529

p=0.09

HR 0.205, IC

95% 0.033-
1279

p=0.02

HR 0.02, IC

95% 1.192-
7.4bts

| _S-AhR | S-fc | S-TAZ | R-AhR_| _R-Bc_| R-YAP | R-TAZ |

p=0.024

HR1.025, IC

95% 1.003-
1.047

p= 0.086

HR 2.076, IC

95% 0.901-
4785



5.10. ANALISIS DE FACTORES QUE INFLUYEN
EN LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

Hemos realizado un analisis para identificar aquellos factores clinico-epi-
demioldgicos, anatomopatoldgicos y moleculares que pudieran estar relaciona-
dos con la SG de los pacientes.

Tras la realizacion inicial del analisis univariante de todas las variables pre-
viamente mencionadas seleccionamos aquellas que han presentado p<0.2 para
realizar el analisis multivariante, estas han sido: la presencia de cirrosis, el INL, el
IPL, el IS, el tamano del nédulo mayor, la satelitosis, la invasion vascular y la repre-
sion molecular de g-catenina. Tras la realizacion del analisis multivariante, no se ha
objetivado ninguna variable que estadisticamente significativa asociada a la SG.
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5.11. ANALISIS DE FACTORES QUE INFLUYEN EN
LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD

5.11.1. Analisis multivariante de los factores clinico-epidemioldgicos,
anatomopatoldégicos y moleculares que influyen en la Supervivencia
Libre de Enfermedad

Hemos realizado un analisis para identificar aquellos factores clinico-epi-
demioldgicos, anatomopatoldgicos y moleculares que pudieran estar relaciona-
dos con la SLE de los pacientes.

Tras la realizacion inicial del analisis univariante de todas las variables
previamente mencionadas seleccionamos aquellas que han presentado p<0.2
para realizar el analisis multivariante, las cuales han sido: edad de los pacientes en
el momento de la cirugia, la presencia de infeccion virica activa en el momento
de la cirugia, el INL, el IPL, el tamano del nddulo mayor, la satelitosis y la expresion
de g-catenina. Tras la realizacion del analisis multivariante hemos objetivado que
el INLy el IPL presentan una relacion estadisticamente significativa con la SLE de
los pacientes.

EI'INL se relacion6 de forma independiente con la SLE (p=0.019; HR 0.333,
IC 95% 0.132-0.838). Por tanto, valores altos del INL representan un riesgo de 0.019
para la SLE de los pacientes.

El IPL se relaciond de forma independiente con la SLE (p=0.004; HR 1.018,
IC 95% 1.006-1.030). En este caso, valores altos del IPL suponen un factor de riesgo
para una peor SLE.

A continuacion, realizamos un nuevo analisis incluyendo las mismas va-
riables previas, pero en el caso de la variable “expresion molecular de g-catenina”
hemos considerado los casos de su sobreexpresion. Tras la realizacion del analisis
multivariante, objetivamos que la sobreexpresion molecular de g-catenina es el
unico factor que se relaciona de forma independiente con la SLE de los pacientes
(p=0.023; HR 3.938, IC 95% 1.207-12.845). Por tanto, la sobreexpresion molecular de
g-catenina presenta un riesgo de 3.938 veces de recidiva tumoral con respecto a la
Nno sobreexpresion de la misma en los pacientes que presentan CHC (Figura 25).
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Figura 25: Curva Kaplan- Meier de la SLE con respecto a la sobreexpresion molecular de g - cateni-

na

5.11.2. Analisis combinado del indice Neutréfilos/Linfocitos y la
sobreexpresion de pg-catenina con respecto a la Supervivencia
Libre de Enfermedad

Tras los resultados expuestos previamente, en los que la sobreexpresion
molecular de p-catenina y el INL se relacionaron de forma independiente con la
SLE, y teniendo en cuenta que tanto la sobreexpresion como la represion molecu-
lar de p-catenina se relacionan de forma independiente con el INL (Tabla 33), con-
sideramos oportuno la combinacion de estos dos factores para analizar su com-
portamiento con respecto a la SLE.

Para ello, inicialmente calculamos un punto de corte para recodificar la
variable INL en mayor y menor. Este punto es el de mayor sensibilidad y especifi-
cidad para este indice con respecto a la SLE; el calculo se realizd con el indice de
Youden mediante curvas ROC. Con un area bajo la curva de 0.351, el valor con una
sensibilidad de 0.308 y un valor de especificidad de 0.68 es de 2.3625.

A continuacidn, creamos una nueva variable considerando INL <2.3625
e INL 22.3625. Esta nueva variable la combinamos con la variable sobreexpresion
molecular de g-catenina, obteniendo asi una variable con cuatro grupos: sobreex-
presion molecular de p-catenina + INL <2.3625 (SBC + INL menor), sobreexpresion
molecular de g-catenina + INL >2.3625 (SBC + INL mayor), reprimido/no varia p-ca-
tenina + INL <2.3625 (NSBC + INL menor) y reprimido/no varia g-catenina + INL
>2.3625 (NSBC + INL mayor).
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Seguidamente, calculamos la SLE con respecto a esta variable, objetivan-
do una peor SLE en aquellos pacientes con sobreexpresion molecular de g-cateni-
nay un INL mayor (Log-Rank 0.001); asi mismo objetivamos que la sobreexpresion
molecular de pg-catenina, independientemente de su combinacion con un INL ma-
yor o menor, presenta una peor SLE, siendo su combinacion con un INL 22.3625 la
gue incrementa el empeoramiento de esta supervivencia, como se puede obser-
var en la Figura 26y en la Tabla 34.

Funciones de supervivencia
1.0 _ Variables
combinadas
N N . 71SBC + INL mayor
o ) R —ITNSBC + INL mayor
~I71SBC + INL menor
o 0.8 " INSBC + INL menor
-] o | SBC + INL mayor-
o censurado
3 NSBC + INL mayor-
£ 0 | ~+ censurado
g + ; SBC + INL menor-
o ' T censurado
. NSBC + INL menor-
2 censurado
§ 0,4
3
)
0,2
Log- Rank 0.001
0,0
0 12 24 36 48 60 72
Tiempo Supervivencia libre de enfermedad

Figura 26: Curva Kaplan- Meier de la SLE con respecto o la variable combinada Sobreexpresion Beta-
catenina y el INL

Tabla 34 Tabla que recoge el tiempo medio y el porcentaje de SLE al ano a los 3 anos y a los 5 arios por gru-
pos de la variable combinada Sobreexpresion g - catenina y el INL

~ ~

Media * DS 1afo
SBC + INL menor  37.837 (7.432) ‘ 70% ‘ 58% 38%
SBC + INL mayor 9.933 (3.571) ‘ 33% ‘ 0%
NSBC + INL menor 38948 (5.718) ‘ 100% ‘ 56% 56%
NSBC + INL mayor | 55.892 (5.135) ‘ 100% ‘ 87% 87%







6. DISCUSION
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6.1. RELACION ENTRE EL GRADO
DE DIFERENCIACION TUMORAL Y
LA SOBREEXPRESION MOLECULAR

DE AHR

El AhR es un factor de transcripcion activado por un ligando que pre-
senta dominios funcionales con estructura hélice-bucle-hélice-PAS (bHLH- PAS) y
gue puede ser activado por compuestos toxicos ambientales denominados gené-
ricamente xenobiodticos; entre ellos se encuentran el TCDD y el a-benzola]pireno
(hidrocarburos aromaticos policiclicos) [165].

En ausencia de ligando, el AhR esta presente en el citosol en un complejo
multimolecular con la proteina de shock térmico de 90 kDa (Hsp90), la proteina
gue interactua con el receptor de hidrocarburo de arilo (XAP2) y p23. Al unirse a
un ligando, este complejo conteniendo AhR se traslada al nucleo, el receptor se
separa del resto de componentes para formar un heterodimero con su molécula
asociada, Translocador nuclear del receptor de arilos (Arnt). Asi, el heterodimero
AhR/Arnt formado reconoce una secuencia especifica en la region reguladora de
sus genes diana denominada elemento de respuesta a los xenobiodticos (Xenobio-
tic Responsive Element, XRE). Dichos elementos XRE han sido localizados en la
region promotora diferentes genes, por ejemplo, el gen CYPIAI. Este proceso de
regulacion transcripcional puede dar lugar a un incremento o0 a una reduccion en
la tasa de expresion del gen diana. Desde una perspectiva toxicolégica, TCDD pro-
voca un amplio espectro de efectos bioquimicos y moleculares que, a nivel fun-
cional, resultan en teratogénesis, inmunosupresion debida a la involucion timica,
promocion de tumores y alteracion de la homeostasis [166].

Ademas de esta actividad toxicoldgica, la via del AhR puede interactuar
directamente, y de manera independiente a la presencia de agentes tdxicos, con
circuitos de senalizacion implicados en el desarrollo de los 6érganos. La desregu-
lacion de estas vias en lineas celulares y modelos murinos de raton apoya la im-
plicacion de este receptor en varias enfermedades humanas como el cancer, los
trastornos inmunoldgicos, las patologias cardiovascularesy la infertilidad. Asi, AhR
interactUa con la via TGFg/BMP, la via Wnt/g-catenina, las vias de los receptores
tirosina quinasa tales como el receptor del factor de crecimiento de los queratino-
citos (KGFR), el VEGFR y el EGFR; adicionalmente, AhR también modula la via de



sefnalizacion de Notch [167].

Se ha observado que la expresion de AhR se encuentra significativamen-
te elevada en varias formas de cancer como el gastrico [168], mama [169], renal
[170] y pulmon [171]. En el caso del CHC, el estudio de Liu Z et al. comparo la ex-
presion de AhR en células hepaticas normales y en hepatocarcinomas de origen
humano, observando que la inmunorreactividad de AhR en los tejidos de CHC
era significativamente mayor que en los tejidos hepaticos normales (p=0.004). Asi
mismo, en dicho estudio se compard la expresion de AhR con factores epidemio-
l6gicos y clinico-patoldgicos, observandose la existencia de correlacion entre AhR
y la categoria “T" del tumor (p=0.003), siendo la tinciéon de AhR mas intensa para
hepatocarcinomas pobre/moderadamente diferenciados [165].

En linea con los resultados anteriormente expuestos, en nuestro estudio
se objetiva una relacion directa entre el grado de diferenciacion tumoral y la so-
breexpresion molecular de AhR, siendo el riesgo de presentar un grado de dife-
renciacion tumoral pobre o indiferenciado de 6.964 veces superior en pacientes
con sobreexpresion molecular de AhR con respecto al riesgo que presentan los
pacientes con un grado de diferenciacion bueno/moderado (p=0.022; HR 6.964, IC
95% 1.328-36.529).

El grado de diferenciacion tumoral ha sido identificado en diversos es-
tudios como un factor independiente que afecta tanto a la SG como a la SLE en
pacientes con CHC que reciben TH ortotépico [172,173]. Teniendo esto en cuenta,
asi como la relacion directa que se objetiva en nuestro estudio entre la sobreex-
presion molecular de AhRy el grado de diferenciacion tumoral, proponemos que
la sobreexpresion molecular de AhR pueda estar implicada no solo en la progre-
sion tumoral sino también en su prondstico, de acuerdo a lo sugerido para otros
tipos de canceres como el de mama, en el cual la expresion de AhR aparece como
un factor independiente para la SG en pacientes sin afectacion ganglionar [169].

En nuestro estudio, sin embargo, el analisis de los posibles factores impli-
cados tanto en la SG como en la SLE, no confirman esta relacién entre la sobreex-
presion molecular de AhRy la supervivencia de los pacientes.

156



157

PAPEL DEL RECEPTOR DE DIOXINA EN EL HEPATOCARCINOMA

6.2. RELACION ENTRE EL TAMANO TUMORALY LA
SOBREEXPRESION MOLECULAR DE pB-CATENINA

La pg-catenina es un intermediario molecular esencial en la senalizacion
de la ruta Wingless/Wnt, la cual es critica durante el desarrollo embrionarioy cuya
desregulacion esta implicada en diversas patologias incluyendo el cancer [82,83].

En relacion al tamano tumoral y a la expresion de g-catenina, el trabajo
de Cieply et al. mostro que el tamano medio de los tumores en los casos de CHC
con mutaciones en el gen CTNNBI, que codifica la g-catenina, era significativa-
mente mayor (>2 veces) que el de los tumores sin dicha mutacién, con un tamano
tumoral >5 cm en seis de los nueve tumores del grupo conteniendo la mutacion
[174]. Posteriormente, Calderao et al. objetivaron que mutaciones en este mismo
gen en muestras de CHC resecadas se asociaba con tumores grandes (OR 2.14,
p=0.002) [85].

Por otro lado, en el estudio de Gong et al. que analizd el valor prondstico
de g-catenina en los pacientes con hepatocarcinomas resecados, no sélo se ob-
jetivo una correlacion significativa entre la sobreexpresion de este marcador y el
tamano tumoral (p=0.009), sino que los pacientes con alta expresion de g-catenina
presentaron un riesgo de mortalidad 1.69 veces mayor cuando se compara con el
de los pacientes con baja expresion de g-catenina[l175]. Similares resultados se han
mostrado en el estudio de Han et al. en que analizaron la expresion de g-catenina
y de la quinasa dependiente de Ciclina 8 (CDK8), mostrando que la expresion abe-
rrante de CDK8 (p<0.005), de la p-catenina nuclear (p<0.001) y de la g-catenina de
membrana (p<0.05) estaba aumentada de forma significativa en tumores >5 cm
de diametro. Ademas, la expresion combinada de CDK8 y de g-catenina resultaba
en una peor SG en comparacion con aquellos pacientes con expresion normal de
ambos parametros, siendo estos en el analisis multivariante factores prondsticos
negativos independientes que afectan a la SG [176].

En nuestro caso, confirmamos dicho resultado, ya que el tamano del no-
dulo mayor se relaciono de forma independiente con la sobreexpresion molecular
de g-catenina (p=0.026; HR 1.032, IC 95% 1.004-1.061). No obstante, no pudimos es-
tablecer una relacion entre la sobreexpresion molecular de g-catenina con la SG
de los pacientes o con la SLE.



6.3. RELACION ENTRE LA INFECCION VIRICA
ACTIVAY LA SOBREEXPRESION MOLECULAR
DE g-CATENINA

En cuanto a la relacion entre la infeccion virica y la sobreexpresion mo-
lecular de g-catenina, en el analisis multivariante de Gong et al,, para identificar
caracteristicas clinico-patoldgicas relacionadas con la expresion de este marcador,
se mostro que, ademas del tamano tumoral, la infeccion por VHB se correlaciona
con niveles elevados de g-catenina (p= 0.002). No obstante, teniendo en cuenta
gue la tasa de infeccion por el VHB entre los participantes del estudio fue relati-
vamente alta (73/86; 85%), cabe la posibilidad de que dicho resultado pueda ser
debido a un sesgo selectivo [175].

En nuestro trabajo, el presentar infeccion virica activa en el momento
de la intervencion quirudrgica se relacioné de forma independiente con la sobre-
expresion molecular de g-catenina, siendo el riesgo de presentar niveles elevados
de esta proteina en los pacientes con infeccion virica activa en el momento de la
intervencion quirdrgica de 8.069 veces con respecto a los que no la presentaron
(p=0.024; HR 8.069, IC 95% 1.311-49.663). No obstante, esta categoria incluye pacien-
tes con infeccion activa de VHC, VHB y VIH; manteniéndose activa en 9 pacientes
de 18 (50%), en 1 paciente de 8 (10%) y en un unico paciente (100%) para estos tipos
virales, respectivamente.
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6.4. RELACION ENTRE EL INDICE NEUTROFILOS/
LINFOCITOS Y LA EXPRESION DE DE g-CATENINA

La respuesta inflamatoria sistémica tiene un papel importante en la car-
cinogénesis, provocando un aumento de las citoquinas y de los medidores infla-
matorios, lo que predispone a que las células cancerigenas proliferen mediante
la promocion de la angiogénesis, el dafno al ADN y la inhibicion de |la apoptosis
[177]. La activacion de una respuesta inflamatoria sistémica puede detectarse en-
tre otros parametros mediante el INL [178].

Diversos estudios han senalado la elevacion del INL como factor pronds-
tico de supervivencia en el cancer colorrectal [179], el cancer gastrico [180] y en el
cancer de ovario tanto de tumor primario [181] como de carcinomatosis peritoneal
[182]. En el caso del CHC, este indice también se ha relacionado con el prondstico
de los pacientes en aquellos que son sometidos a reseccion curativa [183], qui-
mioembolizacion arterial transcateter [184], RFA [185] y TH [186].

El metaanalisis de Wang et al., cuyo objetivo fue evaluar el factor pronds-
tico del INL preoperatorio en pacientes con CHC a los que se les realizaba hepa-
tectomia, reveld que un INL preoperatorio alto tenia una estrecha relacion con una
menor SG (p<0.00001, HR 1.52; IC 95% 1.37-1.69), presentando estos estudios una
buena homogeneidad (p=0.14, 12=30%). Asi mismo, un INL preoperatorio elevado
correlaciond con una peor SLE con respecto a indices bajos (p< 0.0000T; HR 1.50;
IC 95% 1.35-1.67). De igual manera, la homogeneidad en estos analisis fue buena
(p=0.20, 12=29%). Los valores de corte del INL oscilaron entre 1.505 y 5.00. En base a
ello, cinco y tres estudios consideraron 2.81y 2.00 como valores de corte [183].

En el metaanalisis de Xu et al., en el que se valoro el INL preoperatorio
en pacientes con CHC sometidos a TH, el valor de corte oscilé entre 2.3y 6,0. Con
respecto a la SG, un elevado INL pretratamiento se relaciond con una peor SG con
respecto a los pacientes con un indice bajo (p=0.002; HR 2.22; IC 95% 1.34-3.68). No
obstante, se objetivd una importante heterogeneidad dentro de estos estudios
(p=0.00001, 12=85%). En cuanto a la SLE, un INL elevado se relaciono de igual forma
con una peor SLE (p=0.0T; HR 2.5T; IC 95% 1.22-5.15) en condiciones de estudio de
una heterogeneidad significativa (p<0.00001, 12=86%) [186].

En nuestro estudio, hemos identificado en el analisis de SLE que el INL
se relaciono de forma independiente con la SLE en los pacientes tratados de CHC
(p=0.019; HR 0.333, IC 95% 0.132-0.838). Asi mismo, objetivamos que dicho indice
también se relaciona de forma independiente no sélo con la sobreexpresion mo-



lecular de g-catenina (p=0.021; HR 0.306, IC 95% 0.112-0.837), sino también cuan-
do sus niveles de expresion se encuentran reprimidos (p=0.092; HR 0.149, IC 95%
0.016-1.367).

Continuando el analisis de este marcador, si analizamos |la expresion de
p-catenina dentro del conjunto de los posibles factores que puedan influir en la
SLE, resulta queda excluida en el analisis multivariante. No obstante, al recodifi-
carla como sobreexpresion objetivamos que se comporta como un factor inde-
pendiente para la SLE (p=0.023; HR 3.938, IC 95% 1.207-12.845).

Teniendo en cuenta estos hallazgos, consideramos oportuno combinar-
los para ver como influian en su conjunto con respecto a la SLE. Objetivamos que
un INL alto actua como un factor potenciador cuando tiene lugar simultaneamen-
te con la sobreexpresion molecular de g-catenina, empeorando asi la SLE de los
pacientes. Este hecho, reafirma que la desregulacion de la expresion de g-catenina
esta implicada en procesos carcinogénicos en el CHC, de acuerdo con los resul-
tados obtenidos por otros grupos de investigacion. Como dato novedoso de este
estudio, hemos confirmado que su combinacidon con otros factores, en este caso
el INL (directamente implicado en la respuesta inmunoldgica) puede aumentar la
predictibilidad a la hora de estimar la SLE de los pacientes con CHC.

El punto de corte del INL a partir del cual hemos considerado si su nivel
es alto o bajo ha sido establecido en 2.3625 (sensibilidad 0.308, especificidad 0.68).
A pesar de que el area bajo la curva es de 0.35], el valor se encuentra dentro del
rango de valores descrito en otros estudios que relacionan el INL como factor pro-
nostico en pacientes tratados de CHC [183,186].
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6.5. RELACION ENTRE LA EXPRESION DE TAZ
Y LAS VARIABLES ESTUDIADAS

La via de senalizacion Hippo tiene un papel fundamental en el control
del crecimiento y se encuentra conservada en todo el reino animal. Asi, participa
en el control del crecimiento de los 6rganos, en la funcion de las células madre,
en la regeneracion y en la supresion de tumores. De hecho, la via Hippo esta des-
regulada con gran frecuencia en muchos tipos de canceres, lo que sugiere que
la alteracion de la senalizacion de Hippo esta estrechamente relacionada con el
inicio y/o la progresién de los tumores [187].

La funcion principal de la via Hippo es regular negativamente la actividad
del factor de transcripcion asociado a Yes (Yes-Associated Protein, YAP) asi como
del coactivador transcripcional con unién al dominio PDZ (TAZ), ambos coacti-
vadores transcripcionales homologos principales intermediarios moleculares de
esta via. Como coactivadores transcripcionales, YAP/TAZ no pueden unirse al ADN
directamente y deben interactuar con factores de transcripcion de union al ADN
(Transcriptional Enhanced-Associated Domain, TEAD) para regular la expresion de
sus genes diana [187,188]. Cuando la via Hippo esta desactivada, YAP/TAZ se fosfo-
rilan por quinasas de la familia Last (Last1/2), se translocan al nlcleo y forman un
factor transcripcional hibrido funcional con TEADs para activar genes pro-prolife-
rativos y pro-supervivencia, permitiendo asi la proliferacion celular y evitando la
muerte celular [189].

En el estudio de Hagenbeek et al. se mostro, empleando higado de raton,
gue la sobreexpresion de la forma activa de TAZ induce una importante infiltra-
cion de células mieloides y la secrecion de citoquinas proinflamatorias a través de
un mecanismo dependiente de TEADSs, estableciendo, por tanto, un vinculo entre
la actividad de TAZ y las respuestas inflamatorias que influyen en el desarrollo de
tumores hepaticos [190].

En relacion a la expresion de TAZ y a las caracteristicas clinico-patolégi-
cas de los pacientes tratados de CHC, el estudio de Guo et al. correlaciond la ex-
presion de este factor con el tamano tumoral, con el estadio TNM, con la presencia
de metastasis ganglionares o a distancia, con la diferenciacion histoldgica y con
la recidiva tumoral [191]. En nuestro estudio, hemos observado en el analisis uni-
variante de factores clinico-patoldgicos que estan relacionados con la sobreexpre-
sion molecular de TAZ, existiendo una tendencia general a peores resultados en
pacientes con sobreexpresion con respecto a aquellos en los que TAZ no variaba o
se encontraba reprimido. Por otro lado, tanto en el analisis univariante para la so-
breexpresion molecular de TAZ como en el analisis multivariante para la represion
molecular de TAZ, el tamano tumoral, la suma de los tamanos tumorales, el INL,



el IPLy el lIS, se encontrd una relacion estadisticamente significativa con ambos
niveles de expresion molecular, siendo el IPL el unico factor relacionado con la
represion molecular de TAZ en el analisis multivariante (p=0.024; HR 1.025, IC 95%
1.003-1.047), lo que reafirma la idea anteriormente expuesta de que la expresion de
TAZ y la respuesta inflamatoria estan vinculadas en el desarrollo del CHC.

En cuanto al papel pronodstico de TAZ en el CHC, el estudio de Xiao et al.
mostro que los tejidos de CHC con alta expresion de TAZ presentaban una peor SG
(p=0.001) con respecto a los tejidos no tumorales; las tasas de SG a 1,3y 5 anos fue-
ron de 64.8, 29.6 y 23.8%, respectivamente, mientras que las tasas de los pacientes
con baja expresion de TAZ fueron del 82.8, 72.4% y 66.8%, respectivamente [192].
En nuestro estudio, no hemos podido determinar que TAZ influya en la SG nien la
SLE en los pacientes con CHC tratados.

A pesar de que los resultados de nuestro estudio no son aun concluyen-
tes, en vista a los resultados anteriormente expuestos, proponemos que la expre-
sion de TAZ presenta propiedades oncogénicas potenciales en la hepatocarcino-
génesis.
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6.6. LIMITACIONES Y PERSPECTIVAS DE
FUTURO DE LA INVESTIGACION

La limitacion fundamental de nuestro estudio es el tamafno muestral, a
pesar del periodo de tiempo de recopilacion, las muestras recolectadas no han
sido suficientes para confirmar aquellos hallazgos de prondstico molecular obje-
tivados en otros estudios. Entre ellos, la correlacidon entre YAP/TAZ asi como la re-
lacion entre la expresion de TAZ o la expresion de p-catenina con la supervivencia
de los pacientes. También hemos tenido limitaciones para comparar los hallazgos
moleculares con aquellos factores pronosticos que a dia de hoy estan establecidos
en el CHC, especificamente, la invasion vascular.

Otra de las limitaciones que presenta este estudio es la variabilidad de
tratamientos que han recibido los pacientes, lo que, sumado a la limitacion del ta-
mano muestral, no nos ha permitido realizar un analisis exhaustivo por subgrupos
de tratamiento, lo que sin duda aportaria mas informacion sobre la expresion de
los marcadores analizados a nivel molecular y sobre su prondstico segun el trata-
miento recibido.

No obstante, a pesar de las limitaciones, los hallazgos alcanzados permi-
ten confirmar el potencial que presenta esta linea de investigacion para trabajos
futuros.

Como punto positivo a destacar en el diseno de nuestro trabajo, se trata
de un estudio en el que las muestras estan apareadas, de manera que los hallaz-
gos moleculares surgen de la comparacion de tejido no tumoral y tejido tumoral
en un mismo paciente, disminuyendo asi la variabilidad en los resultados molecu-
lares y siendo estos hallazgos comparables a nuestra poblacion.

Por ultimo, consideramos que éste es un estudio novedoso, ya que com-
bina la expresion molecular con los hallazgos clinicos de los pacientes. El estable-
cimiento de esta conexion entendemos que facilitara el estudio de la enfermedad
en su conjunto. De esta forma, completando este proyecto podremos, en un futu-
ro, ofrecer al paciente el mejor tratamiento, fundamentado el manejo del pacien-
te en un algoritmo individualizado basado tanto en parametros de expresion mo-
lecular como en parametros clinico-patologicos. La continuacion de esta linea de
investigacion nos permitird precisar estas conexiones, asi Como incorporar NUevVos
parametros al mapa clinico-molecular del paciente.
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El grado de diferenciacion tumoral pobre o indiferenciado se relacio-
na de forma directa con la sobreexpresion molecular de AhR, por tanto, la sobre-
expresion molecular de AhR puede estar implicada en la progresion tumoral y en
el pronostico del CHC.

Existe una importante correlacion entre los niveles de g-catenina y los
parametros patoldgicos como es el tamano tumoral, el INLy la infeccidn virica ac-
tiva.

La sobreexpresion molecular de pg-catenina se relaciona con una peor
SLE y su combinacion con un INL alto empeora este prondstico.

La expresion de TAZ presenta propiedades oncogénicas potenciales
en la hepatocarcinogénesis dada la relacion objetivada en este estudio con el ta-
mano tumoral, la suma de los tamanos tumorales, el INL, el IPLy el IIS.
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9.1. ANEXO |. TABLA DE ANTICUERPOS

PRIMARIOS
Anticuerpo Dilucion Casa Referencia Anticuerpo Tiempo
primario comercial secundario incubacién
AhR 11000 Enzo BML-SA210- Conejo Overnight 14h
0100
B-Catenina 11000 BD 610153 Ratén Overnight 14h
Biosciences
YAP 1:1000 NOVUS NB-110-58358 Conejo Overnight 14h
TAZ 11000 NOVUS NB-110-58359 Conejo Overnight 14h

9.2. ANEXO Il. TABLA DE ANTICUERPOS
SECUNDARIOS

Anticuerpo Diluciéon Casa Referencia Tiempo
secundario comercial incubacién
YRDye 800CW 1:15000 LI-COR 926-32211 45 minutos en
Goat anti-Rabbit oscuridad
YRDye 680RD 1:10000 LI-COR 926-68070 45 minutos en
Goat anti-Mouse oscuridad
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