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Abstract

Background: Hepatocellular carcinoma (HCC) represents more than 90% of
primary liver cancers and is a major health problem. Every year more than 6.7 million
deaths and 10.9 million new cancer cases were diagnosed. Early detection of HCC
still is difficult due to the lack of adequate biomarkers that show high sensitivity and
specificity. Currently, alpha-fetoprotein (AFP) is the most commonly used biomarker,
but only 50-70% of patients affected by HCC have high levels of AFP, which is also
difficult to distinguish HCC early stage of other diseases. The SerpinB3, the squamous
cell carcinoma antigen (SCCA) is overexpressed in liver cancer and circulating SCCA-
IgM complexes have been described in patients with HCC. Current screening
programs for all cirrhotics are controversial and a personalized screening is an unmet
need in the precision medicine era.

Aim: To know long-term predictive accuracy of SCCA and SCCA-IgM alone or
together with AFP in early diagnosis of HCC. To determine the role of SCCA-IgM
predicting long-term appearance of HCC.

Methods: After a systematic review of the relevant studies, the sensitivity,
specificity, positive and negative likelihood ratios, diagnostic odds ratio (DOR) and
area under curve (AUC) for the diagnosis of HCC were pooled using bivariate meta-
analysis. Hierarchic summary receiver operating characteristic curves were used to
summarize the overall test performance. Bivariate boxplots were used to confirm
whether the threshold effect existed. A Fagan nomogram was used to assess the
clinical utility. Heterogeneity was explored by sensitivity analysis, univariable meta-

regression and subgroup analysis.

Patients: Two-hundred and three cirrhotic patients (Child A74.9%, B 21.2%, C

3.9%) were followed-up prospectively every six months to screen HCC by ultrasound



and AFP according to EASL guidelines. The estimation cohort was obtained from
Italy (30.5%; 62/203) and validation cohort from Spain (69.5%; 141/203). Patients
underwent to evaluate SCCA-IgM by ELISA (Hepa-IC, Xeptagen, Venice, Italy).
Patients were followed-up for 60 months, being censored at the time of the

appearance of HCC.

Results: Eleven studies that had HCC diagnosis as their purpose were
ultimately included in the quantitative analysis. The summary estimates were as
follows: SCCA [AUC: 0.80 (95% CI: 0.76 - 0.83)] and SCCA-IgM [AUC: 0.77 (95%
Cl: 0.74 - 0.83)] demonstrated similar diagnostic performance, while a combination
of AFP and SCCA-IgM had an AUC of 0.90 (95% CI: 0.87 - 0.92) and a DOR of
22.87 (95% CI: 8.38 — 62.40). Meta-regression showed that patient selection, cut-off
values, reference standards and tumor biopsy as the diagnostic method significantly
influenced the heterogeneity of the included studies. There were 10.8% and 23.1%
of two- and five-year follow up of HCC development. Patients with HCC showed
higher levels of SCCA-IgM than those without it (425.72 + 568.33 AU/ml vs. 195.93 +
188.40 AU/ml, p = 0.009) during the five-year follow-up. In multivariate analysis, after
adjusting by age, sex and AST, the following factors were independently associated
with HCC: SCCA-IgM (HR 1.001 95% CI 1.000 - 1.002; p = 0.003), AFP (HR 1.028
95% C11.009 - 1.046; p = 0.003) and creatinine (HR 1.564 95% CI 1.151 - 2.124; p
= 0.004). The log-rank test of the combination resulted in a 7.488 (p = 0.024) in the
estimation cohort and 11.061 (p = 0.004) in the validation cohort, and 100% of
correctly classified rate in both cohorts to identify low-risk group patients in two-year

of follow-up.

Conclusion: Both SCCA and SCCA-IgM showed a moderate diagnostic



accuracy for HCC screening; the combination of SCCA-IgM and AFP is the best
diagnostic option. We have constructed a predictive model based on the combination
of SCCA-IgM and AFP that enhanced the predictive value for detecting HCC
followed by tailored HCC surveillance for individual patients, especially to identify

patients with low-risk.



Resumen

Antecedentes: El carcinoma hepatocelular (CHC) representa mas del 90% de
los canceres primarios de higado y constituye un problema de salud mundial. La
deteccion temprana de CHC todavia es dificil debido a la falta de biomarcadores
adecuados que muestren una alta sensibilidad y especificidad. En la actualidad, la
alfa-fetoproteina (AFP) es el biomarcador mas utilizado, pero solo el 50-70% de los
pacientes afectados por CHC presentan niveles elevados de AFP. El antigeno de
carcinoma de células escamosas (SCCA) se sobre-expresa en el cancer de higado e
inmuno-complejos circulantes SCCA-IgM se han descrito en pacientes con CHC. El
actual programa de vigilancia de CHC recomendado por la guia de practica clinica
"one-size fits all" para la deteccidén temprana de tumores es controvertido en la era de
la medicina de precision.

Objetivos: 1) Realizamos un meta-analisis para evaluar el rendimiento
diagnostico de SCCAy SCCA-IgM y de ambos combinados con alfa-fetoproteina.

2) Validamos el papel de la SCCA-IgM en la prediccion del riesgo de hepatocarcinoma
a largo plazo en pacientes con cirrosis hepatica.

Métodos: Después de una revision sistematica de los estudios pertinentes, se
combinaron la sensibilidad, la especificidad, las razones de verosimilitud positiva y
negativa, la odds ratio de diagndstico (DOR) y el area debajo de la curva (AUC) para
el diagnostico de CHC mediante el meta-analisis bivariado. Las curvas caracteristicas
operativas del receptor resumido jerarquico se usaron para resumir el rendimiento
general de la prueba. Los diagramas de caja bivariados se usaron para confirmar si
el efecto umbral existia. Se utiliz6 un nomograma de Fagan para evaluar la utilidad
clinica. La heterogeneidad se explor6 mediante analisis de sensibilidad, meta-

regresion univariante y analisis de subgrupos.



Pacientes: Se incluyeron 203 pacientes cirréticos (Child A 74,9%, B 21,2%, C
3,9%) seguidos prospectivamente cada seis meses para detectar el CHC por
ultrasonido de acuerdo con las guias EASL. La cohorte de estimacion se obtuvo de
Italia (30,5%; 62/203) y la cohorte de validacion de Espafa (69,5%; 141/203). Los
pacientes fueron sometidos a evaluacion de SCCA-IgM por ELISA (Hepa-IC,
Xeptagen, Venecia, Italia). Los pacientes fueron seguidos durante 60 meses, siendo
censurados en el momento de la aparicion del CHC.

Resultados: Once estudios que tenian el diagndstico de CHC como objetivo
principal se incluyeron finalmente en el anadlisis cuantitativo. Las estimaciones
resumidas fueron las siguientes: SCCA[AUC: 0,80 (IC 95%: 0,76-0,83)] y SCCA-IgM
[AUC: 0,77 (IC 95%: 0,74-0,83)] mostraron un rendimiento diagndstico similar,
mientras que una combinacion de AFP y SCCA-IgM tuvieron un AUC de 0,90 (IC del
95%: 0,87-0,92) y un DOR de 22,87 (IC del 95%: 8,38 - 62,40). La meta regresion
mostréo que la seleccion del paciente, los valores de corte, los estandares de
referencia y la biopsia tumoral como método de diagndstico influyeron
significativamente en la heterogeneidad de los estudios incluidos. Hubo un 10.8% y
23,1% de desarrollo de CHC a dos y cinco afos de seguimiento. Los pacientes con
CHC mostraron niveles mas altos de SCCA-IgM que los que no (425,72 + 568,33 AU
/ ml frente a 195,93 £ 188,40 AU / ml, p = 0,009) durante el seguimiento de cinco afos.
En el analisis multivariado, después de ajustar por edad, sexo y AST, los siguientes
factores se asociaron independientemente con CHC: SCCA-IgM (HR 1,001 IC 95%
1,000 - 1,002; p = 0,003), AFP (HR 1,028 IC 95% 1,009 - 1,046; p = 0,003) y creatina
(HR 1,564 I1C 95% 1,151 - 2,124; p = 0,004). La prueba de log-rank de la combinacion

mostré un valor de 7,488 (p = 0,024) en la cohorte de estimacién y 11,061 (p = 0,004)



en la cohorte de validacion y una tasa del 100% de pacientes correctamente
clasificados al identificar el grupo de bajo riesgo a dos anos de seguimiento.

Conclusién: Tanto los niveles de SCCA como de SCCA-IgM mostraron una precision
diagndstica moderada para el cribado de CHC; la combinacién de SCCA-IgM y AFP
es la mejor opcion de diagnostico. SCCA-IgM podria representar un nuevo
biomarcador para CHC a largo plazo. Hemos construido un modelo predictivo de la
combinacion de SCCA-IgM y AFP que mejoré el valor predictivo para detectar CHC
seguido de una vigilancia de CHC adaptada para pacientes individuales,

especialmente para identificar pacientes con bajo riesgo.
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Abreviaturas

AASLD: asociacion americana para el estudio de las enfermedades hepaticas.

AFP: alfa-fetoproteina.
AFU: Alfa-fucosidasa.

ALT: alanina transaminasa.

APASL: asociacion asiatica del pacifico para el estudio del higado.

AST: aspartato aminotransferasa.

AUC: area debajo de la curva.

BCLC: sistema de estadificacion Barcelona Clinical Liver Cancer.

CHC: carcinoma hepatocelular.

CLIP: Programa ltaliano de Cancer del Higado.

DOR: odds ratio de diagnostico.

DM: diabetes mellitus.

DPR: tasa positiva diferencial.

EASL.: asociacion europea para el estudio del higado.

ECO: ecografia.

ELISA: ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas.

FN: falsos negativos.

FP: falsos positivos.

GGT: y-glutamyl transferasa.

GP73: Golgi protein 73.

GPC3: Glypican-3.

HBeAg: antigeno positivo de la hepatitis B.
HBsAg: antigeno de superficie de la hepatitis B.

HCRZ2: gen de la carbonil reductasa 2 humana.
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HGF: factor de crecimiento de hepatocitos.

HSP: Proteina de choque térmico.

HSROC: curvas de caracteristicas operativa del receptor jerarquico resumen.
IC: intervalo de confianza.

IMC: indice de masa corporal.

JIS: sistema de estadificacion Integrada de Japédn.

LCA: Lectina de Lens culinaris.

LR+: razdn de probabilidad positiva.

LSM: medicidn de la rigidez hepatica.

MiIARN: microARN.

NAFLD: enfermedad por higado graso no alcohdlico.

PIVKA: proteina inducida por la ausencia de vitamina K.

PLR y NLR: ratios de probabilidad positivos y negativos calculados.
QUADAS-2: evaluacion de calidad para estudios de precision diagndstica.
RM: resonancia magnética.

ROC: curva caracteristica de funcionamiento del receptor.

RSL: bucle de sitio reactivo.

SCCA (SERPINB): antigeno del carcinoma de células escamosas.
SCCA-IgM: Inmunocomplejo SCCA.

sROC: curva caracteristica operativa del receptor de resumen tradicional.
TACE: quimioembolizacion arterial transcatéter.

TAG-72: glucoproteina asociada a tumor 72.

TC: tomografia computerizada.

TMB: 3,3’,5,5’ tetrametilbenzidina.

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa.
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VHC: virus de la hepatitis C.
VHB: virus de la hepatitis B.
VN: verdaderos negativos.

VP: verdaderos positivos.
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1. INTRODUCCION



1.1 Cirrosis

1.1.1 Cirrosis

La cirrosis es el estadio final de todas las enfermedades hepaticas crénicas
progresivas. Es un proceso difuso caracterizado por la pérdida de parénquima
hepatico, formacion de septos fibrosos y de nédulos de regeneracion que causan la
distorsion de la arquitectura hepatica normal y una alteracion de la anatomia de la
vascularizacion hepatica y de la microcirculacion.! La cirrosis hepatica es una causa
mayor de morbilidad y mortalidad en Europa y Estados Unidos. Es la cuarta causa
mas comun de muerte en adultos en todo el mundo vy la principal razén de mas de

5.500 trasplantes de higado en Europa cada afio.?

1.1.2 Etiologia

Las causas principales de la cirrosis en los paises occidentales son la infeccién
por el virus de la hepatitis C (VHC), el abuso del alcohol y, cada vez mas, la
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés).3 En el
Africa subsahariana y en la mayor parte de Asia, la infeccién por el virus de la hepatitis
B (VHB) representa la causa mas comun de cirrosis. Aproximadamente, el 40-60% de
los casos en Europa y Norteamérica son debidos al abuso de alcohol y al higado
graso no alcohdlico, mientras que el 25-30% es el resultado de la hepatitis crénica
virica.! En el mundo se calcula que alrededor de 170 millones de personas tienen
hepatitis cronica por el VHC, y cerca del 20-30% de los pacientes presentara cirrosis
en 20-30 afos de evolucion.? Aproximadamente un tercio de la poblacion en el mundo
tiene evidencia seroldgica de infeccion por el VHB pasada o presente, y alrededor de

350 millones estan infectados cronicamente, especialmente en paises



subdesarrollados.* La prevalencia de esta enfermedad hepatica avanzada es dificil
de evaluar y probablemente mayor que la reportada, porque las etapas iniciales son
asintomaticas hasta que se produce una descompensacion clinica de la cirrosis, por

lo que el trastorno a menudo no se diagnostica.®
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Figura 1. Etiologia de la cirrosis hepatica.

La fibrosis es una respuesta comun del higado a la lesién crénica producida por
una variedad de agresiones como enfermedades metabdlicas, infecciones virales,
abuso en la ingesta de alcohol, drogas y ataque autoinmune a los hepatocitos,
conductos biliares, o anormalidades congénitas. En el higado fibrético, los
componentes de la matriz extracelular son similares a los presentes en el higado
normal solo que incrementados cuantitativamente, por el desarrollo de la fibrosis.® Los
siguientes mecanismos fisiopatolégicos son importantes en el desarrollo de cirrosis
hepatica de cualquier etiologia: a) necrosis o lisis de hepatocitos con pérdida del

parénquima hepatico e inflamacion; b) fibrogénesis (depdsito de matriz extracelular);



c) cambios en el crecimiento celular (hiperplasia, regeneracion) y d) alteraciones

vasculares y circulatorias.’

1.1.3 Definicion de cirrosis

La cirrosis hepatica se define mediante los siguientes parametros combinados:
(1) puntuacion superior a 2 segun la relacién aspartato aminotransferasa (AST) a
plaquetas (APRI) mediante la formula: [AST / limite superior normal] / recuento
plaquetario (109 / L ) 100,” (2) evidencia ultrasonografica de higado de tamario
pequeno con y sin esplenomegalia / ascitis y (3) nivel de albumina menor de 35g /L
sin otras causas identificables de hipoalbuminemia como pérdida renal o pérdida

gastrointestinal.

1.1.4 Clasificacion

La cirrosis hepatica se caracteriza por una fase asintomatica, denominada
cirrosis compensada, de duracion variable. En esta fase los pacientes pueden llegar
a tener hipertension portal y varices esofagicas. Los factores prondsticos de
mortalidad que se identifican con una mayor frecuencia en esta fase compensada
estan relacionados con la presencia de hipertensién portal (recuento de plaquetas,
tamafio del bazo o presencia de varices).®® El prondstico con respecto a la
supervivencia marcadamente empeora con una supervivencia al afo y a los dos afios

del 61y el 50%, respectivamente, y una supervivencia a los 10 afios del 7%.°



* la ausencia de varices esofagicas y de asciis.

= martalided < 1% por afo.

= una tasa acurmulada del 11.4% por afo, 7% debido al desarrolio de varices y 4,4% debido al
desarrolle de ascitis (con o sin varicas).

= presencla de varices esofégicas sin ascitis y sin sangrado.

= mortalidad = 3,4% por aflo.

= Dasarrollar ascitis = 6,6% por afo.

(=Ll Al - hemorragia por varicas antes o desarrollo da ascitis = tasa 4% por aho.

- presencla de ascitis con o sin varices esofégicas en un paclents que nunca ha sangrado.
= Mortalidad = 20% por alfio.
= hemarragia por varicas = ¥,6% por aflo.

= hemarragia digestiva por varices con o sin ascitis.
= mortalidad = 57% por afio

Figura 2. Estadios clinicos de cirrosis con diferente pronéstico.

1.1.5 indices pronésticos usados en la practica clinica en cirrosis

En los ultimos cincuenta afos se han desarrollado diversas herramientas
clinicas con este proposito. Una de las mas conocidas y utilizadas es la escala de
Child-Pugh, disefada en 1964 por Child y Turcotte y posteriormente modificada por
Pugh. Un estadio A de Child-Pugh refleja la funcién hepatica bien preservada, un
estadio B indica disfuncion hepatica moderada con una expectativa de vida mediana
de aproximadamente 3 afios y una puntuacioén C refleja una disfuncion hepatica grave
con una esperanza de vida de aproximadamente 1 afio.® Hace una década,
investigadores de la Clinica Mayo en Estados Unidos desarrollaron el sistema de

puntuacion de MELD.

1 punto 2 puntos 3 pontos
Bilirrubina (mg/dl) <2 2-3 >3



AlbGmina (g/dI) >3,5 2,8-3,5 <28

INR <1,7 1,7-2,3 >2,3

Ascitis Ausente Responde Ascitis
diuréticos refractaria

Encefalopatia Ausente Grando 1-2 Grado 34

Tabla 1. La puntuacién de Child-Pugh (5-15 puntos) es el resultado de la suma
de la puntuacion de cada una de las 5 variables. De esa forma se determina:
Child A: 5-6 puntos; mortalidad 0% a 1afo y 15% a los 2 anos; Child B:7-9
puntos;mortalidad 20% a 1 aino y 40% a los 2 anos; Child C: 10-15 puntos;
mortalidad 55% a 1 ano y 65% a los 2 ainos).

indice de M Mortalidad a los 3 meses
<9 1,9%

10-19 6%

20-29 19%

30-39 52,3%

>40 71,3%

Tabla 2. Indices del MELD = 9,57 Ln (creat, mg/dl) + 3,78 Ln (Bil, mg/dl) + 11,2 Ln
(INR) + 6,43. Datos tomados de Wiesmar R.

Las caracteristicas del indice MELD y su amplio uso en la asignacion de 6érganos
para trasplante hepatico han determinado que sea hoy considerada la mejor
herramienta para estimar el pronéstico a corto plazo de los pacientes con cirrosis. 011
El indice MELD ha sido validado en diversas publicaciones de pacientes cirréticos de
diversas etiologias y con diferente grado de gravedad, todos los estudios han
demostrado que el indice MELD puede predecir de manera precisa la mortalidad de
los pacientes cirroticos." Si los pacientes tienen una puntuacién de 15 o mayor, deben
ser referidos a un centro de trasplantes. Los pacientes con una puntuacion de menos
de 15, pero con complicaciones de la cirrosis también deben ser referidos para
evaluacion de trasplante de higado. Es esencial que los médicos de familia persistan
en recomendar a los pacientes con cirrosis abstenerse del alcohol. Sin abstinencia de

alcohol, el trasplante es improbable que se realice.'?"3



1.2 Hepatocarcinoma

1.2.1 Epidemiologia

Los canceres diagnosticados con mayor frecuencia son los de pulmén, mama y
colorrectal, mientras que las causas de muerte por cancer mas frecuentes son las de
pulmén, estomago e higado.'* EI CHC representa mas del 90% de los canceres
primarios de higado.’ Con casi 800.000 nuevos casos anuales y 600.000 muertes
anuales, constituye un problema de salud mundial.’® EL CHC actualmente se
considera que es la sexta neoplasia mas frecuente en el mundo y la tercera causa
mas frecuente de muerte relacionada con el cancer.'® La mayoria de los casos (85%)
ocurre en paises en vias de desarrollo, mientras en paises desarrollados, la incidencia
en general es baja."'® Esto se debe principalmente al hecho de que la mayoria de los
CHC se diagnostican en etapas avanzadas cuando los pacientes no son elegibles
para terapias curativas.' Hay una incidencia creciente del CHC a nivel mundial.
Globalmente, las tasas de incidencia y de mortalidad fueron de 65.000 y 60.240 casos
en Europa y de 21.000 y 18.400 casos en los Estados Unidos, respectivamente, en
2008.'* Se ha informado que su incidencia mundial esta en aumento y se prevé que
excedera un millén de casos por afio para 2025.'® Espana, los Estados Unidos y
Austria se encuentran entre los paises de tasa de riesgo intermedio con TEE de 5 a
10 por 100,000 afos-persona. El sur de Europa presenta una incidencia intermedia:
5-10 por 100.000 habitantes por afio. Para Espana, segun datos de la GLOBOCAN
2008 la tasa de incidencia para este tumor es de 9,6 casos nuevos por 100.000
habitantes/afio para los hombres y 2,5 casos nuevos por 100.000 habitantes/afo para

las mujeres.'s Africa oriental, Europa central y oriental, Europa septentrional y Asia



central y meridional tienen un indice de probabilidad de accidentes cerebrovasculares
de CHC inferior a <5,0 por 100.000 personas-afio.'®

La supervivencia global de los pacientes con CHC es pésima con una
supervivencia a cinco afnos de menos del 15%. Los pacientes con CHC precoz
alcanzan tasas de supervivencia a 5 anos del 70% con reseccién o trasplante,
mientras que aquellos con CHC avanzado tienen una mediana de supervivencia de
menos de 1 afo.'® Debido a la falta de instrucciones efectivas para diagnosticar el
CHC en etapa temprana, el prondstico para CHC es muy pobre con una relacién
general de mortalidad a incidencia de 0,95, lo que indica que la tasa de letalidad del
CHC es muy alta y el numero de pacientes que muere por CHC es casi similar al de

nuevos casos de CHC durante el mismo periodo de tiempo.'8

1.2.2 Vigilancia

La Organizacion Mundial de la Salud define el cribado como la identificacion
presuntiva de una enfermedad o defectos no reconocidos mediante pruebas,
examenes y/o procedimientos que pueden aplicarse rapidamente. La vigilancia ha
sido ampliamente practicada por gastroenterélogos y hepatologos de todo el mundo
y se ha convertido en una practica estandar, a pesar de que las evidencias sobre sus
beneficios no se han establecido claramente.202

El CHC es un trastorno que se presta a la vigilancia, puesto que los individuos
en riesgo pueden ser identificados facilmente debido a la presencia de la hepatitis
virica u otras hepatopatias subyacentes. De hecho, en los paises occidentales, el
CHC aparece sobre una base cirrética en hasta un 90% de los casos.?? Cuando el
CHC causa sintomas la enfermedad suele estar en una etapa avanzada, por lo tanto,

que no es susceptible de tratamiento potencialmente curativo, y generalmente la



muerte se produce en unos pocos meses. De esta manera, el CHC tiene un curso
subclinico prolongado que brinda la oportunidad de una deteccion temprana. Las
lesiones de CHC en etapa temprana son pequefas y frecuentemente curables por
métodos minimamente invasivos.?® Es decir, el prondstico de los pacientes cuyo CHC
se detectd en el cribado es mucho mejor que la supervivencia de aquellos en los que
se diagnostic6 CHC después de la aparicién de los sintomas.?* La utilidad de un
programa de vigilancia para el diagndstico en etapa temprana del CHC, en la practica
clinica se ha demostrado en varios estudios.?>28 Esto suele conseguirse a través de
un diagnéstico temprano (migracidon de estadio) que, a su vez, potencia la
aplicabilidad y la relacion coste efectividad de los tratamientos curativos.?®

Una reduccién de la mortalidad global constituye una variable de valoracién mas
apropiada para evaluar la eficacia de la vigilancia.' Actualmente la vigilancia se basa
en la situacién econdmica de 1992, y se define como rentable si logra una mejora de
3 meses en la supervivencia a un costo inferior a los US $ 50.000 por afio salvado.
La rentabilidad de un programa de vigilancia depende de manera critica®?3': a) la tasa
de CHC detectada incidentalmente; b) incidencia anual de CHC; c) la adopcién del
trasplante como estrategia de tratamiento; y d) la edad de la poblacion diana. El
tiempo de duplicacién del tumor y los hallazgos de los estudios de cohortes indican
que el mejor intervalo de deteccién es de 6 meses.3? La mayoria de los estudios se
realizaron antes de que el trasplante de higado se considerara un tratamiento efectivo
para el CHC temprano. La supervivencia a largo plazo mejora en pacientes que se
someten a un trasplante hepatico para CHC, ya que, el trasplante hepatico no solo se
trata el CHC sino también la cirrosis subyacente.33 Ademas, es importante que el
aumento del riesgo no sea suficiente para que la vigilancia valga la pena; la decision

de ofrecer vigilancia también debe considerar la probabilidad del paciente de recibir



tratamiento si se descubre que tiene CHC. Si la gravedad de la enfermedad hepatica
y/o comorbilidades indica que el tratamiento efectivo es imposible, no hay beneficio
de la vigilancia.3* La asociacién americana para el estudio de las enfermedades
hepaticas (AASLD), la asociacién asiatica del pacifico para el estudio del higado
(APASL) y la asociacion europea para el estudio del higado (EASL) han publicado
guia practica sobre el manejo del CHC."53%36 | as guias de la AASLD establecen que
la vigilancia del CHC es rentable cuando la incidencia anual es del 1,5% o superior

en pacientes con cirrosis.3®

Hombres asiaticos mayores Cirrosis con solo Cirrosis de cualquier

de 40 afos anos etiologia viral etiologia

Mujeres asiaticas mayores de Portadores de VHB no

50 anos cirroticos con hepatitis
activa

Antecedentes familiares de Antecedentes familiares

CHC de CHC

Africa / América edad mayor

de 20 anos

Cirrosis de cualquier etiologia

Tabla 3. Vigilancia del CHC.

Las tres guias recomiendan dos estudios ultrasonograficos al afio para la
vigilancia de CHC en todos los pacientes con cirrosis.'®36 APASL recomienda el uso
de ultrasonografia abdominal y AFP para la vigilancia.3® En contraste, AASLD y EASL
recomiendan la ecografia abdominal sélo debido a la limitada sensibilidad vy
especificidad de los biomarcadores CHC séricos."®36 Esto se basa en el conocimiento
de que casi el 80% de los CHC pequefios no muestran niveles aumentados de AFP y

la sensibilidad disminuye al 25% en tumores menores de 3 cm.?” Interesantemente,
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la sociedad japonesa recomienda aplicar los tres biomarcadores AFP/PIVKA-II/AFP-

L3.38

1.2.3 Diagnéstico

EI CHC es el unico cancer que no requiere confirmacion histoldgica para realizar
un diagndstico.?® Dos de las principales preocupaciones a la hora de realizar la
biopsia son la hemorragia, o la propagacion de las células cancerosas, que pueden
darse en un 0,1-0,01% o un 2,7%, respectivamente?®. EI CHC se diagnostica
actualmente mediante métodos de imagen en la mayoria de casos sin necesidad de
biopsia, ya que presenta un comportamiento radiolégico especifico. Aun asi, la biopsia
sigue siendo un estandar de oro ideal para el diagndstico.'®

Un sistema de estadificacion universal es importante para cualquier tipo de
cancer, no solo para el prondstico, sino también para orientar las decisiones de
manejo, facilitar la comunicacion efectiva entre los médicos tratantes e informar el
disefio de los ensayos clinicos.® Durante las Ultimas décadas se han propuesto varios
sistemas de estadificacion diferentes:

- el sistema de estradificacion Okuda
- el Programa Italiano de Cancer del Higado (CLIP)
- el sistema de estadificacion BC Clinical Liver Cancer (BCLC)
- el estadificaciéon Integrada de Japon (JIS)
- elAJCC
- el sistema quirurgico de estadificacion TNM
- el sistema de estadificacién de Hong Kong.
Generalmente los pacientes que se detectan durante la vigilancia son

asintomaticos y tienen CHC en etapa inicial. Por el contrario, los pacientes
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diagnosticados fuera de la vigilancia generalmente se presentan en etapas
avanzadas con tumores sintomaticos grandes y/o invasion de la vena porta. Los
sintomas incluyen malestar general, pérdida de peso, anorexia, disconfort abdominal
o signos relacionados con la disfuncién hepatica avanzada.?® La estandarizacion del
diagndstico del CHC mediante técnicas no invasivas ha facilitado la aplicacién de
programas de cribado para la deteccion precoz en pacientes con cirrosis hepatica.
Para nddulos mayores de 2 cm se acepta el diagndstico con un solo método de
imagen dinamico o una AFP mayor de 200 ng/ml."® El diagndstico no invasivo se ha
establecido con una sola técnica de imagen en los nodulos de mas de 2 cm que
presentaban la caracteristica radiologica distintiva del CHC y con dos técnicas de
imagen coincidentes para los nodulos de 1-2 cm de diametro (tomografia [TC],
resonancia magnética [RM] y ecografia [ECO] con contraste). Las guias de la AASLD
recientemente actualizadas han propuesto que una sola exploracion de imagen (TC
o RM) que muestre la caracteristica radiolégica distintiva del CHC basta para
diagnosticar los tumores de 1-2 cm de diametro.' La tomografia computarizada (TC)
y la resonancia magnética (RM) en general tienen una alta sensibilidad combinada
(565-80%) y especificidad (70-91%) en el diagnostico de CHC,*' pero funciona mal en
las lesiones inferiores a 2 cm.*? La ECO es otra modalidad de imagen utilizada en el
diagnostico de CHC.#® Si tras 2 afios no se detecta crecimiento se debe volver al

cribado habitual cada 6 meses.

12



Masa/nodulo detectada

por US
<1cm [ 1-2¢ ] [ >2cm ]
Y
Repf)tir la TC de 4 fases/RM con TC de 4 fases o RM con
ecografia a los 4 contraste dinamico contraste dinamico
meses
Y A
~ N Y
Crecimiento Estable 1 0 2 técnicas positivas: carateristicas 1 técnica positiva: carateristicas
radiolégicas distintivas de CHC radiolégicas distintivas de CHC
\, . PAN
> N\ » -
x Si No Si No
—— ¥ X ¥ X
Investigar segun )
el tamano CHC Biopsia CHC Biopsia
—
/
I No concluyente |

G

Figura 3. Diagnéstico del CHC.

En los pacientes con cirrosis hepatica, los nédulos regeneradores pueden ser
dificiles de distinguir del CHC en la ecografia, y la sensibilidad de la ecografia para
detectar el CHC temprano se encuentra en un rango del 32% al 65%.4445 Ademas,
aunque la sensibilidad de las biopsias hepaticas varia entre 70 y 90% para todos los
tamanos de tumor, las lesiones pequefas pueden pasarse por alto, dando un
resultado falso negativo. En los paises en desarrollo, donde la disponibilidad de la
vigilancia por ultrasonido es bastante baja, los marcadores serolégicos para la

vigilancia son de especial interés.*®

1.2.4 Tratamiento

El CHC basado en la clasificacion de BCLC esta respaldada por las guias de
practica clinica europeas y estadounidenses.'>% Este sistema de estadificacion

define cinco subclases de prondstico y asigna tratamientos especificos para cada
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etapa. Cinco tratamientos pueden extender la esperanza de vida de los pacientes con
CHC,; las terapias radicales incluyen reseccién quirurgica, trasplante de higado o
ablacibn  percutanea, mientras que las terapias paliativas incluyen

quimioembolizacion y sorafenib.’

Estadio A-C
Child-Pugh A-B

Estadio 0
Child-Pugh A

Estadio D
Child-Pugh C

Etapa
temprana (A)
unico < 3 Nédulo <3

cm

Etapa
muy inicial (0)
Nédulo unico < 2cm

Terminada (D)

Unico Gnico < 3 Nédulo 3 cm

.

Presion portal
Bilirrubina

¥ X

Enfermedad

Normal Incremental » %
asociada

Supervivencia global > 60 meses \ Supervivencia global: Supervivencia
5-afios supervivencia: 50 - 80% 26 meses global: 11 meses

Tratamiento curativo (30 - 40%) Tratamiento paliativo (50 - 60%)

Figura 4. Tratamiento del CHC.

Enfermedad en etapa temprana

Aproximadamente el 30 - 40% de los pacientes (etapas iniciales 0 y A) son
elegibles para terapias potencialmente curativas: reseccién, trasplante o ablacién
local. Dichos tratamientos pueden proporcionar tasas medias de supervivencia de 50-

80% a 5 afos.?® En pacientes con funcion hepatica preservada, sin evidencia de
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hipertension portal y tumores asintomaticos unicos de menos de 5 cm de diametro, la
reseccion quirurgica ha proporcionado tasas de supervivencia a los 5 afos del 70%,
ha minimizado las complicaciones y reducido la recurrencia,’®364748 tal y como se
confirmé en un reciente meta-analisis.*® Con la mejora de la tecnologia y la
experiencia, la reseccion laparoscopica se utiliza cada vez mas con mejores
resultados iniciales.>°

Del mismo modo, el trasplante de higado para los tumores que cumplen los
criterios de Milan (definidos como un unico tumor de tamafo < 5 cm o hasta tres
nodulos de tamafo <3 cm sin invasion vascular) tienen una supervivencia a 5 afios
de casi el 74%.47-51 Otro estudio reciente publicd que las tasas de supervivencia global
se aproximan al 75% a los 4 afios y la recurrencia tiene lugar en 8-15% de todos los
receptores de injerto que cumplen los criterios de Milan.52%3

En pacientes con CHC en etapa inicial o intermedia (BCLC 0-B) que no son
candidatos para cirugia, la ablacion con radiofrecuencia ha demostrado una tasa de
supervivencia a 5 afos del 50 al 70%."5 El tamafio del tumor (3-4 cm), el nimero (<3
tumores) y la ubicacion (accesible con guia ecografica) limitan la aplicabilidad de la
ablacion tumoral percutanea.>* Por la limitacion de la ablacion percutanea, la
radiofrecuencia es la terapia ablativa estandar en las primeras etapas de la
enfermedad, ya que proporciona mejores resultados que el etanol.’®% Tasas de
supervivencia a cinco afos después del promedio de ablacion por radiofrecuencia al
60%.%° Sin embargo, todos los estudios informan una tasa mas alta de recidiva local

para la RFA que para la reseccion.®’

Enfermedad en etapa intermedia
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Se recomienda a los pacientes con CHC de etapa intermedia (BCLC B)
(enfermedad multinodular, funciéon hepatica conservada y la ausencia de sintomas
relacionados con el tumor, invasién vascular y diseminacion extrahepatica) la
quimioembolizacion en forma de quimioembolizacién arterial transcatéter (TACE). La
estadificacion de BCLC propone la TACE como la base del tratamiento en este grupo,
pero los estudios han demostrado que los pacientes con CHC de etapa intermedia
con tumores grandes localizados aln pueden ser elegibles para la reseccion®8 y
trasplante hepatico®®. La TACE implica la inyeccion secuencial, en una o mas ramas
de la arteria hepatica, de farmacos quimioterapéuticos (doxorrubicina, mitomicina C,
cisplatino o sus combinaciones) cargados en particulas o emulsionados en Lipiodol
(un agente de contraste oleoso que se retiene selectivamente en los nédulos CHC )
y embolizaciéon de particulas que interrumpen el flujo sanguineo.%'-62 La terapia con
TACE ha llevado a tiempos de supervivencia medios actuales entre 26 y 40 meses en

centros derivados.83.64

Enfermedad en etapa avanzada

El sorafenib, un inhibidor de tirosina kinasa multiple, fue capaz de aumentar
sustancialmente la supervivencia en pacientes con CHC en etapa avanzada (BCLC
C) de 7,9 meses a 10,7 meses.® El tratamiento con quimioterapia sistémica y terapias
antiestrogenas ha demostrado ser ineficaz en el CHC. Llovet, 2003 #10593} El
sorafenib ha demostrado lograr un aumento absoluto en la supervivencia media de 3
meses.5566

Desde hace décadas, el CHC se diagnostica comunmente en las etapas
avanzadas de la enfermedad cuando el sujeto presenta sintomas o ha experimentado

deterioro en la funcion hepatica. El tratamiento en esta etapa no es viable y en la
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mayoria de los casos, el diagnostico de CHC en el contexto de la cirrosis del higado
se considero terminal. En los ultimos afnos, a causa de la utilizacion de programas de
deteccién temprana, el CHC se diagnostica en las primeras etapas cuando todavia

es posible aplicar tratamientos eficaces.®’

1.2.5 Métodos predictivos (no biomarcadores)

1.2.5.1 Factores de riesgo

Se ha demostrado que factores clinicos como la infeccion crénica con virus de
la hepatitis, el abuso del alcohol, la cirrosis, el sexo masculino, el envejecimiento, la
obesidad y la diabetes mellitus son factores de riesgo para el desarrollo de CHC. De
hecho, aproximadamente el 90% de los CHC se asocian a un factor de riesgo
subyacente conocido.'® Los factores se pueden clasificar como factor de riesgo del

paciente y factor viral (tabla).

Factor riesgo del paciente Mayor edad
Sexo hombre
Historia familia de CHC
Factor genético
Cirrosis
Fumar
Consumo de alcohol
Diabetes Mellitus
Obesidad
Aflatoxina

Factor viral Alto nivel del VHB ADN
hepatitis B e positivo antigeno
VHB genotipo
VHB mutation

Nivel de antigeno de superficie de la
hepatitis B
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Co-infeccidn con el virus de la hepatitis
C, el virus de la hepatitis D o el VIH

Tabla 4. Factores del riesgo del CHC.

Fundamentalmente afecta a varones mas que las mujeres (relacion varon / mujer =
2.4)."® La incidencia de CHC aumenta con la edad, alcanzando su mayor prevalencia
entre los mayores de 65 afios.68%° Esto puede deberse a que los hombres son mas
propensos a fumar, beber alcohol y tener hepatitis mas activa y mayores reservas de
hierro. Ademas, tanto el estrégeno y los receptores de andrégenos han sido
implicados en la hepatocarcinogénesis a través del incremento de la interleucina-6 y
la kinasa relacionada con el ciclo celular.”®”" En promedio, los familiares de primer
grado de los pacientes con CHC tienen un aumento de 2 veces en la incidencia de
CHC.”? Aunque la observacion puede explicarse en parte por la infeccion por el VHB
y estilos de vidas similares entre los miembros de las familias, estudios gendmicos
recientes han comenzado a desentrafar los cambios genéticos y epigenéticos que
conducen al desarrollo del CHC.”37 Por otro lado, los pacientes con hepatitis B
crénica con obesidad y diabetes también tienen mayor riesgo de CHC.” Esto se
explica en parte por el aumento de la progresion de la fibrosis en pacientes con
sindrome metabdlico.”® Se ha demostrado que la diabetes mellitus, la obesidad, la
dislipemia y el tabaco se asocian a un incremento de muerte relacionada con el
CHC.””"® Pero hay evidencias recientes que respaldan que el tabaquismo constituye
un cofactor claro.8° Ademas, las enfermedades que pueden inducir cirrosis hepatica
tales como hemocromatosis hereditaria, cirrosis biliar primaria, hepatitis autoinmune,

o sindrome metabdlico deben considerarse un factor de riesgo para CHC.
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En Africa y Asia Oriental, la parte mas importante de casos son debidos a la
hepatitis B (60%), mientras que en los paises occidentales desarrollados, solamente
un 20% de los casos pueden atribuirse a la infeccion por el VHB, y la hepatitis crénica
C es en cambio el principal factor de riesgo.’ De manera global, el 54% de los casos
pueden atribuirse a la infeccion por VHB (que afecta a 400 millones de personas en
todo el mundo) mientras que un 31% pueden atribuirse a la infecciéon por VHC (que
afecta a 170 millones de personas), con lo que quedan aproximadamente un 15%
asociados a otras causas. Las infecciones por VHB y VHC incrementan el riesgo de
CHC aproximadamente 20 veces.?' Los estudios han demostrado de que cada afio
aproximadamente un 1%—-8% de los pacientes con cirrosis desarrolla CHC, un 3%—
8% de los pacientes cirréticos con infeccion por VHC y el 2% de los pacientes

cirréticos con infeccién por VHB.82

1.2.5.1.1 Virus de la Hepatitis C.

Los pacientes con cirrosis por VHC tienen una incidencia amplia y creciente a 5
anos del aproximadamente 17% en occidente, mientras que en Japén la incidencia
es del 30%.8% No obstante, el VHC es mas importante para el desarrollo de CHC en
Europa Occidental y Norteamérica. La intensidad de la inflamacién hepatica esta
relacionada tanto con la carga virica como con el genotipo y es la causante de un
proceso crénico de necrosis y regeneracion hepatocelular que puede evolucionar a
cirrosis finalmente a CHC.?* De igual modo, en un reciente meta-analisis, se ha

confirmado que el VHC genotipo 1b aumenta el riesgo de desarrollo de CHC.8°

1.2.5.1.2 Virus de la Hepatitis B.

El VHB afecta a 400 millones de personas en todo el mundo.'® En Africa y Asia

Oriental, la principal causa de cirrosis es la hepatitis B (60%)8®. La terapia antiviral
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puede reducir drasticamente el riesgo de CHC en pacientes cirréticos.87-8° En Asia, la
proporcién de casos de CHC HBsAg positivo es > 50% en China, Taiwan, Corea,
Tailandia, Vietnam y Turquia.®® Los pacientes con antigeno e positivo (HBeAg) y altos
niveles de ADN del VHB tienen un mayor riesgo de CHC. En un estudio poblacional
de 11.893 hombres en Taiwan, el riesgo relativo de CHC fue de 60,2 para aquellos
con hepatitis B HBeAg positivo.®"

Se han descrito diferentes genotipos (A - H) del virus B, basados en una
diferencia de secuencia de nucleétidos de P8% en el genoma viral. Los genotipos A
y D son predominantes en Europa, mientras que los genotipos B y C son mas
prevalentes en Asia.?? Debido a una fase de eliminacién inmunoldgica mas
prolongada y una lesion hepatica prolongada, los pacientes con infeccién por el
genotipo C del VHB son mas propensos a desarrollar cirrosis.®® y tienen un aumento
de 2 a 5 veces en el riesgo de CHC.%4-%

La vacuna contra el VHB se recomienda para todos los recién nacidos y nifios.
Los nifios nacidos de madres con VHB positivo también deben recibir
inmunoglobulina HB. Los adultos con alto riesgo de contraer la infeccién por el VHB
también deben vacunarse.®® En Espafia gracias a las campaiias de vacunacion

masiva, tiene una baja prevalencia.

1.2.5.1.3 Alcohol.

En cuanto al alcohol, si consideramos un consumo de mas de 80 g/dia por un
periodo superior a 10 afios, podria multiplicar por 7 el riesgo de padecer CHC, lo que
se considera responsable del 32% de todos los hepatocarcinomas.®” El abuso cronico

de alcohol (> 40g/d) multiplica entre 10 a 20 la produccién de citocromo oxidasa P450
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que activa la formacién de radicales libres como las nitrosaminas, que tienen accion

carcinogénica.%®

1.2.5.1.4 NAFLD

Un gran estudio europeo encontr6 NAFLD en el 94% de los pacientes obesos
[indice de masa corporal (IMC)> 30 kg/m2], incluyendo el 25% con NASH, y una
prevalencia general de NAFLD en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (DM2) que
oscila desde el 40% al 70%.%° El NAFLD actualmente representa la enfermedad
hepatica mas comun en los paises occidentales.'® E| tema mas preocupante
resaltado por una literatura de rapido crecimiento es la aparicion de CHC en pacientes
con NASH que aun no tienen cirrosis. Por lo tanto, la cantidad de personas con
NAFLD potencialmente en riesgo de desarrollar CHC puede ser mucho mayor de lo
que se pensaba. Esto revela una necesidad urgente de comprender mejor los factores
de riesgo relacionados con el desarrollo de CHC en higados no cirréticos y actualizar

los programas de deteccién.’®’

1.2.5.1.5 Sindrome metabédlico.

El sindrome metabdlico, especialmente la resistencia a la insulina, la obesidad
y la diabetes se asocian a una mayor progresion hacia la fibrosis hepatica. La
inflamacién cronica de bajo grado es caracteristica de la resistencia insulina,
particularmente en el contexto de la obesidad, y favorece el reclutamiento de
macrofagos y la liberacion masiva de varias citoquinas proinflamatorias, como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina -6.'°? Recientes estudios han
demostrado que la DM es un factor de riesgo independiente para desarrollo del
CHC'93-105  Aunque se requiere una evaluacion mas profunda para extraer

conclusiones definitivas, se estima que la DM2 puede aumentar el riesgo de CHC en
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aproximadamente dos o tres veces, y el desarrollo de CHC es la complicacién
hepatica mas preocupante en pacientes diabéticos. 0’

El sobrepeso y la obesidad también son cofactores conocidos para el desarrollo
de CHC en pacientes con enfermedad hepatica cronica viral o relacionada con el
alcohol, aunque a menudo se subestima su importancia. En una cohorte de 900,000
adultos estadounidenses, el riesgo de morir de cancer de higado fue 4.5 veces mayor
en hombres con un IMC de 35 kg/m2 o superior en comparacion con el grupo con un
IMC normal (18.5-25 kg / m2).78 El tratamiento con metformina puede reducir el riesgo
de CHC en este grupo, como lo demuestran varios estudios de cohorte retrospectivos
y también prospectivos.'06.107
Aflatoxinas:

La exposicion alimentaria a la aflatoxina B1, derivada de los hongos Aspergillus
flavus y A. parasiticus, son ubicuos en la naturaleza y contaminan diversos alimentos
basicos en las regiones tropicales y subtropicales, constituye un cofactor importante

para la aparicion de CHC en algunas partes de Africa y Asia. s

1.2.5.2 Prediccion

1.2.5.2.1 Hepatitis B

Se han sefalado numerosos factores de riesgo de hepatocarcinogénesis
relacionada con la infeccién por el VHB. Factores virales, como el nivel de ADN del
VHB sérico, el nivel de antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), HBeAg, las
mutaciones del promotor central, asi como los genotipos y los factores del hospedador,
incluyendo edad, sexo, fibrosis, cirrosis y los niveles elevados de ALT son factores de

riesgo conocidos para el CHC.108-115
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En un estudio se recolectaron sueros en diferentes tiempos para la medicion del
ADN del HBV durante periodos de hasta 16 anos. El analisis multivariado mostré que
la carga viral persistentemente alta (ADN del VHB detectado en el 50% de las visitas)
se asocioé con una mayor tasa de desarrollo de CHC'0,
En la puntuacién de GAG-CHC (Guia con la edad, el sexo, el ADN del VHB, las
mutaciones del promotor central y la cirrosis) se demostrd que la cirrosis recibe la
mayor ponderacion como factor de riesgo, seguido por el sexo masculino, la edad y
el ADN del VHB. Debido al tamafio de la muestra relativamente pequefio y al pequefo
numero de eventos, la cohorte no se dividi® en conjuntos de entrenamiento y
validacion. En su lugar, se realizé el método estadistico de bootstrap.'" El puntaje
puede estar por encima de 100, ya que la edad es uno de los componentes. Un valor
de corte de 100 tenia una sensibilidad y especificidad de 84.1% y 76.2% para la
prediccién a 5 afnos, y 88.0% y 78.7% para la prediccion a 10 afios, respectivamente.
Los valores predictivos negativos para excluir el futuro desarrollo de CHC fueron 98.3%
-100%.111:116

Sobre la base de los factores de riesgo de 4.339 pacientes coreanos, un model
se estableciéo un programa de deteccion de CHC. Los autores aplicaron de forma
prospectiva el programa de cribado a 833 pacientes con enfermedad crénica del
higado en tres grupos [un grupo de bajo riesgo (<5% de probabilidad), un grupo
intermedio (5% -15% de probabilidad), y un grupo de alto riesgo (>15% de
probabilidad)] por este modelo. Los pacientes fueron seguidos, a intervalos que
variaron segun el indice de riesgo. Segun IPM, 2 de 324 pacientes en el grupo de
bajo riesgo (0,62%), 20 de 413 pacientes en el grupo de riesgo intermedio (4,8%) y
22 de 96 pacientes en el grupo de alto riesgo (22,9%) fueron diagnosticado con

CHC'12
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La puntuacion de la UC-CHC (Universidad China) estudié prospectivamente 10
afos de vigilancia de CHC dirigido por oncélogos en la universidad de Hong
Kong"4115 y fue validado en 424 pacientes en una clinica hospitalaria de Hong
Kong.** La hipoalbuminemia y la cirrosis fueron los factores mas importantes,
seguidos por el ADN del VHB, la edad y la bilirrubina. La AUROC para la predicciéon
de CHC en 5y 10 afios en la cohorte de validacién fue de 0,76 y 0,78, respectivamente.
En un punto de corte de 5 puntos, el valor predictivo negativo para excluir el CHC en
10 arios fue del 97%, mientras que el valor predictivo positivo fue del 27%.16

El aumento de la evidencia sugiere que la replicacion persistente del VHB como
lo indica el alto ADN del VHB sérico es un predictor del CHC. Un estudio de cohorte
de gran escala en Taiwan (estudio REVEAL-HBV) ha demostrado los sujetos que
tenian una carga viral inicial inferior a 2.000 Ul / ml tenian el riesgo mas bajo de CHC
y los sujetos con ADN de HBV superior a 20.000 Ul / ml comenzaron a tener un mayor
riesgo de CHC™"3 Posteriormente se realizd un estudio que supero la limitacion del
anterior de que el riesgo de CHC se habia reflejado en la medicién unica del ADN del
VHB en suero al comienzo. Por ello, hay algunas advertencias sobre estos puntajes.
Los pacientes en el estudio REVEAL eran todos mayores de 30 afios asi que los
hallazgos no se aplican a individuos mas jovenes con altas cargas virales que podrian
estar en la fase inmunotolerante de la enfermedad."”

En 2010, los investigadores REVEAL-HBV primero desarrollaron nomogramas
para CHC prediccion utilizando datos de 3.653 pacientes.”® Los mismos
investigadores refinaron el analisis y desarrollaron el puntaje REACH-B (estimacién
del riesgo de carcinoma hepatocelular en la hepatitis B cronica), que se obtuvo en
3.584 pacientes de la comunidad de Taiwan y se valid6 en 1.505 pacientes de Hong

Kong y Corea.'"® El puntaje REACH-B comprende la edad, el sexo, el nivel de ALT en
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suero, el nivel de ADN del VHB en suero y el HBeAg, los factores en la puntuacion
incluyen el sexo masculino, la edad, la ALT, el HBeAg positivo y el ADN del VHB. La
AUROC para predecir el CHC en 5y 10 afios en la cohorte de validacién fue de 0,80
y 0,77, respectivamente. A diferencia de los puntajes CU-CHC y GAG-CHC, no se
considera la presencia de cirrosis para evaluar el riesgo de CHC en el puntaje
REACH-B.

Ademas de anterior, en otra cohorte de 2.688 pacientes de Taiwan infectados
con los genotipos B o C del VHB, los determinantes del riesgo de CHC incluyen su
sexo, edad, estado de HBeAg, genotipo HBV y niveles de ALT y ADN de HBYV, pero
no nivel de HBsAg.'?°

Kim et al. analizaron prospectivamente 1.110 pacientes con CHB que recibieron
una elastografia transitoria; el analisis multivariado mostré que la edad, el sexo
masculino y la rigidez hepatica son predictores independientes de CHC (todos P
<0.05)."2" Ademas, Wong et al. desarrollaron una nueva medicion de la rigidez
hepatica (LSM): puntuacion de CHC compuesta de LSM, edad, albumina sérica y
niveles de ADN del VHB. Debido a que el diagndstico de cirrosis basado en la
ecografia puede ser incorrecto, la cirrosis como factor de CU-CHC fue sustituida por
LSM.122

En el estudio de Hung et al. desarrollé una puntuacién de riesgo segun la edad,
el sexo, la ALT, la enfermedad hepatica crdénica previa, el historial familiar de CHC y
el tabaquismo acumulado tuvieron una buena precision discriminatoria tanto en la
derivacion del modelo como en los conjuntos de validacion (estadistica ¢ para 3-, 5-

y 10- afio de prediccion de riesgo: 0,76-0,83).12
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1.2.5.2.2 Hepatitis C y otras enfermedades

La hepatitis C se desarrollé6 una puntuacion del estudio HALT C que predicir el
desarrollo de CHC. Este puntaje incluyo la edad, la fosfatasa alcalina de la raza, la
presencia de varices, el tabaquismo y el recuento de plaquetas como criterios
predictivos.'?* Un estudio revisd 8.482 sujetos daneses con cirrosis alcohdlica y
describid una tasa de incidencia de CHC a 5 afos de 1,0%'%®. Ademas, se ha
demostrado que el riesgo de CHC en la hepatitis autoinmune también es inferior al

1,5%,'?% mientras que en la etapa 4 de la cirrosis biliar primaria es mas elevado'?’

1.2.5.2.3 Nivel de transaminasas

Un estudio desarrollé modelos de prediccion para el CHC basado en los datos
recolectados rutinariamente en una consulta con el objetivo de proporcionar una
herramienta sencilla, eficiente y ampliamente disponible para identificar y cuantificar
el riesgo de cancer en la poblacion de riesgo promedio. El modelo que usa el nivel de
transaminasas demostré una alta potencia de prediccion, con un valor de AUC de
0,912, que fue significativamente mejor que aquellos que incluyeron AFP.'?® Debido a
que este modelo es capaz de predecir el riesgo de CHC con alta precisiéon de

prediccion independientemente de la etiologia'?8.

1.2.5.2.4 Segun diferentes etiologia

En una gran cohorte de pacientes cirréticos con un espectro representativo de
enfermedad hepatica avanzada, el riesgo de CHC varié ampliamente de acuerdo con
la etiologia de la cirrosis. Se utilizaron datos clinicos y de laboratorio de rutina para
desarrollar un sistema de puntuacién facil de usar para predecir el riesgo de CHC a

lo largo del tiempo. El indice de riesgo de hepatocarcinoma de Toronto puede usarse

26



para identificar pacientes con riesgo muy bajo de CHC, que pueden no requerir
vigilancia.'?® Este sistema fue capaz de estratificar a los pacientes en riesgo baijo,
intermedio y alto de CHC. Los pacientes del grupo de bajo riesgo tuvieron una
incidencia anual de CHC de aproximadamente 0,3%, muy por debajo del umbral de
la vigilancia costo-efectiva, mientras que la incidencia en el grupo de alto riesgo fue
del 3,2% al afio, lo que sugiere que estos pacientes requieren un seguimiento

estrecho.'?®

1.2.5.2.5 Sugerencias sobre la direccion de la investigacion futura

Las politicas de salud publica que fomentan la implementacion de tales
programas en poblaciones bien definidas deberian conducir a un aumento en la
deteccidn temprana del tumor y, por lo tanto, a los beneficios de supervivencia.?® Los
estudios deberian identificar biomarcadores que predigan la respuesta al tratamiento
y desarrollar biomarcadores para la deteccion temprana en los programas de
vigilancia.?® Recientemente, Wong et al. en 2015 aportaron sugerencias sobre la

direccion de la investigacion futura.'®

1. Optimizar las puntuaciones de riesgo de CHC para los pacientes con terapia
antiviral

2. Reevaluar los predictores de CHC en cohortes de raza caucasica con mayor
duracion de seguimiento.

3. Incorporar ademas las pruebas de elastografia y biomarcadores séricos de
fibrosis en las puntuaciones de riesgo de CHC.

4. Explorar el papel de la prediccidon combinada de riesgo de CHC vy la vigilancia
mediante técnicas basadas en imagenes con un componente de evaluaciéon de
la fibrosis (por ejemplo, el impulso de fuerza de radiacion acustica, elastografia
de onda de corte, elastografia de resonancia magnética).
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5. Explorar el papel de otros factores de riesgo de CHC (por ejemplo, genotipos
de HBV, mutaciones del promotor central, genética de acogida) como
componentes de las puntuaciones de riesgo.

6. Definir el intervalo de vigilancia en pacientes con diferentes niveles de riesgo
utilizando la mortalidad general como punto final.

7. Explorar el uso de marcadores tumorales adicionales e imagenes para la
vigilancia del CHC en pacientes de alto riesgo.

Tabla 5. Propuestas de investigacion futura.
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1.3 Biomarcadores

1.3.1 Biomarcadores para diagnosticar CHC

1.3.1.1 Biomarcadores

Los marcadores tumorales se definen, segun el instituto nacional del cancer,
como sustancias producidas por células tumorales y/o por otras células del cuerpo,
en respuesta al cancer o ciertas condiciones benignas. Estas sustancias se pueden
encontrar en varios fluidos corporales o en muestras de tejidos.'3° Los marcadores
tumorales serolégicos son en su mayoria proteinas que pueden ser enzimas,
hormonas, antigenos u otras. Su nivel generalmente aumenta en muchas condiciones
patologicas, especialmente el cancer. Ademas, el prondstico, el seguimiento y los
marcadores tumorales se utilizan principalmente para diagnosticar el cancer en una
etapa temprana.’' Ademas de para diagnosticar y pronosticar, otra funcién de los
marcadores es monitorizar el tratamiento. Los biomarcadores séricos son
sorprendentes herramientas potenciales para la vigilancia y el diagndstico en los
estadios tempranos del CHC gracias a la metodologia no invasiva, objetiva y
reproducible que potencialmente permiten.’3? Algunos de los métodos mas comunes
de biomarcadores para canceres implican el uso de espectroscopia, '3 ELISA'3 y/o
técnicas potenciométricas.'3% En particular, si bien un solo marcador por si solo podria
ser poco especifico para predecir esta enfermedad, el uso de mas de un marcador a
la vez deberia reducir en gran medida la posibilidad de errores de resultados falsos
negativos.'36

Los recientes avances tecnoldgicos en gendmica, protedbmica y metabolémica
estan permitiendo una mejor elucidacién de la biologia del cancer y la caracterizacion

de eventos moleculares claves durante la carcinogénesis.'®” Para el diagnéstico de
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CHC, los esfuerzos recientes se han centrado en estrategias para maximizar la
utilidad de AFP, AFP-L3%, Des-y-carboxyprotrombina (DCP), y Glypican-3 (GPC3),
que han sido investigados durante afios pero no han alcanzado la etapa de utilidad
clinica extendida en Europa o Norteamérica. La AFP se ha utilizado durante muchos
afnos en todo el mundo como un biomarcador de CHC, y el AFP-L3% y DCP se han
utilizado durante varios afios en Asia, especialmente en Japén, como complemento
de ultrasonido y AFP en la vigilancia de CHC. Sin embargo, estudios en paises
occidentales han demostrado que la AFP, AFP-L3% y DCP tienen unasensibilidad
relativamente baja para la deteccion temprana de CHC. Como consecuencia, Su uso
se ha vuelto discutible, y las guias actuales de Estados Unidos y Europa no lo
recomiendan para la vigilancia del CHC. Ademas, tenemos GPC3, Golgi protein 73

(GP73), Neopterina, VEGF, AFP mARN, etc...

Alfa-fetoproteina
AFP-L3
Des-y-carboxy protrombina
La osteopontina
Glypican-3
Golgi protein 73
Alfa-fucosidase
El factor de crecimiento transformado p1
El factor de crecimiento endotelial vascular
MicroARNs
Alfa-fetoproteina mARN
Carbonil reductasa 2 humana

Diagnostico CHC

El foctor de crecimiento de hepatocitos
Tumor asociado glucoproteina 72
Proteina de choque térmico
El factor de crecimiento nervioso

Figura 5. Biomarcadores para diagnéstico del CHC.
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1.3.1.2 Fases del desarrollo de biomarcadores para la deteccion

temprana de CHC

Sin embargo, el propdsito principal de los biomarcadores de CHC es la deteccién
temprana de CHC dentro de un programa de vigilancia, con el objetivo de reducir la
mortalidad por CHC. Para lograr este objetivo, los biomarcadores deben establecerse

a través de las siguientes fases.137:138;

Figura 6. Aplicaciones de biomarcadores de CHC establecidos y novedosos en
atencion clinica.

Hay 5 fases definidas en el estudio de un biomarcador'3:
Fase 1 (Estudios exploratorios preclinicos)

El objetivo es identificar marcadores potenciales (1) comparando las diferencias
en las expresiones de genes, proteinas y/o otros analisis entre cancer frente a tejido
normal o (2) detecciones de diferencias en el espectro de anticuerpos circulantes en

pacientes con cancer en comparacion con individuos control.
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Fase 2 (Desarrollo y validacién de ensayos clinicos, estudios de casos y controles)

Se desarrolla un ensayo clinico para medir los biomarcadores en bioespectros
que pueden obtenerse mediante métodos menos invasivos (por ejemplo, sangre,
orina, heces o aire exhalado). Los bioespectros se obtienen a partir de casos de CHC
establecidos y sujetos de control no CHC representativos de la poblacion objetivo de
cribado. Se genera una curva caracteristica de funcionamiento del receptor (ROC)
para evaluar el rendimiento de diagndstico del ensayo. La reproducibilidad del ensayo
también se evalua dentro y entre los laboratorios.

Fase 3 (Estudios retrospectivos de repositorios longitudinales)

La capacidad de un ensayo para detectar CHC preclinico se evalua obteniendo
bioespecimenes a intervalos regulares de cohortes de individuos con riesgo de cancer,
como por ejemplo aquellos con cirrosis establecidas y haciendo seguimiento de la
cohorte para el determinar desarrollo de cancer con el paso del tiempo. Los nuevos
biomarcadores pueden entonces ser evaluados por su capacidad para predecir el
desarrollo de cancer. Si el ensayo puede distinguir a los que posteriormente
desarrollaran cancer de los controles que no desarrollan cancer meses o afnos antes
de la presentacion clinica, los criterios para una prueba de deteccidén positiva se
definen para los estudios de fase 4.

Fase 4 (Estudios prospectivos de cribado)

El objetivo es determinar la tasa de deteccion y la tasa de referencia falsa (o
tasa de falsos positivos) de un ensayo de biomarcador. El ensayo se aplica para el
cribado de una gran cohorte de la poblacion diana para el cribado de CHC. Los sujetos
positivos a la prueba se remiten a una investigacion adicional para establecer el
diagnodstico de CHC. La tasa de deteccion es la proporcién de sujetos examinados

que resultan positivos y tienen CHC, mientras que la tasa de referencia falsa es la
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proporcion de sujetos sometidos a prueba que resultan positivos pero no tienen CHC.
Dado que los pacientes en el grupo de referencia falsa pueden ser referidos para
investigaciones posteriores que pueden exponerlos a dafio fisico o psicoldgico, esto
proporciona una medida de las consecuencias negativas del ensayo.

Fase 5 (Estudios aleatorizados de control del cancer)

Por ultimo, en la prueba mas rigurosa de la utilidad clinica de un biomarcador,
se realiza un estudio prospectivo aleatorizado para determinar si el uso de la prueba
de cribado puede reducir la mortalidad por CHC en la poblacién diana. Los sujetos
con riesgo de CHC son asignados aleatoriamente en 2 grupos, los que se someten y
los que no se someten a la prueba de cribado, y seran seguidos para comparar sus

resultados de supervivencia.

1.3.1.3 Alfa-fetoproteina

AFP es un biomarcador usado mas frecuentemente en clinica en el mundo. La
AFP ha sido considerado para ser el biomarcador mas util para la evaluaciéon de CHC,
desde que se descubrié en el suero de pacientes con CHC en 1964."3° AFP es una
glicoproteina de suero fetal codificada por un gen que se encuentra localizado en el
cromosoma 4. Su peso molecular se calcula de 70 kDa, con un 4% de carbohidratos.
Los cambios que se han observado en las cadenas glucidicas de la AFP, sugieren
microheterogenidad de la AFP. En el feto, AFP es una proteina de transporte que
alcanza su maximo en la semana 16 del embarazo, normalmente se produce durante
el desarrollo fetal y neonatal por el higado, el saco vitelino, en pequefias
concentraciones y en el tracto gastrointestinal.’*® La expresién de AFP por
hepatocitos y células endodérmicas del saco vitelino se reduce después del

nacimiento. La evaluacion de la AFP es util: a) para la deteccion y el diagnéstico de
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CHC en pacientes con riesgo de desarrollar CHC, en asociacion con la ecografia
hepatica; (b) durante la puesta en escena dentro del sistema de clasificacién de CLIP
(Cancer of the liver Italian program); (c) como un marcador para detectar la progresion
del tumor en pacientes con CHC productor de AFP. Actualmente, la AFP es el unico
biomarcador de CHC que se ha estudiado hasta la fase 5 del desarrollo de
biomarcadores, ademas, es el unico biomarcador que se ha evaluado en un ensayo
controlado aleatorio.'*!

Se define un umbral de 20 ng / ml como el valor de corte mas utilizado para
diferenciar a los pacientes con CHC de adultos sanos en las investigaciones
clinicas.'#2-14% Un valor de cut-off de 20 ng / ml dio lugar a una sensibilidad de 64% y
especificidad de 91%,"'4¢ mientras que un valor de cut-off de 400 ng / ml dio lugar a
una sensibilidad de 17% y especificidad del 99%.'%" Los valores superiores a 400 ng
/ ml se consideran en general de diagnéstico de CHC, aunque so6lo alrededor del 20%
de los pacientes con valores elevados tengan CHC '8, También una revision
sistematica evaluacion de AFP (a un nivel de umbral de 20 ng/ml) en pacientes
cirréticos mostréo sensibilidad y especificas de 41% a 65% y 80% a 94%,
respectivamente, para CHC en cualquier etapa.'® En una revision sistematica que
incluye 14 estudios de diversos disefios de diferentes grupos de pacientes, las
estimaciones de grupo (intervalo de confianza del 95%) de sensibilidad, especificidad,
razon de verosimilitud positiva y razéon de probabilidad negativa de ultrasonografia
(USG) para detectar CHC son 60,5% ( 44-76%), 96,9% (95-98%), 17,7 (8,5-36,9) y
0,5 (0,4-0,6), respectivamente.’Previamente, informamos que a través del analisis
multivariado, se determiné que un nivel bajo de AFP postoperatorio es un factor de
riesgo independiente significativo para la recidiva después de la hepatectomia

curativa (P <0.001).'%" Un estudio prospectivo de ensayos aleatorios realizado en
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Shanghai (China) mostr6 que un programa de vigilancia utilizando AFP y una
ecografia hepatica realizada cada 6 meses resulté en una reduccién del 37% en la
mortalidad por CHC.1#1

Pero no todos los CHC segregan AFP y no todos los diagndsticos son precisos.
Los niveles de AFP son normales en hasta el 40% de los pacientes con CHC,
particularmente durante la etapa inicial de la enfermedad (baja sensibilidad).'21%3
Solo el 50-70% de los pacientes afectados por CHC, presentan niveles elevados de
AFP, mientras que aproximadamente un tercio de los pacientes con pequefnos
nodulos tumorales (< 3 cm) presentan un nivel de AFP en el suero superior a 200
ng/ml. Al fijar un valor de cut-off de 100 ng/ml, la sensibilidad resulta tan baja que es
inaceptable como valor diagnostico.'>* Un meta analisis de AFP para la vigilancia CHC
encontré que muestra una sensibilidad de 39% a 65% y una especificidad de 76% a
94% para el diagndstico de tumores.?® También, la AFP puede estar elevada en
pacientes con enfermedad hepatica cronica en ausencia de CHC, lo que hace que
este biomarcador no sea adecuado para las pruebas de vigilancia.'® El problema con
AFP como biomarcador de CHC confiable es que el CHC es positivo para la proteina
en solo 60-80% de los casos, y los falsos positivos dificultan distinguir el CHC en
etapa inicial de otros trastornos, tales como la hepatitis aguda y la cirrosis, asi como
tumores embrionarios y ciertos tumores gastrointestinales.'®® De tal manera, el umbral
mas bajo puede ser una solucion eficaz para la deteccion de fase temprana, con el
fin de mejorar significativamente la precision de diagndstico para CHC, se necesitan
biomarcadores adicionales para complementar la AFP, especialmente debido al
hecho de que muchos pacientes con enfermedades hepaticas benignas, tales como
hepatitis crénica, cirrosis hepatica y cancer gastrointestinal, también tienen niveles

elevados de AFP en suero.'%6.157
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Ademas, el rendimiento de la ecografia depende de la experiencia del operador,
del equipo de ultrasonidos disponible y la textura del eco del higado. El objetivo de la
vigilancia de CHC es detectar pequenos tumores que permitan un tratamiento curativo
mediante un analisis temprano y rentable, la vigilancia de CHC por USG y AFP
anuales podria detectar un tumor temprano a un coste de US $ 11.800."%8 Sin
embargo, la evaluacion de la sensibilidad real de la ecografia es dificil debido a la
falta de un buen estandar definitivo para el CHC.33 El objetivo de la vigilancia de CHC
es detectar pequenos tumores que permitan un tratamiento curativo mediante un
analisis temprano y rentable, la vigilancia de CHC por USG y AFP anuales podria
detectar un tumor temprano a un costo de US $ 11.800.7%8

Las guias europeas y estadounidenses consideran que la AFP es demasiado
imprecisa para estudiar a los pacientes con riesgo de CHC y recomiendan unicamente
el uso de la ecografia.’3¢ Esto se basa en el conocimiento de que casi el 80% de los
CHC pequefios no muestran niveles aumentados de AFP y la sensibilidad disminuye
al 25% en tumores menores de 3 cm.3’ La sensibilidad diagndstica de los ultrasonidos
depende de muchos factores, incluyendo la calidad del ecografo, la experiencia del
examinador y también de las caracteristicas antropomeétricas del paciente, la
sensibilidad de esta técnica para el diagndstico de CHC temprano se encuentra entre
el 32% y el 65%*. Por esta razon, algunos autores, asi como las guias asiaticas,
sugieren el uso de AFP en la vigilancia de CHC'5%'0_ | a sociedad japonesa incluso

recomienda aplicar los tres biomarcadores AFP/PIVKA-II/AFP-L3.38

1.3.1.4 Utilidad clinica de la heterogeneidad de la alfa-fetoproteina

El desarrollo de aplicaciones de la quimica biolégica y los analisis relacionados,

asi como el estudio adicional de AFP han revelado que AFP tiene tres glicoformas
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(AFP-L1, AFP-L2 y AFP-L3), de acuerdo con su capacidad de union a la lectina de
Lens culinaris (LCA). La capacidad de unién de AFP-L3 es heterogénea vy, por ello,
los resultados todavia son controvertidos. Un estudio demostré que AFP-L3%, con un
valor de cut-off de 15%, tenia una sensibilidad y especificidad del 96,9 y 92%,
respectivamente, en la deteccion de CHC.'%" En realidad, la utilidad clinica de AFP-
L3% vy la relacion de AFP-L3% a AFP total siguen sin estar claras. El limite para AFP-
L3% esta configurado a >10% de la AFP sérica total. La medicién de AFP-L3% para
CHC tiene una especificidad >95% y una sensibilidad de aproximadamente el
51%.162.163 Para la deteccién de CHC, AFP-L3 se utiliza actualmente en un valor
umbral de 10%. Un gran estudio prospectivo multicéntrico informé de una
especificidad que se acerca al 92%, pero una sensibilidad de solo el 37% en este
umbral para el CHC en cualquier etapa.'®* Otro estudio multicéntrico de casos y
controles encontré que AFP-L3 mostrd una especificidad del 97% y una sensibilidad
del 28% para el diagnostico de CHC en etapa inicial (estadios 0 y A de BCLC).'%% La
concentracion de AFP-L3 de 15%, se correlaciona mas con CHC asociado a invasion
de la vena porta, tanto la AFP sérica total y AFP-L3 se puede medir, y la estimacion
de la relacion AFP-L3 / AFP es util en el diagnéstico y prondstico de CHC.%¢ La
elevacion de la AFP-L3 se observé en el 34,3% de los pacientes 1 ano antes del
diagnostico de CHC.'®” Un estudio mostrd que la sensibilidad y especificidad de la
PCR-AFP-L3 vs AFP-L3 convencional fueron 57,0%, 63,5%, 40,4% y 81,1%."%8 En un
estudio de pacientes con CHC con lesiones menores de 2 cm de tamafio, utilizando
el nivel de valor de cut-off de 10% era de diagndstico para la presencia de CHC. AFP-
L3 se encuentra asociado con CHC diferenciados y poco avanzados. Los niveles mas
altos AFP-L3 se encontraron en el CHC hipervasculares, en comparaciéon con CHC

isovascular y hipovascular.'®® La utilidad de este marcador es limitada, ya que solo se
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han realizado estudios en poblaciones de Asia oriental en los cuales ya se estudian

los niveles de AFP.

1.3.1.5 Des-y-carboxyprotrombina

DCP es un marcador ideal para el diagndstico o cribado del CHC mas especifico
que la AFP porque parece no aumentar en otras enfermedades del higado. Muchos
estudios han demostrado que el nivel de DCP sérica en pacientes con enfermedades
hepaticas benignas y malignas se desvia significativamente de lo normal, y que su
sensibilidad diagnéstica puede ser mayor que la AFP. Los niveles mas altos de DCP
en pacientes con CHC estan asociados con un peor prondstico.'®® Los pacientes con
DCP positivo con frecuencia desarrollan invasion de la vena porta, metastasis
intrahepatica, trombosis de la vena hepatica e infiltracion capsular.'’%-172 La DCP esta
implicada en la angiogénesis tumoral, aumentando la expresion génica de factores
angiogénicos tales como EGF-R, VEGF y MMP-2 y ayudando a la proliferacién y
migracion de las células endoteliales vasculares humanas. Por el contrario, el nivel
de DCP esta estrechamente relacionado con un tumor mas grande, invasion vascular
y sirve como un marcador tumoral mas preciso en comparacioén con AFP y AFP-L3.14%
Infformé que DCP en un corte de 125 mAU/mL mejor distinguido CHC de
enfermedades cronicas del higado y la cirrosis de AFP en un corte de 11 ng/mL
(sensibilidad de 89% vs 77% y especificidad de 95% frente a 73%) mientras que
Nakamura et al. Informaron que la AFP super6 al DCP para el diagnéstico de CHC <3
cm, pero el DCP tuvo un mejor rendimiento que el AFP para el diagnéstico de CHC>
5 cm."®5173 Por otro lado, un estudio multi céntrico de casos y controles solo DCP
exhibié una sensibilidad del 56% en pacientes en etapa inicial.’® Sin embargo, la

combinacion de DCP con AFP aumento la sensibilidad del 65% al 87% a los 3 meses
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antes del diagnéstico de CHC; sin embargo, la ciudad especifica disminuyé del 84%
al 69%. Segun el DCP se ha examinado principalmente en los paises asiaticos y la
experiencia con DCP en los paises occidentales, particularmente en Europa, sigue
siendo limitada.

Ademas, la deteccién combinada de DCP y AFP puede mejorar la sensibilidad
de diagndstico y se puede utilizar para predecir la recurrencia de CHC dentro de los
6 meses posteriores a la cirugia.’”* Una combinacion de estos marcadores (AFP, AFP-
L3, DCP) sélo mejora la precision para la deteccion temprana de CHC; la combinacion
de pruebas puede aumentar la sensibilidad pero la especificidad para la deteccion de
los primeros descensos de CHC.'”® En estudio francesa, la combinacién de DCP y
AFP mejoro ligeramente el rendimiento diagndstico de CHC etapa temprana en esta

cohorte francesa (AUC = 0,826; IC del 95%: desde 0,722 hasta 0,929).176

1.3.1.6 La osteopontina

La osteopontina, también conocida como proteina fosfatasa relacionada con la
transformacion, es una glicophosphoprotein que se une a la integrina que se sobre
expresa en muchos tipos diferentes de tumores malignos. Se ha descubierto que la
proteina desempefia un papel en muchas funciones fisiolégicas celulares, incluida la
migracion, la invasion y metastasis.'”” La osteopontina es arginina glicina aspartate
que contiene la fosfoproteina. Esta implicado en procesos normales de remodelacion
de tejido, asi como ciertas enfermedades,'”® también se ha evaluado para cancer de
colon y pancreas. La osteopontina es una glicoproteina producida por varios tipos de
células diferentes, en particular las células 6seas y epiteliales, y altamente expresada
en diversos tipos de cancer, incluido el CHC.'”® La transfeccion de las células con

anti-sentido la osteopontina ARN reduce la malignidad de las células y causo la

39



disminucion de la tumorigénesis.'® Normalmente, la osteopontina se expresa en la
bilis epitelio del conducto, las células estrelladas, y las células de Kupffer, pero no en
los hepatocitos. Sin embargo, la expresion elevada de la osteopontina suero se ha
informado en pacientes con CHC comparacién con los pacientes normales del higado
o aquellos con cirrosis hepatica o hepatitis cronica.'”®'8! Es importante destacar que
este estudio también se investigo la utilidad de la osteopontina en el diagndstico
temprano. CHC con la osteopontina ARNm mas de expresion se asocioé con una tasa
de supervivencia a 10 afios menor que CHC sin la osteopontina mas de expresion.
En los pacientes con CHC, superior plasma la osteopontina correlacion6
positivamente con la funcién hepatica reducida, tal como se define mediante el
aumento de la etapa del tumor, lo que sugiere el uso de la osteopontina plasma como
factor prondstico.'82183 E| AUC para discriminar entre el CHC en etapa inicial (estadio
A de BCLC) y la cirrosis fue de 0,73. La osteopontina demostrd una sensibilidad y
especificidad de 75% y 62% para el CHC en etapa inicial, en comparacién con 46% y
93% para AFP. Cuando se combina con AFP, el AUC aumentd a 0.81. En un umbral
de 91 ng / ml para la osteopontina, el uso combinado de los biomarcadores dio como
resultado una sensibilidad del 83% y una especificidad del 63%. Con base en tales
hallazgos, el valor de la osteopontina para el diagndstico de CHC en etapa inicial se
estd investigando adicionalmente en estudios retrospectivos de biomarcadores
longitudinales.'”® Ademas, Para la osteopontina, las AUC discriminan entre CHC en
estadio temprano (estadio BCLC A) y la cirrosis fue de 0,73. la osteopontina demostré
una sensibilidad y especificidad de 75% y 62% para CHC etapa temprana, en
comparacion con 46% y 93% para AFP. Cuando se combina con la AFP, el AUC
aumentd a 0,81. En un umbral de 91 ng / ml para la la osteopontina, el uso combinado

de los biomarcadores dio como resultado una sensibilidad de 83% y una especificidad
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de 63%. Tsuchiya, 2015 #2176} La mayoria de los estudios que analizan la
osteopontina para el diagndstico de CHC fue retrospectivo e incluyd un rango de 30
a 179 pacientes con CHC. La sensibilidad de la osteopontina para CHC fue del 86%,
con una especificidad del 86%, resultando en una precisién diagndstica comparable
a la de AFP. Se necesitan mas estudios de validacion de utilizar este marcador en la
rutina clinica diaria.’® La combinacién de osteopontina y AFP en estos puntos de
corte tuvo un mejor rendimiento que cualquiera de los ensayos solo, con un AUROC
(IC del 95%) de 0.81 (0.70-0.91), una sensibilidad del 83% y una especificidad del

63%.17°

1.3.1.7 Glypican-3

GPC3 es un proteoglicano de sulfato de heparina y se ha demostrado que es
capaz de promover la proliferacion de células tumorales mediante la modulacion de
vias de Wnt y que afectan a la adhesion celular.'®® Gracias a su unién a la membrana
celular a través de los anclajes de glicofosfatidilinositol, interactia con varios factores
de crecimiento, como El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que contribuyen al desarrollo de cancer
hepatico.'® Curiosamente, GPC3 parece funcionar de manera diferente en diversos
tipos de cancer; mientras que GPC3 es debajo regularado en cancer de mama, cancer
de ovario y el adenocarcinoma de pulmoén, es por incima de regulacion en CHC. 87
Como un marcador tumoral, la expresiéon de GPC3 se ha demostrado ser elevados
en el tejido CHC y en el suero de 40% a 53% de los pacientes con CHC.'® Estudios
recientes han demostrado que los niveles de GPC3 aumentan en pacientes con CHC.
GPC3 es capaz de diferenciar entre lesiones hepaticas malignas y benignas; de

hecho, los niveles de GPC3 son indetectables en sujetos sanos y en pacientes con
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enfermedad hepatica benigna (como nodulos displasicos o cirréticos).®18 De tal
manera, se realiz6é un estudio para efectuar la comparacion, la sensibilidad agrupada
y la especificidad de AFP y los resultados fueron 34,7% (26,2%-44,1%) y 87,6%
(82,6%-91,6%), respectivamente. Por ultimo, se evalué la combinacion de GPC3 y
AFP en este estudio y se encontr6 que aumentar la sensibilidad a 76% para los
tumores en fase inicial <3 cm de tamario.'® Por lo tanto, GPC3 puede funcionar como
un biomarcador temprano en hepatocarcinogenesis.'® Es importante destacar que la
expresion de GPC3 parece ser independiente del tamano del tumor, como GPC3
exhibié una sensibilidad de 56% en pacientes con tumores en fase inicial que son
tamafios menos de 3 cm.'®' En un meta-analisis, la sensibilidad y la especificidad
agrupada de GPC3 suero para el diagnostico de CHC en general fueron 55,2% (52,9%

-57,4%) y 84,2% (82,2-86,0%)."%2

1.3.1.8 Golgi protein 73

GP73 (también conocido como Golph2 y GOLM1) es una proteina de membrana
de Golgi especifico de tipo Il que esta codificada por el cromosoma 9g21.33 en el
GOLMA1."%3 Fisiolégicamente, GP73 se expresa en células epiteliales biliares pero no
en hepatocitos. En la enfermedad hepatica, la expresiéon GP73 aumenta en las células
hepaticas.'%* La literatura sugiere que GP73 es un marcador de suero valioso en
pacientes con CHC, la concentracion sérica también puede aumentar en pacientes
con tumores hepaticos benignos solidos. Por lo tanto, un ensayo GP73 es menos
adecuado para discriminar entre tumores primarios malignos y benignos del
higado.'%® De hecho, muestra una especificidad del 75% y una sensibilidad del 69%.
Hay varias formas de correlacionar las GP73 con diferentes niveles de glicosilacion.%

GP73 esta estrechamente asociada con enfermedades hepaticas, particularmente
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CHC, y ha recibido una atencion creciente. Los resultados de estudios recientes han
demostrado que la GP73 en suero es significativamente elevada en carcinoma
hepatico primario.’®” GP73 es en el suero de pacientes con CHC infectadas por HBV
fue significativamente mayor en comparacion con los portadores del VHB, los
pacientes sin enfermedades hepaticas y adultos sanos. La sensibilidad de diagndstico
de CHC (76,9%) fue marcadamente elevada en comparacion con la AFP (48,6%), lo
que sugiere GP73 es un novedoso y eficaz suero biomarcador para el diagnéstico de
CHC."%8 Con una mediana de la concentracion en suero en sujetos normales de 4 mg
/ ml, que esta dentro de la gama de muchas proteinas de plasma clasicos. Informé
que mediante el uso de microarrays de tejidos, GP73 fue establecido para ser
sobreexpresado en los tumores hepaticos malignos en comparacion con los tejidos
no cancerosos. El grado de expresion de GP73 correlacionado con el tumor.'®® La
combinacion de la GP73 y AFP aumento la sensibilidad y especificidad de 89,2% (IC
del 95%: 86,7-91,5%) y 85,2% (IC del 95%: 83,4% -86,4%), respectivamente, con una
AUC de 0,96. El uso combinado de GP73 y AFP-L3 para el diagnéstico de casos de
CHC AFP séricos bajos también demostré6 una sensibilidad mas alta (94,0%), la

especificidad (93,1%), y una mayor precision (93,3%) que los solo separados.?°

1.3.1.9 Alfa-fucosidasa

Alfa-fucosidasa (AFU) es una glicosidasa encuentra en lisosomas celulares y
aumento de la actividad se encontré en el suero de los pacientes con CHC. La
medicion de los niveles de actividad en suero a-L-fucosidasa puede ayudar en la
deteccion de carcinoma de higado en una etapa temprana, posiblemente mejorar el
prondstico de los pacientes con la enfermedad. Los estudios de su precisidon

diagnostica han mostrado una alta sensibilidad (82%) y especificidad (70,7%
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85,4%).191.201-203 | os datos apoyan la utilidad clinica de la medicién de la actividad
sérica a-L-fucosidasa durante el seguimiento de los pacientes cirréticos y confirman
que la actividad de suero a-L-fucosidasa de hecho puede ser considerado como un
marcador fiable de CHC.2%* Su actividad es mayor en pacientes con CHC que en
individuos sanos y en pacientes con enfermedad hepatica cronica. La medicion AFU
es util en asociacion con la AFP en el diagnostico precoz del CHC. Un estudio
comparativo de AFP y AFU en una cohorte egipcio encontrado AFU tener una
sensibilidad mas alta (81,8% frente a 68,2%), pero una baja especificidad (55% vs
75%) con una sensibilidad AFP + AFU combinada de 88,6%.'8° Ademas, aqui hay una
correlacion positiva entre los niveles de AFU y el tamafio del tumor en pacientes con
CHC.201:205-208 por otro estudio, La deteccion combinada de AFP y AFU puede mejorar
la sensibilidad, especificidad y precisiéon diagndstica de AFP de 70, 85 y 79.7%,
respectivamente, a 95, 100 y 99.1%, respectivamente.??® Se registraron diferentes
valores de corte de AFU por varios autores como valores 6ptimos de corte, incluidos
443 nmol/ml/h2%8 870 nmol/mi/h'®!, 138 nmol/mli/h.210

Sin embargo, la especificidad de AFU es relativamente pobre y también se sobre
expresa en diabetes, pancreatitis y los pacientes hipotiroidismo. La actividad de AFU
también es susceptible a la etnicidad. Por lo tanto, el valor clinico de AFU requiere

una investigacion adicional.!>”:211

1.3.1.10 Neopterina

En 1998, un estudio realizado en Japdn encontré neopterina, una proteina que
ahora se conoce para ser liberado de los macréfagos después de la estimulacion
inflamatoria, a ser elevados en la orina de pacientes con CHC avanzado.?'? La

neopterina es mejoradas en la neopterina en suero en pacientes con tumores
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malignos esta relacionada no debido a la produccién y emisién de neopterina por el
cancer células mismos, pero debido a la activacion cronica de la inmunidad celular en
respuesta a la presencia de tumores malignos. Los niveles de neopterina urinario
pueden estar asociadas con anormalidad de las pruebas de funcion del higado y el

tamafio del tumor en pacientes con CHC.2'3

1.3.1.11 y-glutamiltransferasa

y-glutamiltransferasa (GGT), es una proteina de membrana que se sintetiza en
los microsomas de las células humanas. Es mas alto en los higados de embriones y
disminuye rapidamente a los niveles mas bajos después del nacimiento.'*> El
desarrollo de CHC por cancer de diferenciacion celular inversa es similar a la etapa
embrionario, mejorar el nivel de GGT en suero en un grado moderado alto. Por lo
tanto, GGT puede servir como un marcador de CHC. Sin embargo, la sensibilidad de

GGT para detectar pequefias CHC es solamente 43,8%.176:214

1.3.1.12 El factor de crecimiento transformado 31

El factor de crecimiento transformado B1 es un factor de crecimiento autocrino
negativo que regula la proliferacion y diferenciacién celular. Los niveles elevados
circulantes de TGF 1 se han observado en pacientes con CHC.?'5 En 1991, una
proteina TGF se detectd en la orina de pacientes CHC y posteriormente TGFR1 en
1997 por el mismo grupo. En estos estudios, TGFR1 correlaciona con el prondstico y
la supervivencia. Los niveles de ARNm de TGF-b1 son mayores en tumores mas
grandes. Las células de CHC muestran resistencia a la inhibicion del crecimiento de
TGF-b1 porque en las células tumorales hay una sobreexpresion de ciclina D1

correlacionada con la desregulacion del ciclo celular y la progresion tumoral.216-218 Un
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vinculo funcional era atractiva como se conoce a los TGF para estimular las células
no transformadas de forma reversible a crecer como colonias in vitro.?'%220 | os
estudios comparativos contra la AFP (200 ng/mL) han demostrado que TGF31 tiene

mayor sensibilidad a 68% (limite de 800 pg/mL) y una especificidad de 95%.2?’

1.3.1.13 El factor de crecimiento endotelial vascular

El desarrollo de tumores soélidos esta estrictamente correlacionado con la
angiogénesis. El VEGF juega un papel importante en la angiogénesis, estimulando la
proliferacion y migracion de las células endoteliales y aumentando la permeabilidad
vascular. El VEGF es un predictor de la agresividad tumoral, la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia general en pacientes sometidos a reseccion de
CHC.?22223 | os niveles de VEGF son mas altos en pacientes con CHC que en
pacientes con enfermedad hepatica crénica y en CHC avanzado en comparacién con
CHC temprano.??4#22> Segun los estudios, se especula que los SNP en genes
relacionados con la angiogénesis, incluido el VEGF, pueden afectar la progresion
tumoral y la recurrencia de la enfermedad en pacientes después del trasplante.??® La
expresion de VEGF es mas alta en pacientes con CHC. Revel6 que el VEGF es un
tipo de biomarcador de metastasis en los ganglios linfaticos en el CHC.??” El alto nivel
de VEGF se asocia con malos resultados en pacientes con CHC tratados con
sorafenib, lo que indica que VEGF podria usarse como un indicador de eficacia clinica
en pacientes con CHC.228 VEGF165 hemos conocido es capaz de inhibir la capacidad
de proliferacién, la migracion y la adhesiéon de células de CHC mediante el aumento
de la expresién de moléculas de sefalizacion de p53.22° Ademas, otro articulo ha
descrito que el nivel de VEGF sérico en pacientes con cancer de higado puede usarse

como un indicador prondstico para evaluar la eficacia de los tratamientos de ARF.230
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1.3.1.14 MicroARNs

Los microARN (miARN) son endégenas, pequefo (17-25 nucledtidos), los ARN
no codificantes que se unen a secuencias complementar mentarios en las regiones 3
'no traducidas del ARNm diana para inducir su degradacién. Se conservan en todas
estas especies, como miARNs se han encontrado para regular diversos procesos en
los gusanos, moscas, y mamiferos, incluyendo seres humanos.?3! Actualmente, hay
1492 secuencias de miARN humanos registradas en la base de datos miRBase. Las
transcripciones de MIARN pueden ser monocistronicas o policistrénicas.?®? La
presencia de miARNs sera necesario continuar investigando para establecer especial
circulacion miARNs tan fiable y preciso en la deteccion de CHC en una etapa
temprana. Los miARNs asociados con el desarrollo de CHC se han investigado como
biomarcadores para el diagndstico de la enfermedad. Algunos de estos miARNs se
han demostrado para predecir con exactitud mal prondstico en el CHC regulado
genes.?33

El aumento de los niveles de suero de miR-21 se han utilizado para distinguir
los casos de CHC de la hepatitis cronica y controles sanos. En el caso de CHC vs
hepatitis cronica, la sensibilidad y especificidad fueron 61,1% y 83,3%,
respectivamente, con una AUC de 0,773, y en el caso de CHC vs controles sanos los
valores fueron de 87,3% y 92,0%, respectivamente, con una AUC de 0,773. Ambos
valores eran superiores a la de AFP como un biomarcador en CHC.%3423% Basado en
miARN microarrays, miR-29 se downregulated en células de CHC, lo que sugiere su
papel como marcador prondstico para la terapia de CHC.2%¢ Por otra parte, el miR-
199a / b-3p también se ha desminuido en CHC en comparacion con el higado normal
y el higado de la hepatitis, lo que indica su papel como un objetivo prondstico de

CHC.%3” Un panel de siete miARNs (miR-122, miR-192, miR-21, miR-223, miR-26a,
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miR-27a y miR-801) ha demostrado tener alta precision diagndstica en el diagnodstico
precoz del carcinoma hepatocelular relacionado con el VHB (BCLC estadio 0 y A;
AUC, 0.888).2%8 Ejemplos de polimorfismos de miRNA asociados con el riesgo de
CHC son miR-122 y miR-378, cuyo polimorfismo particular en el sitio 3'UTR de
Interleucina alfa (IL-a) conduce a la regulacién positiva de la expresion de IL-1a con
la promocion del desarrollo de CHC.?3° Un analisis de las firmas de miARN de un gran
numero de muestras de tumores reveld que soélo el miR-21 esta regulada

positivamente en los tumors.24°

1.3.1.15 AFP mARN

AFP mARN se considera el marcador valioso para células de CHC circulante y
so6lo esta presente en células de CHC activos. Si se excluyen otras interferencias tales
como tumores genitales y la sangre periférica, AFP mARN podria ser utilizado como

un marcador significativo para la difusion de CHC en sangre.?2°

1.3.1.16 carbonil reductasa 2 humana

El gen de la carbonil reductasa 2 humana (HCR2) codifica una enzima citosolica
que se expresa en el higado y el riidn humanos y esta implicada en la desintoxicacion
de los compuestos derivados del estrés oxidativo. Diferentes estudios mostraron que
una disminucién de la expresién de HCR2 humana en los tejidos del CHC contribuye
al crecimiento del cancer porque aumenta el dafio celular inducido por especies de

oxigeno reactivas y otros carcinégenos.?*’
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1.3.1.17 El factor de crecimiento de hepatocitos

HGF es una citoquina que tiene una amplia gama de efectos, desde el desarrollo
embrionario y la regeneracién hepatica hasta la proteccién y / o reparacion de varios
organos, incluidos el rifion, el pulmén y el sistema cardiovascular.?42243 El HGF se
puede detectar en el suero de pacientes con enfermedad crénica hepatica. El
aumento de los niveles séricos de HGF en pacientes cirroticos es un indicador del
desarrollo de CHC,?*4245 |os altos niveles de HGF estan relacionados con el desarrollo
de complicaciones postoperatorias, como la insuficiencia hepatica,?*® y también es
capaz de predecir la recurrencia temprana del tumor y la metastasis después de la

cirugia.?*’

1.3.1.18 Tumor asociado glucoproteina 72

Tumor asociado glucoproteina 72 (TAG-72) es una glicoproteina
macromolecular compleja similar a la mucina 1. Se sobre expresa en la mayoria de
los adenocarcinomas humanos incluyendo gastrico, colon y cancer de pancreas. Sin
embargo, rara vez se expresa en los tejidos normales, su aumento de la expresion
puede promover la invasion tumoral y la metastasis. Por otra parte, la sobre expresion
de TAG-72 esta estrechamente correlacionada con una baja supervivencia en

pacientes con CHC.1%6:248

1.3.1.19 Proteina de choque térmico

Proteina de choque térmico (HSP) es una proteina de respuesta al estrés muy
conservadas, se puede proteger las células y promover para reparar los dafos
causados por una variedad de estimulos.?*® HSP se expresa bajo condiciones

fisiolégicas y de estrés, incluyendo carcinogénesis. En el microambiente de
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hepatocarcinoma, la sobreexpresion de HSP70 y HSP27 fue capaz de promover el
crecimiento del tumor y la metastasis.?°° En particular, HSP70 se ha identificado como
un marcador potencialmente sensible para diferenciar CHC precoz de las lesiones
precancerosas.?®’ Su expresion se observé en 282 de 392 casos de CHC (71,9%),
mientras que, soélo el 14 por 115 de los tejidos del higado no neoplasicas expresan la
HSP70.2°2 Ademas, la expresion de HSP70 se correlaciona con la diferenciacién y la
apoptosis de las células tumorales. Establece el crecimiento de células tumorales
mediante la estabilizacién de la ciclina D1 y suprime la apoptosis de las células

tumorales mediante la inhibicion de la via de p53.253254

1.3.1.20 El factor de crecimiento nervioso

El factor de crecimiento nervioso esta involucrado en el crecimiento del cancer,
la invasion y la metastasis, ademas de su papel en la diferenciacién y la supervivencia
de las células neuronales.?>> De hecho, las células estrelladas hepaticas expresan
neurotrofinas y sus receptores aumentan durante la regeneracién hepatica.2%6:2%7
Sugerencia de estudio Y podria usarse como una herramienta para la progresion del

CHC_258,259

1.3.2 SCCA

1.3.2.1 Serpinas

Las serpinas pertenecen a una familia de inhibidores de la serina proteasa, que
consiste en un gran grupo de glicoproteinas homdlogas, descrito por primera vez en
afo 1980.2%0 En base al analisis filogenético, las serpinas se pueden clasificar en 16

grupos o "clados". Las serpinas humanas se dividen en nueve clados (A-l) en los que
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se incluyen las serpinas del clado B, también denominadas serpinas de ovoalbumina
(ov-serpinas).?¢"

El clado de la familia ov-serpina se propuso originalmente sobre la base de la
similitud de secuencia de aminoacidos (39-50%), caracteristicas estructurales
comunes (falta de las regiones de extensiéon N- y C-terminal, comun a otras serpinas
y existencia de residuo de serina ), falta de secuencia de sefal, encontrada en otras
serpinas y organizacion de genes similar. Las proteinas de la superfamilia Serpin
comparten una estructura terciaria comun que consta de nueve hélices a (A-l), tres
laminas B (A-C) y un bucle de sitio reactivo (RSL).261.262 |_a familia de las ov-serpinas
/ clade B serpinas consta de 13 miembros, incluida la ovoalbumina de pollo, el
activador del plasmindgeno-2 (PAI-2, SERPINB2), el antigeno del carcinoma de
células escamosas (SCCA1, SERPINB3 y SCCA2, SERPINB4) y el inhibidor de la
elastasa (MNEI, SERPINB1).2%3 Entre los genes de los 13 miembros de la familia del
clado B, tres se localizan en el cromosoma 6p25 (SERPINB1, B6 y B9) y los genes
restantes se localizan en el cromosoma 18q21.3 (SERPINB2, B3, B4, B5, B7, B8, B10,
B11, B12 y B13).252 En los humanos, diez de los 13 genes del clado B se encuentran
en el cromosoma 18, SERPINB1, SERPINB6 y SERPINB9 estan codificados por
genes ubicados en un grupo separado en el cromosoma 6.252 SERPINB1, que inhibe
la neutrofila elastasa y la catepsina G, SERPINBG6 responsable de inhibir la catepsina
G y SERPINBY, un regulador de la granzima B, residen en las células del sistema
inmune tanto innato como adaptativo.?* SERPINB2 (inhibidor del activador del
plasmindégeno 2, PAI-2) es una serpina que se encuentra en monocitos, macréfagos
y en leucocitos en responsable a mediadores inflamatorios.?®> SERPINB10 se ha
encontrado en la médula 6sea en las células sanguineas en desarrollo del linaje de

monocitos y su expresion se reduce después de la maduracion inducida por mitdgeno
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de lineas celulares de monocitos, lo que sugiere una participacion en el desarrollo de

monocitos.266

Familia de inhibidores de la serina proteasa

SCCA1 (SERPINB3) SCCA
SCCA SCCA-IgM 4——]

(Bumione: 2012) ( Biasiolo, 2008 )
Y 7 Y
[ Pozzan, 2014 ) ( Martini, 2015 )

\ 4

Biasiolo, 2016

SCCA2 (SERPINB4) / / unocomplejo
A4

Figura 7. Los estudios del SCCAy SCCA-IgM.
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1.3.2.2 SCCA1 and SCCA2

SCCA tiene dos isoformas diferentes, codificadas por genes altamente
homodlogas 2 SCCA 1(SERPINB3) y SCCA2(SERPINB4), han sido identificados como
las formas neutros y acidos, respectivamente. SCCA 1 y 2 son indetectables en los
hepatocitos normales, pero su expresion aumenta progresivamente de la enfermedad
hepatica crénica a los nddulos displasicos y CHC.2%7

SERPINB3 y SERPINB4 se purificaron originalmente del carcinoma de células
escamosas del cuello uterino, como el componente principal del antigeno TA-4.2%8 La
forma neutral fue codificada por el gen original del antigeno del carcinoma de células
escamosas (SCCA) (SCCA1, SERPINB3) y la forma acida fue codificada por un
nuevo gen (SCCA2, SERPINB4).2° Se ha demostrado que SERPINB3 y SERPINB4
tienen propiedades y sustratos distintos; SERPINB3 inhibe las cisteina proteasas tipo
papaina tales como papaina, catepsina-S, -K y -L, mientras que SERPINB4 inhibe la
catepsina G, la quimasa de los mastocitos humanos y Der p 1 y Der f 1.270 SERPINB3
y SERPINB4 han evolucionado por duplicacion de genes y estan dispuestos en
tandem. Ambos genes tienen aproximadamente 10 kb y contienen 8 exones
flanqueados por 7 intrones.?®® SERPINB3 y SERPINB4 estan co-expresados en
tejidos normales: epitelio de la lengua, esoéfago, amigdala, cuello uterino y algunas
areas de la piel,>’! también psoriasis?’? y esclerodermia sistémica?’3. Dos estudios
independientes mostraron que estos dos genes se coexpresan con frecuencia en los
mismos tejidos, incluidos la vejiga, el utero, el esdfago, los pulmones, la prostata, los
testiculos, el timo y la traquea, excepto que SERPINB4 no era detectable en la vejiga
y el timo.274275 E| SCCA también se detectd en saliva, secreciones respiratorias y

muestras de liquido amniético de individuos sanos.?’! El aumento de la expresion de
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SERPINB3 / B4 también puede facilitar un mecanismo de avance para modular la
respuesta inmune.?’6

Los datos disponibles sugieren que SerpinB3 puede conducir a CHC a través de
diferentes estrategias: a) SerpinB3 tiene efecto anti-apoptético, dirigiéndose a la
cascada aguas arriba de la caspasa 3;?’’ b) SerpinB3 induce la transicion epitelio-
mesenquimal y la disminucién de las uniones desmosomales, ademas, se ha
informado de la reduccién de la acumulacion de E-cadherina y beta-catenina en
diferentes lineas celulares, asociada con una mayor proliferacién celular?’® SerpinB3
promueve el crecimiento tumoral mediante la inhibicion de la infiltracién intratumoral
de células asesinas naturales.?’® Hasta la fecha, los mecanismos precisos que
determinan los fenédmenos descritos alun se desconocen.?8°

SCCA1 se expresa en mas nodulos displasicos de alto grado y en el CHC que
en las grandes nodulos de regeneracion, lo que sugiere un papel en la
hepatocarcinogénesis.?®' En CHC, la alta expresion de SCCA1 se asocia
significativamente con la recurrencia precoz, y muestra un mejor significado
prondstico que otras variables clinicas e histoldgicas.?®? Estos hallazgos clinicos
importantes fueron confirmados a nivel molecular: Expresién SCCA en tumor en el
higado se ha correlacionado con la actividad de regeneracion hepatica.?’® Aumento
de la proliferacion también se documenté en lineas celulares de hepatoma exceso de
expresar SERPINB3 y en un modelo de raton transgénico para este serpina.?’8283 _os
datos recientes indican que SERPINB3 es altamente expresado en el compartimiento
de células madre / progenitoras hepaticas de higados fetales y adultos,?* SERPINB3
ha demostrado ser crucial para la invasion tumoral y la metastasis, ya que promueve
epiteliomesenquimal transicién.?’® y la transformacién la produccién de factor de

crecimiento beta.282
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Pero SERPINB3 y SERPINB4 tienen caracteristicas bioquimicas distintivas y
especificidad de proteasa de sustrato in vitro, su regulaciéon y funcién en entornos
biolégicos no se han distinguido bien, en parte debido al hecho de que estas dos
proteinas a menudo se expresan conjuntamente. tanto en tejidos normales como
patolégicos y comparten una alta homologia tanto en el ARNm como en los niveles
de la secuencia proteica.?° Ademas, La importancia bioldgica de SERPINB3 y B4 en
el desarrollo y la funcion del tejido normal sigue siendo poco clara, en parte debido
al*®®hecho de que sus verdaderos homologos funcionales en otros organismos,
incluido el ratén, no se han definido de manera inequivoca.?®’

Aunque no se detectaron SERPINB3 / B4 en suero en pacientes con CHC,
SERPINB3 / B4 se sobreexpresan en tejidos tumorales hepaticos, también
detectables en suero de pacientes con CHC acoplado a IgM para formar complejo

inmunitario circulante y se correlaciona con la gravedad del cancer.286:288

1.3.2.3 Estudio SCCA

Giannelli et.al informaron que la expresion de SCCA se amplifico en el tejido
tumoral y en los nddulos metastasicos en comparacion con el tejido peritumoral de
CHC.?8° Beale et al. realizdé un estudio transversal que incluyé a 50 pacientes que
desarrollaron CHC después de seguir enfermedades de higado graso alcohdlicas y
no alcohdlicas y 41 sujetos de control con cirrosis demostrada por biopsia. Se
encontré que el SCCA-1 sérico aumentd considerablemente en pacientes con
higados y CHC enfermos crénicamente, pero no difirid significativamente entre
pacientes cirréticos con y sin cancer (AUC: p N 0.05, sensibilidad 0.18 y especificidad
0.73).2%° Recientemente, Soyemi y sus colegas midieron el SCCA sérico total en un

estudio transversal en el que participaron 60 pacientes con CHC y 30 controles
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aparentemente sanos, e informaron que los valores séricos de SCCA no pudieron
discriminar significativamente a los pacientes con CHC de los controles (AUC: 0,525;
sensibilidad 0,75 y especificidad 0.27%).2°' Giannelli et.al. estudiaron 120 pacientes
con CHC y 90 con cirrosis hepatica,. eEl analisis del rendimiento diagndstico del
SCCA total revelé un AUC de, con valores de sensibilidad y especificidad de 0,84 y
0,49, respectivamente. Curiosamente, la combinacién de AFP y SCCA produjo una
deteccidn seroldgica correcta de CHC en hasta el 91% de los pacientes.?%? Hussein
et al. midi6 el SCCA sérico total en 49 pacientes con CHC, 30 afectados por
enfermedad hepatica cronica sin CHC y 15 sujetos sanos, pero no logré encontrar
una correlacion significativa entre los valores séricos de SCCA y AFP. Ademas, el
rendimiento diagndstico de SCCA (AUC: 0,705; sensibilidad 0,78 y especificidad 0,84)

fue comparable al de AFP (AUC: 0,717; sensibilidad 0,90 y especificidad 0,93).20%}

1.3.2.4 Estudio SCCA-IgM

En los ultimos anos se ha atribuido un énfasis relevante a la inmunidad innata o
natural, que actua como la primera linea de defensa, y también como el vinculo entre
la inmunidad adquirida y la memoria inmunolégica.?®®> La presencia de
inmunocomplejos ligados a IgM con valor diagnéstico se ha encontrado
recientemente en diferentes tumores humanos, incluidos cancer de colon y de
prostata, y también en otras afecciones patologicas.?94-2%

No se detectd ECCA libre en niveles significativos en pacientes infectados por HCV
con CHC, pero esta molécula se encontr6 acoplada a IgMs (SCCA-IgM) para formar
inmunomodelos circulantes en la mayoria de los pacientes con CHC, mientras que en
la poblacién control sana sus niveles estaban por debajo El limite de deteccion.?® La

aparicion de este biomarcador-IgM inmune complejo parece ser apoyado por el
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modelo de inmunoedicién reciente que considera natural IgMs como uno de los

jugadores mas importantes del sistema inmune innato.?%’

1.3.2.4.1 SCCA-IgM en diagnéstico de CHC

Pontisso et al’®® se demostro el aumento significativo en el tiempo de SCCA-IgM
solo en pacientes con cirrosis temprana (histolégicamente probada) que desarrollaron
CHC dentro de los cuatro afios de seguimiento. SCCA-IgM se analiz6 en un estudio
longitudinal y retrospectivo que fue realizado preliminarmente en una cohorte de
pacientes infectados por VHC con estadios tempranos de cirrosis, definidos a partir
de hallazgos histologicos. En consecuencia, se encontrd que el valor predictivo de la
variacion de SCCA-IgM fue significativamente mejor que el de AFP para predecir la
progresion a CHC (AUC: 0,821 frente a 0,654) Ademas, Beneduce et al?®® también
encontré respecto al valor diagnéstico de SCCA-IgM para CHC, un estudio
transversal realizado por Beneduce et al ha demostrado la positividad de este
biomarcador en la gran mayoria de las muestras de suero de CHC (sensibilidad del
70% frente a la sensibilidad del 42% de la AFP); mientras que todas las muestras de
control sanas fueron negativas. En otro estudio, Giannelli et al. también evaluo el
rendimiento diagndéstico de SCCA libre y SCCA-IgM en las muestras de suero de 499
CHC vy 462 pacientes cirroticos. Giannelli’®© se encontré que el rendimiento
diagnostico de SCCA-IgM sérica (AUC: 0,675; sensibilidad 0,52 y especificidad 0,76)
fue marginalmente mas alto que el de SCCA libre (AUC: 0,656; sensibilidad 0,42 y
especificidad 0,83), pero ligeramente menor que el de AFP sérico. (AUC: 0.724;
sensibilidad 0.41 y especificidad 0.94). Es importante destacar que la combinacion de

SCCA-IgM y AFP en pacientes con concentracion de este ultimo biomarcador entre
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20 y 200 ng / ml fue efectiva para mejorar el diagnostico de CHC en el 54% de los
pacientes.3%0
Mossad et al. llevd a cabo otro estudio transversal con 40 pacientes con CHC,
30 pacientes con cirrosis hepatica y 20 controles sanos, para investigar la precision
diagndstica de SCCA-IgM y AFU en comparacion con AFP en el diagndstico precoz
de CHC. Se encontr6 una correlacion débil pero significativa entre SCCA-IgM y AFP
(p = 0.007; r = 0.284). Se encontré que el rendimiento diagnéstico de SCCA-IgM
(sensibilidad 0,88 y especificidad 0,66) era mayor que el de AFP (sensibilidad 0,70 y
especificidad 0,53). Aun mas importante, la medicion combinada tanto de AFP como
de SCCA-IgM fue efectiva para aumentar la sensibilidad diagnéstica (es decir, 0,93),
mientras que la especificidad permanecidé sustancialmente invariable (es decir,
0,62).202
Sin embargo, los resultados son controvertidos debido a los diferentes valores
de corte utilizados en cada estudio. Las sensibilidades variaron del 42% al 89% y las
especificidades del 27% al 89%, con un amplio rango para los valores del area bajo
la curva (AUC), de 0,66 a 0,86.202:203,286,291,292,300-305 Ademas, todos los estudio se
hace in Italia y con mayor pacientes incluido son de etiologia de hepatitis C, podria

introcir el sesgo a la conclusiones.

1.3.2.4.2 SCCA-IgM en pronéstico de CHC

Buccione et al.3%® mostroé los pacientes positivos para el VHC con cirrosis
manifiesta, la negatividad SCCA-IgM (corte < 200 AU / mL) identifico con precision a
los pacientes con bajo riesgo de desarrollar cancer de higado en el afio subsiguiente.
El objetivo de este estudio fue evaluar si los niveles de SCCA-IgM en el suero podian

identificar pacientes con VHC con signos clinicos de cirrosis con riesgo de desarrollar
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CHC. El estudio involucré a 57 pacientes cirréticos, durante un periodo medio de 48
meses. El valor basal de SCCA-IgM seroldgico fue casi 4 veces mayor en pacientes
que desarrollaron CHC que en aquellos que no lo hicieron, y el valor de SCCA-IgM <
200 AU / mL identificé con precision a pacientes con bajo riesgo de cancer de higado
en el afo subsiguiente , con un valor predictivo negativo del 97%. Luego, Pozzan et
al3%* recientemente se ha demontré SCCA-IgM mostré una mayor sensibilidad para
el diagnostico de CHC, en comparacion con AFP. Analizo retrospectivamente el suero
de 327 pacientes, incluidos pacientes con cirrosis y CHC, de hecho, la negatividad de
este biomarcador fue capaz de identificar a los pacientes con CHC con una
supervivencia global mas larga y libre de progresién. Se encontré que un valor de
SCCA-IgM menor que el punto de corte era un predictor independiente de
supervivencia (razén de riesgo: 2.12, IC 95%: 1.08-3.85, p = 0.017). La mediana de
supervivencia fue de 48 meses para los pacientes con SCCA-IgM baja (<130 AU/ mL)
y 26 meses para aquellos con SCCA-IgM alta (> 130 AU / mL). AFP no pudo predecir

la respuesta completa.

1.3.2.4.3 SCCA-IgM en la monitorizaciéon de la enfermedad hepatica crénica

Biasiolo et al*®” demonstré un aumento significativo de los niveles de
SCCA-IgM a lo largo del tiempo en el 75% de los pacientes no tratados
con hepatitis cronica e histologicamente. Martini et al*® mostré que
SCCA-IgM era un predictor independiente de prueba no alcohdlica
histolégicamente probada esteatohepatitis en pacientes con hepatitis C

cronica.
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1.3.2.4.4 SCCA-IgM y tratamiento antiviral

Giannini et al>®® se encontré en los paciente con el tratamiento de hepatitis C
cronica con tratamiento estandar, solo los pacientes que lograron una respuesta viral
sostenida mostraron una disminucién significativa en los valores medianos de SCCA-
IgM hasta un afio de seguimiento. Demostraron que en pacientes con cirrosis
relacionada con el VHC que alcanzaron una respuesta virolégica sostenida (RVS)
después del tratamiento estandar con PEG-IFN vy ribavirina, hubo una disminucién
significativa de los niveles séricos de SCCA-IgM al final del tratamiento y hasta un
afo de seguimiento, en comparacién con la linea de base. Ademas, Fransvea et al3'°
un estudio prospectivo multicéntrico, 103 pacientes con infeccion crénica por el VHC
sometidos a tratamiento antiviral con PEG-IFN y ribavirina se inscribieron para evaluar
la eficacia de SCCA-IgM como marcador de respuesta. Este estudio confirmé que la
reduccion de los complejos inmunes de SCCA fue significativamente diferente entre
los pacientes que mostraron RVS y aquellos que no lo hicieron. Ademas, la
disminucién de la concentracion serolégica del biomarcador fue un predictor
independiente de la RVS en relacion con el genotipo y la edad del VHC. Mas
importante, Martini et al>®® e observé una reduccion significativa de SCCA-IgM, que
dur6 hasta 6 meses de seguimiento, solo en pacientes con VHC positivos respuesta
a la terapia estandar. El comportamiento de SCCA-IgM en relacion con el tratamiento
antiviral se confirmé recientemente en 91 pacientes con hepatitis C crénica. En el
subgrupo de pacientes que alcanzaron la RVS vy tuvieron la positividad basal para
SCCA-IgM, los valores seroldgicos disminuyeron significativamente después de seis
meses de tratamiento y permanecio persistentemente bajo incluso a los seis meses

de seguimiento después del tratamiento. En los pacientes con NR, no se observo
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ninguna variacion significativa en los valores séricos de SCCA-IgM después de seis

meses de tratamiento o seis meses después del final de la terapia.

1.3.2.5 Estudio meta-analisis

Un metaanalisis intentd explorar el rendimiento diagnodstico de AFP, DCP, AFP-
L3, GPC3 y GP73 para determinar su utilidad para el diagnéstico precoz de CHC. Sin
embargo, SCCA 'y SCCA-IgM no se incluyeron.3'" El metanalisis anterior incluyo tanto
articulos en inglés como en chino y comparé las precisiones diagndsticas combinadas
entre SCCAy SCCA-IgM; estos datos deben actualizarse.®'? Varias limitaciones?' del
metaanalisis mas reciente incluyen lo siguiente: a) la recopilacion de datos finalizé en
septiembre de 2015; b) no se exploro la heterogeneidad entre los estudios; c) se
omitié un estudio publicado en 2012 por Biasiolo et al.3%?; d) se incluyé un estudio
publicado por Crescenzi et al, pero la sensibilidad registrada del 51% vy la
especificidad del 49% pudieron haber sido extraidas inapropiadamente de la
combinaciéon de AFP-IgM y SCCA-IgM; ademas, si un biomarcador es insuficiente
para diagnosticar con precision el CHC, las combinaciones de biomarcadores
actualmente disponibles deberian evaluarse por metanalisis; e) a nuestro leal sabery
entender, la investigacion de las razones de la heterogeneidad entre los estudios que
van tanto importante que el calculo de una unica medida de resumen es un proposito
importante del metanalisis®'43'5, Los estudios previos no pudieron evaluar la

heterogeneidad debido al numero limitado de publicaciones en el momento.
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2. HIPOTESIS
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La combinacion de biomarcadores circulantes usada como herramienta para el
diagnostico de CHC podria ayudar a mejorar el sistema de cribado, e incluso la
capacidad predictiva de los métodos séricos actuales basados en marcadores
independientes. Mediante el uso de puntos de corte ajustados y nuevas
combinaciones se podria estratificar a los pacientes en funcion del riesgo individual,
personalizando el programa de vigilancia, y consiguiendo, a su vez, una optimizacion

de los recursos sanitarios.
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3. OBJETIVOS
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3.1.1 Meta-analisis

1. Determinar la precision diagnostica de SCCA, SCCA-IgM y las combinaciones de
los dos con AFP en el diagndstico de CHC en estadio temprano.

2. Explorar los factores que producen la heterogeneidad en los resultados.

3.1.2 SCCA-IgM en la prediccién de CHC

1. Evaluar el valor predictivo del SCCA-IgM para la prediccion de CHC a largo plazo
en pacientes con cirrosis hepatica.

2. Analizar si la combinaciéon de SCCA-IgM y AFP puede mejorar los métodos séricos
habituales de practica clinica en la prediccion de CHC a largo plazo y personalizar los

programa del vigilancia.
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4. METODOLOGIA
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4.1 Meta-analisis de SCCAy SCCA-IgM

4.1.1 Estudio de identificacion y seleccion

Dos investigadores (Chang-Hai Liu y Javier Ampuero) realizaron busquedas de
forma independiente en MEDLINE (utilizando PUBMED como motor de busqueda),
EMBASE vy las bases de datos Cochrane. Se utilizaron bases de datos para identificar
estudios adecuados que se publicaron hasta el 2 de octubre de 2017. Se utilizaron
términos y palabras clave MeSH, y los términos de busqueda incluyeron los siguientes:
antigeno del carcinoma de células escamosas, SCCA, SERPIN, SCCA-IgM, SCCAIC,
CHC, higado, cancer, tumor hepatico, neoplasia hepatica, hepatocelular, hepatoma y
carcinoma hepatico, y una combinacion de esos términos MeSH. Las busquedas se
limitaron a publicaciones en inglés con sujetos humanos. Se realiz6 una busqueda
manual utilizando las referencias enumeradas en los articulos originales y articulos
de revision recuperados. Los resultados fueron recolectados por separado por los dos
investigadores. Los criterios de inclusiéon fueron los siguientes: (a) los estudios
demostraron el rendimiento diagnoéstico de SCCA o SCCA-IgM; (b) utilizaron
ultrasonografia y/o tomografia computarizada y/o resonancia magnética y/o biopsias
hepaticas como patrones de referencia; y (c) los datos podrian recuperarse como
tablas de dos por dos como verdaderos positivos, falsos positivos, falsos negativos y
verdaderos negativos. Se excluyeron los estudios con menos de diez pacientes para
evitar el sesgo de seleccion. Los criterios de exclusion fueron los siguientes: 1)
informes duplicados; 2) estudios realizados en animales; 3) resumenes de
conferencias, actas de reuniones y cartas al editor; y 4) revisiones sistematicas o

meta-analisis. Este estudio se realizdé de acuerdo con la declaracion PRISMA 316
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4.1.2 Extraccién de datos y evaluacién de calidad

Dos investigadores (Chang-Hai Liu y Javier Ampuero) extrajeron de forma
independiente la siguiente informacion: pais, criterios de seleccidon de poblacién, ano,
nombre del estudio, calidad metodolédgica (seleccién de pacientes, prueba de indice,
estandar de referencia, flujo y tiempo, seleccién de pacientes para la preocupacion
aplicable, texto de indice para preocupacién aplicable y estandar de referencia para
la preocupacion aplicable), etiologia, clase Child-Pugh, tamafo de muestra, biopsia,
edad, género, datos para tablas de dos por dos, valores de corte, sensibilidad,
especificidad y AUC. Cuando se publicd la misma poblacién en varias revistas,
conservamos solo el articulo mas informativo o el estudio mas completo, para evitar
la duplicacién. También pedimos a los investigadores informacién adicional, y si no
recibimos respuesta, los items "no informados" se trataron como "inciertos" o "no
disponibles". Si los dos investigadores no estaban de acuerdo, se consulté a un tercer
autor (Manuel Romero-Gémez). Dos revisores (Chang-Hai Liu y Javier Ampuero)
evaluaron de forma independiente la calidad de los estudios elegibles utilizando la
herramienta de Evaluacidén de calidad para estudios de precision diagnostica

(QUADAS-2).317

4.1.3 Definicién y calculo de las variables experimentales

La precision diagndstica representa la ganancia total de sensibilidad y
especificidad de una prueba; es igual a la proporcidon de casos verdaderos positivos
mas verdaderos negativos del numero total de pacientes y los controles juntos. Como
calcular en el caso de un numero igual de pacientes y controles, la precision
diagndstica es igual a la media de la sensibilidad y especificidad. El valor de precision

diagnostica maximo esta en el umbral 6ptimo.*' Para ilustrar el significado de estos
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conceptos a través de sus estimaciones, supongase que se tienen N sujetos de los
que se conoce su estatus verdadero (enfermo o no) y se les ha practicado el test o
prueba que se esta evaluando y cuyo resultado puede ser inequivocamente positivo
0 negativo.3'8-323 Estas caracteristicas pueden entonces estimarse faciimente a partir

de una tabla de 2x2 como se muestra a continuacion.

Criterio de

verdad
Enfermos No enfermos  Total
Positivos a b atb
Prueba Negativos C d c+d
diagnostica
Total at+c b+d atb+c+d

Tabla 6. Variables por 2x2 tabla.
a = Verdaderos positivos (VP) = numero de pacientes con la enfermedad
diagnosticados como "positivos" por la prueba.
b = Falsos positivos (FP) = numero de pacientes sin la enfermedad diagnosticados
como "positivos" por la prueba.
¢ = Falsos negativos (FN)= numero de pacientes con la enfermedad diagnosticados
como "negativos" por la prueba.
d = Verdaderos negativos (VN)= numero de pacientes sin la enfermedad
diagnosticados como "negativos" por la prueba.

La sensibilidad y la especificidad son las medidas tradicionales y basicas del
valor diagnostico de una prueba. Miden la discriminacién diagndstica de una prueba

en relacion a un criterio de referencia, que se considera la verdad.318-323

Definicion Calculo
Sensibilidad La sensibilidad I _ Verdaderos positivos/
(Se) (Se) indica la Sensibilidad =
Total de enfermos = VP/ (VP + FN) = a/

capacidad de la

prueba para e
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Especificida
d (Sp)

Valor
predictivo de
una prueba
positiva
(PPV)

Valor
predictivo de
una prueba
negativa
(NPV)

La razén de
verosimilitud
(LR)

detectar a un

sujeto  enfermo,
es decir, expresa
cuan "sensible"

es la prueba a la
presencia de la

enfermedad

La especificidad
(Sp) indica la
capacidad que
tiene la prueba de
identificar como
sanos (no
enfermos) a los
que

efectivamente lo
son

EL valor
predictivo de una
prueba positiva
equivale a la
probabilidad
condicional de
que los individuos
con una prueba
positiva  tengan
realmente la
enfermedad

EL valor
predictivo de una
prueba negativa
es la probabilidad
condicional de
que los individuos
con una prueba
negativa no
tengan realmente
la enfermedad

La razon de
verosimilitud
(LR).  Feinstein
califica a la razén

q ana P
de verosimilitud®

como un
indicador

"reciente y
popular" del

desemperfio de un
test diagnéstico.

Especificidad ="2rdaderos negativos/

Total de no enfermos = VN/ (VN + FP) =
d/ (b+d)

Valor predictivo positivo = Verdaderos
positivos/ Total de positivo = VP/
(VP+FP) = al (a+hb)

Valor predictivo negativo = Verdaderos
negativos / Total de negativos = VN/
VN+FN= d/ (c+d)

LR+= Sensibilidad/ (1- Especificidad)
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RV- = (1-Especificidad) / Sensibilidad

Tabla 7. Definicion y calculo de la precision diagnéstica de las variables
experimentales.

La tasa positiva diferencial (DPR), también conocida como indice de Youden es
la tasa positiva neta que es el resultado de restar la relacion falsa negativa (1-
especificidad) de la verdadera positiva (sensibilidad).3?* El valor predictivo positivo
(PLR) es la probabilidad de enfermedad en pacientes con una prueba positiva. El
valor predictivo negativo (NLR) es la probabilidad de ausencia de enfermedad entre
los pacientes con una prueba negativa. Tanto el PPV como el NLR aumentan
gradualmente al 100% al aumentar el valor de corte.??® La razén de probabilidad
positiva (LR +) representa la probabilidad de que una persona que tiene la prueba de
la enfermedad sea positiva dividida por la probabilidad de que una persona que no
tenga la enfermedad sea positiva. LR- representa la probabilidad de que una persona
que tiene la prueba de la enfermedad sea negativa, dividida por la probabilidad de
que una persona que no tiene la prueba de la enfermedad sea negativa. Los LR
pueden variar de 0 a infinito al aumentar el valor de corte. Una razén de probabilidad
mayor de 1 indica que el resultado de la prueba esta asociado con la enfermedad.
Cuanto mayor es el numero, mas convincentemente el hallazgo sugiere la

enfermedad.326

4.1.4 Sintesis de datos

Segun los criterios revisados de EASL' vy los criterios de AASLD?3®, nuestros
estandares de referencia clasificaron a los pacientes en dos grupos, pacientes con

CHC y pacientes sin CHC. Si se informaron varios puntos de corte en un estudio,
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utilizamos el punto de corte que mejor se adaptaba a nuestro objetivo principal de
cribado del CHC en pacientes con cirrosis.

La regresion bivariada se realizé para estimar la sensibilidad y especificidad
generales con 95% de Cls, y se construyeron curvas de resumen jerarquico de
caracteristicas operativa (HSROC) como una mejora y extension del enfoque de la
curva resumen de caracteristicas operativas del receptor tradicional (sROC).3?7
Ademas, se calcularon las ratios de probabilidad positivos y negativos (PLR y NLR,
respectivamente) y el odds ratio de diagnéstico (DOR) a través de las curvas
HSROC.3?7328 |_a heterogeneidad entre los estudios se midié6 mediante la prueba Q'y
el indice de inconsistencia de Higgins (I?). Un valor de p de mas de 0,05 y un valor de
1> superior al 50% se tomd como indicativo de heterogeneidad significativa.3?® Si hubo
heterogeneidad, se realiz6 un analisis de sensibilidad para determinar si habia
influencia indebida ejercida por un unico estudio sobre los resultados de los estudios
combinados.3* Se utilizé un diagrama de caja bivariable para demostrar el grado de
interdependencia de la sensibilidad y la especificidad, incluida la ubicacion central y
la identificacion de cualquier valor atipico. El évalo interno representa la distribucién
mediana, y el 6évalo externo representa el limite del intervalo de confianza (IC) del
95%. Cualquier punto fuera del 6valo externo se consideré un valor atipico,
proporcionando evidencia indirecta de la variabilidad del umbral.

Se realiz6 un nomograma de Fagan para evaluar la utilidad clinica de SCCA,
SCCA-IgM y sus combinaciones con AFP para el diagnéstico de CHC. Evaluamos las
probabilidades previas a la prueba de 25, 50 y 75% que mostraron una relacién entre
la probabilidad previa, la razéon de verosimilitud y la probabilidad de la prueba

posterior.33' Las razones de probabilidad se usaron para simular tres escenarios
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clinicos: 1) bajo sospecha clinica de CHC: 25%; 2) alta sospecha clinica de CHC:
75%; 3) peor escenario posible: 50%.

La posible heterogeneidad entre estudios se exploré6 mediante metarregresion
univariable y andlisis de subgrupos.3'4315 Las covariables se dividieron en dos
categorias (si 0 no) cuando la metarregresion se realizdé de la siguiente manera:
seleccion de pacientes (alto riesgo [si] vs. bajo riesgo), poblacién (ltalia [si] vs. reposo),
prueba indice (alto riesgo [si] vs. riesgo bajo), estandar de referencia (alto riesgo [si]
vs. riesgo bajo), flujo y tiempo (alto riesgo [si ] vs. bajo riesgo vs. no reportado), disefo
del estudio (prospectivo [si] vs. retrospectivo), etiologia (solo viral [si] vs. mezclado),
VHC (VHC> 50% [si] vs. VHC < 50%) , Clase Child-Pugh (Child-Pugh A> 50% [si] vs.
Child-Pugh A < 50%), tamafo de muestra (tamafio de muestra> 50 [si] vs. tamafio de
muestra < 50), punto de corte (SCCA -IgM: 100 AU / mL <punto de corte <200 UA /
mL [si]; SCCA: punto de corte <1 ng/ mL [si] vs. punto de corte> 1 ng / ml), dominante
masculino (sexo masculino> 65% [si] vs. sexo masculino < 65%), biopsia (biopsia [si]
vs. no biopsia). Evaluamos el posible sesgo de publicacion mediante el uso de la
prueba de asimetria del grafico de embudo de Deeks, y p <0,10 indicd significaciéon
estadistica.33? Utilizamos STATA version 14 (Stata Corp; College Station, TX) con los
programas "Midas" y "Metandi". las pruebas estadisticas fueron bilaterales, con

valores de p < 0,05 indicativos de significacidon estadistica.

4.2 SCCA-IgM en la prediccién del hepatocarcinoma

4.2.1 Seguimiento clinico de pacientes.

La puesta en marcha de programas de vigilancia para la deteccién en
poblaciones candidatas de alto riesgo y también para encontrar biomarcadores

destinados a la deteccion temprana del CHC constituye un importante objetivo de
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salud publica para reducir las muertes asociadas al CHC. Es por ello que los
organismos de politica sanitaria y de investigacion de la Administracion deberan
abordar estas necesidades. De esta manera, los pacientes con un riesgo alto de
desarrollar un CHC deberian ser incluidos en programas de vigilancia. Los grupos de

riesgo alto se describen en la tabla 6.

1 Pacientes cirréticos, Child-Pugh estadio Ay B

2 Pacientes cirroticos, Child-Pugh estadio C en espera de
trasplante hepatico

3 Portadores de VHB no cirrdticos con hepatitis activa o
antecedentes familiares de CHC

4 Pacientes no cirréticos con hepatitis cronica C vy fibrosis hepatica

avanzada F3
Tabla 8. Recomendaciones para la vigilancia del CHC: categorias de pacientes
adultos en los que se recomienda la vigilancia.

La vigilancia debe ser llevada a cabo por personal experimentado, en todas las
poblaciones de riesgo, con el empleo de ecografia abdominal cada 6 meses.
Excepciones: Se recomienda un intervalo mas corto entre los examenes de
seguimiento (cada 3-4 meses) en los siguientes casos: 1. Cuando se ha detectado un
nodulo de menos de 1 cm (véase la politica de recordatorio), 2. En la estrategia de
seguimiento tras la reseccion o los tratamientos locorregionales.

Las pruebas que pueden utilizarse en la vigilancia del CHC incluyen analisis
serologicos y exploraciones de imagen. La técnica de imagen mas ampliamente
utilizada en la vigilancia es la ECO. La ECO tiene una exactitud diagnéstica aceptable
cuando se emplea como método de vigilancia (sensibilidad de entre el 58% y el 89%;
especificidad superior al 90%).333334 La AFP es el biomarcador mas ampliamente
utilizado del CHC. Se sabe que la elevacion persistente de los niveles de AFP

constituye un factor de riesgo para la aparicion del CHC y puede utilizarse para ayudar

a definir las poblaciones en riesgo.33® Sin embargo, cuando se combina con la ECO,
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los niveles de AFP tan solo proporcionan una deteccién adicional de un 6%—-8% de
los casos no identificados previamente mediante ECQO.33¢ Un intervalo de 6 meses
constituye una opcién razonable. No obstante, teniendo en cuenta que la variabilidad
interpacientes es enorme, las guias japonesas han propuesto un intervalo mas corto,
de 3 meses.*®

Desde enero de 2007 hasta marzo de 2016, 62 pacientes cirréticos (30,5%;
62/203) se inscribieron en las consultas ambulatorias de la Azienda Ospedaliera di
Padova (Padua, Italia) como cohorte de estimacion y 155 pacientes cirréticos (69,5%;
141/203) se incluyeron en el Hospital Universitario Virgen del Rocio y Hospital
Universitario de Valme (Sevilla, Espafia) como cohorte de validacion. El estudio se
realizd retrospectivamente en sueros recogidos prospectivamente. Los pacientes
fueron reclutados independientemente de la etiologia y seguidos cada seis meses
para detectar el CHC por ultrasonido de acuerdo con las pautas de la EASL.' El
estudio se realizé siguiendo las normas éticas expresadas en la Declaracién de
Helsinki y la Conferencia Internacional sobre Directrices de Armonizacion para
Buenas Practicas Clinicas. Se tomaron muestras humanas después de obtener un
consentimiento informado firmado segun lo aprobado por el Comité Etico de ambos
hospitales.

La cirrosis fue diagnosticada por al menos uno de los siguientes: clinicos
(presencia de hipertension portal, varices esofagicas, disfuncion hepatica o ascitis
previa o hemorragia variceal), patolégicos (biopsia hepatica) o radiolégicos (gruesa /
nodular / redistribucion lobular en el ultrasonido) marcadores de cirrosis. Los
parametros demograficos, clinicos y de laboratorio se registraron en la primera visita,
incluida la edad, el sexo, la etiologia de la cirrosis, las enzimas hepaticas (AST, ALT),

la bilirrubina, la albumina, la creatinina y los niveles de plaquetas. Los pacientes con

75



hepatitis viral cronica y antecedentes de consumo de alcohol se clasificaron como
hepatitis viral. De manera similar, los pacientes con esteatohepatitis se incluyeron
como cirrosis alcohdlica si se determinaba que el alcohol era la causa de la
enfermedad hepatica en el registro clinico. La esteatohepatitis no alcohdlica, asi como
las enfermedades hepaticas autoinmunes como la hepatitis autoinmune, la cirrosis
biliar primaria o la colangitis esclerosante primaria, se clasificaron como "Otros". El
tiempo de seguimiento fue censurado en la ultima visita a la clinica, el trasplante de
higado o el diagndstico de CHC dentro del término de 60 meses. Nueve pacientes
fueron excluidos debido a la historia de cancer de otros origenes. Los CHC se
diagnosticaron sin biopsia para confirmar el CHC en la mayoria de los casos debido
a los enfoques actuales de diagndstico clinico, incluida la ecografia, la tomografia
computarizada (TC), la resonancia magnética (RM) fueron suficientes para

diagnosticar CHC."®

4.2.2 Criterios diagnésticos de hepatocarcinoma

El diagnéstico de CHC se realiz6 ante la sospecha de lesidon ocupante de
espacio en los examenes ecograficos semestrales durante el seguimiento. Una vez
que se sospechd ecograficamente CHC, se confirmd mediante: 1) histopatologia; 2)
dos técnicas de imagen (ecografia abdominal, angiograma o tomografia
computarizada); o 3) una técnica de imagen mas un nivel de a-fetoproteina en

suero >200 ng / ml.3%7

4.2.3 Procesamiento de muestras

Se realizd extraccibn de una muestra de sangre de 10 ml de cada

participante usando agujas desechables y jeringas de vacio. Posteriormente la
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muestra fue recepcionada en la Unidad de investigacién de Enfermedades Hepaticas
y digestivas, procesadas y almacenadas en condiciones 6ptimas (refrigeradas a -
80°C). Se almacenaron alicuotas de plasma y suero en crioviales a -80°C después de
la centrifugacion durante 10 minutos a 1500 x g. La AFP sérica y la SCCA-IgM se
midieron para cada paciente por un técnico experimentado que era ciego a la

informacion clinica.

4.2.4 Evaluacion SCCA

La SCCA-IgM se midi6é por duplicado usando kits de ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA) disponibles en el mercado de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Hepa-IC, Xeptagen, Venecia, Italia). Todos los reactivos se
proporcionaron en el kit y los resultados se procesaron con el software XEREPRO
(Xeptagen). La cantidad de complejos inmunes SCCA-IgM se expreso en unidades
arbitrarias (AU) / mL mediante la interpolacién de la absorbancia de las muestras en
las curvas de calibracion trazadas con calibradores SCCA-IgM. De manera resumida,
se incubaron suero diluido (100 ul, 1: 8 en tampdn de dilucion) en placas precargadas
con el anticuerpo policlonal especifico. Se generaron curvas estandar adecuadas
para cada placa de ELISA utilizada. Si los resultados del ensayo duplicado mostraron
una diferencia con mas del 10% de variacion del coeficiente (CV), se realizdé un
ensayo duplicado repetido, y solo se incluyeron resultados confiables para el analisis.
Los niveles de AFP se determinaron mediante un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia usando un analizador automatizado Elecsys (Roche,

Suiza).
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Figura 8. Proceso del usar ELISA para SCCA-IgM.

4.2.4.1 Principio del test

Los calibradores estandar y las muestras son simultaneamente incubadas en los
pocillos de una placa microtituladora sensibilizada con anticuerpo anti-SCCA. El
inmunocomplejo SCCA-IgM es detectado mediante la incorporacion de un anticuerpo
secundario conjugado con enzima y el sustrato de la enzima (TMB). El color

desarrollado es proporcional a la cantidad del inmunocomplejo de la muestra.

4.2.4.2 Reactivos y materiales

XG003-PL: microplaca de 96 pocillos, sensibilizada con anticuerpo anti-SCCA

purificado de conejo.
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XGO003-Calibrator: Dos viales de calibrador liofilizado de PBS. Polvo blanco.
Concentracion exacta en la etiqueta. XG-EA2: 14 mL de una solucion de anticuerpo
secundario anti-IgM conjugado con peroxidasa listo para usar.

XG-CH7: 14 mL de una solucién cromoégena lista para usar de TMB (3,3,5,5'-
Tetramethylbenzidine).

XG-ST7: 14 mL de solucion bloqueadora de HpSO4 0.3M lista para usar.

XG-DB5: 5 mL de solucién de dilucién concentrada 5x. Diluir con agua desionizada.
Una vez diluida, la solucion contiene 1% BSA y 0.05% Tween 20. Contiene Proclin
como conservante.

XG-WB3: 100 mL de solucién de lavado concentrada 10x. Diluir con agua desionizada.
Pipetas de precision con puntas desechables.

Lavador de microplacas.

Lector de microplacas con filtro 450 £ 20 nm.

Agua destilada o desionizada.

4.2.4.3 Preparacion los reactivos

» Reconstituir el calibrador XG003 con 440 pL de agua desionizada en cada vial.

* Preparar la cantidad necesaria del buffer de dilucion XG-DB5 diluyendo 5 veces la
solucion concentrada con agua desionizada. Si aparecen cristales tras la refrigeracion,
calentad la botella a 37°C y agitad hasta su disolucion.

* Preparar la cantidad necesaria del buffer de lavado XG-WB3 diluyendo 10 veces la

solucidon concentrada en agua desionizada.

4.2.4.4 Ejecucidn del test

1. Preparar los reactivos como descrito anteriormente.
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10.

11.

12.

13.

Preparar la microplaca con suficientes pocillos para llevar a cabo el test del
estandar y las muestras.

Extraer de la matriz de la microplaca las tiras sobrantes y conservarlas en la
bolsa de plastico con el desecante suministrado.

Lavar las tiras de la microplaca tres veces con el buffer de lavado XG-WB3
(300 pL/pocillo).

Distribuir 100 pL/pocillo del calibrador estandar (por duplicado) empezando por
la solucion reconstituida y llevando a cabo en la placa diluciones seriadas con
factor de dilucion 2 con el objetivo de obtener una curva de calibracion de 7
puntos. Usar el buffer de dilucion XG-DBS5 como diluyente (videoclip en
http://www.xeptagen.com/elisains). Para la concentracion exacta del calibrador
reconstituido, hacer referencia al valor de concentracion (AU/mL) indicado en
el vial XG003-Calibrator. Distribuir también 100 uL/pocillo del buffer de dilucion
DB5 como blanco por duplicado.

Distribuir 100 pL/pocillo de las muestras diluidas 8 veces (1:8) por duplicado.
Usar el buffer de dilucion XG-DB5 como diluyente.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Lavar seis veces con el buffer de lavado XG-WB3 (300 uL/pocillo).

Anadir 100 uL/pocillo de la solucién del anticuerpo secundario conjugado XG-
EA2.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Lavar seis veces con el buffer de lavado XG-WB3 (300 pL/pocillo).

Distribuir 100 uL/pocillo de la soluciéon cromégena XG-CH7.

Permitir que la solucién se colore durante 10-15 min a temperatura ambiente

en la oscuridad. A continuacién, afiadir 100 pL/pocillo de la solucién de stop
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XG-ST7 y medir los valores OD de cada pocillo usando un lector de placas
ELISA equipado con un filtro de 450 nm. Una vez bloqueada la reaccién debe
leerse dentro de una hora.

14. Interpretar los valores de OD con el software Xerepro
(http://www.xeptagen.com/software) o como descrito en la proxima seccion:

Elaboracion de los resultados.

4.2.4.5 Analisis estadistico

La regresion de riesgos proporcionales de Cox se utilizo para estimar el cociente
de riesgo (CR) y los intervalos de confianza (IC). En analisis univariante, las
comparaciones entre las variables categoricas se realizaron mediante la prueba de
Chi-cuadrado o Fisher. Los resultados se presentan como frecuencias y porcentajes
para variables categoricas, medias y desviaciones estandar para variables continuas
normales y mediana, cuartil 1 y 3 para variables continuas no normales. Los factores
gue muestran una asociacion estadistica (p <0,05) con el CHC en analisis univariados
se combinaron en un modelo multivariable paso a paso hacia atras. También se
incluyeron factores no significativos, pero de posible relevancia clinica, como la edad
y el sexo, para evitar factores de confusién. En la cohorte de estimacion, usamos los
dos afnos de aparicion del CHC como intervalo del tiempo para el analisis univariante
y multivariante porque por lo menos hay que hacer cribado a los pacientes con riesgo
cada 2 afos. El punto de corte predictivo se establecié mediante el método de curva
caracteristica de funcionamiento del receptor (ROC) a un valor que maximizaba la
especificidad y la sensibilidad. El punto de corte de SCCA-IgM se selecciond por el
valor mas alto siguiendo el indice del Youden. El punto de corte para AFP se

establecio en 5 Ul/ml siguiendo estudios publicados previamente para diferenciar
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pacientes CHC vs no-CHC. Los puntos de corte obtenidos en la cohorte de estimacion
fueron usados en la cohorte de validacion. Para las covariables continuas, se
determinaron los valores umbral para mejorar la utilidad clinica. Las variables
categoricas se compararon mediante el método de Kaplan-Meier, con curvas
comparadas usando la prueba de log-rank. Calculamos la sensibilidad, la
especificidad, el valor predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN) de
la combinacion de SCCA-IgM y AFP para demostrar la capacidad predictiva de
acuerdo a concepto que ensefaba en la tabla 6 y 7. El paquete estadistico SPSS
(version 21.0; SPSS Inc., IL, EE. UU.) Se utilizé en todos los analisis y los graficos se
realizaron utilizando GraphPad PRISM (version 6.0, GraphPad Software Inc., CA, EE.

uu.).
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5. RESULTADOS
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5.1 Meta-analisis de SCCAy SCCA-IgM

5.1.1 Resultados de la investigacién

Como se ve en el diagrama de flujo detallado del proceso de seleccion de
articulos, después de las busquedas independientes, se excluyeron un total de 211
estudios y se seleccionaron 11 para este meta-analisis. Seis estudios sobre SCCA-
IgM, cuatro estudios sobre SCCA y uno sobre SCCA-IgM y SCCA se incluyeron.
(Figura 9) En el grupo de estudios sobre SCCA-IgM, el meta-analisis incluyd 739
pacientes con CHC y un grupo de control de 868 pacientes sin CHC; en el grupo de
estudios sobre SCCA, hubo 783 pacientes con CHC y 654 pacientes sin CHC. Cuatro
estudios analizaron la combinacién de AFP y SCCA-IgM (185 pacientes con CHC y
342 pacientes sin CHC), y dos estudios abordaron la combinacién de AFP y SCCA

(180 pacientes con CHC y 120 pacientes sin CHC).
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Search data: 02 Octuber 2017

Database searching:
Pubmed(n=98),
Embase(n=124). Total(n=222)

172 of records
after duplicates
removed

17 of full-text
articles assesse
for eligibility

155 of records excluded:
Irrelevant clinial rearches(n=137)
Non-English publication(n=3)

Reviews,letters and case
reports(n=15)

14 of full-text
articles assessel
for eligibility

3 of full-text articles excluded,
with reasons:

can not caculate sensitivity and
specificity(n=1)

did not perform ROC curve(n=2)

11 of studies
included in
synthesis

Figura 9. Diagrama de flujo de la seleccién de articulos.

3 studies were excluded due to
unable to extract 2 x 2 table
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5.1.2 Caracteristicas elegibles del estudio y evaluacion de calidad

Las caracteristicas de los estudios elegibles se enumeran en la Tabla 9:

Tabla 9: Caracteristicas de los estudios incluidos en SCCA-IgM, SCCA y la combinacion de SCCA-IgM y AFP.

Etiology HCV >

Child

Child

Sample

Biomarker  Study Year Country Subjects TP FP FN TN viral d A > C > sizge > Cut Age> g0 AUC Cutof Se Sp
50% . . off 60
only 50% 10% 100
50
Beneduce HCC/50 120
ool 2005  Italy CRIT3 35 13 15 37 Y Y NA  NA Y Y Y Y 074 piyL 70 74
HD
Giannelli 499 104
2007  ltaly HCC/462 261 112 238 350 N Y Y N Y Y v Y 0.68 52 76
et al CR AU/mL
26
Biasiolo HCC/36 156
- 2012 ltaly op/ 17 15 19 117 Y Y NA NA N Y Y Y NA 58 47
CLD
Buccione HCC 200
SCCA-IgM 2012 ltaly 29/28 17 3 12 25 N Y Y N N Y Y N NA 59 89
et al CR AU/mL
81
Pozzan et 5414  jtaly HCC206 75 404 o 102 N Y Y N Y Ny Y 063 89AUML 89 50
al CR/40
HD
40
Mossad HCC/30 233
ot ol 2014 Egypt 99 35 10 5 20 Y Y N Y N N N Y 086 AlymL 88 67
HD
Biasiolo  »516 |l Yecss 7 8 7 48 N N Y N N Y N N 0s 196 50 86
etal Y CR : AU/mL
120
Giannelli HCC/90 0.37
SCCA ol 2005  ltaly CR/A1 101 47 19 43 N Y Y Y Y N oY N 071 omL 84 48
HD

86



499

St'z?”e"' 2007  ltaly HCC/462 209 80 290 382 N Y Y N 066 38ngmL 42 83
CR
49
Hussein HCC/30
ool 2008 Egypt e 38 7 1138 NA NA N N 087 15ngmL 78 84
HD
Trerotoli 55
2009 ltaly HCC/2T 40 0 15 27 N Y Y N 09 1ingmL 73 100
etal
CR
Soyemi et 60 0.37
2012 Nigeria HCC/30 45 22 15 8 N N NA  NA 058 75 27
al HD ng/mL
Beneduce HCGHs0 Z('f"C:A-QO
2005 ltaly 48 18 2 32 Y Y NA  NA NA  AU/MmL; 9% 64
etal CR/ 73 .
AFP: 20
HD
ng/mL
SCCA-
Pozzan et HCC12068 IgM: 89
2014 ltaly 76 13 5 93 N Y Y N NA  AU/ML; 94 45
o a CR/40 _
Combination HD AFP: 200
of SCCA- U/mL
IgM and 40 SCCA-
AFP IgM: 233
Mossad 514 Egypt  HCCO0 57 45 3 48 N Y Y N NA  AU/ML; 93 62
etal CR/ 20 _
AFP: 48
HD
ng/mL
SCCA-
. 14 IgM: 156
Biasiolo .
ool 2016 ltaly HCC/S6 2 0 12 56 N N Y N 083  AUMmL; 14 100
CR AFP: 20
ng/mL
120 g%(;A:
Giamnelli 5005 taly  HCCS0 409 50 11 40 N v R 0806 ngml, 91 44
etal CR/41 ;
L AFP is 20
Combination HD
1U/ml
of  SCCA .
SCCA:
and AFP 60 037
Z"yem' e 2012 Nigeria HCC/30 26 0 34 30 N N NA  NA 0.62  ng/mL; 43 100
HDs AFP: 200
ng/mL
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AFP: alpha-fetoprotein. SCCA: squamous cell carcinoma antigen. SCCA-IgM: squamous cell carcinoma antigen immune-complex.
TP: true positive; FP: false positive; FN: false negative; TN: true positive. Y: yes; N: no; NA: not available.

Cut-off: SCCA-IgM: 100 AU/mL< cut-off <200 AU/mL [yes]; SCCA: cut-off < 1 ng/mL [yes] vs cut-off > 1 ng/mL.
HCC: hepatocellular carcinoma. CR: cirrhosis. CLD: chronic liver disease. HD: healthy donor. Se: sensitivity; Sp: specificity.

Tabla 9. Las caracteristicas de los estudios elegibles.

88




La evaluacion de calidad se realizd6 de acuerdo con los criterios QUADAS-2
modificados y se muestra en un grafico de barras. (Tabla 10) El mayor sesgo
identificado en los estudios fue en "seleccién de pacientes" y la "prueba de indice".
Cuatro estudios seleccionaron a los pacientes con cirrosis como el grupo
control;300.301.303.305 gjete estudios incluyeron pacientes con hepatitis, enfermedad
hepatica cronica o cirrosis o0 donantes sanos como el grupo de
control.202,203,286,291,292,302,304 Treg estudios no incluyeron biopsias tumorales para

confirmar el CHC,286.291.303 y se marcaron como estudio "incierto"3%.

Study - RISK OF BIAS - APPLICABILITY CONCERNS - !
PATIENT INDEX TEST - REFERENCE FLOW AND PATIENT INDEX TEST - REFERENCE .
SELECTION - STANDARD - TIMING - SELECTION - STANDARD -

Fl

Beneduce, ® ®o ©e 24 © e ©e ©e

2005+

Giannellj, ® e ?e ® o ©« ©e ©e ©e

2005+

Giannelli, 0 24 ©e ©®e ©e © e Qe
2007+

Hussein, ®. 24 ©e ©e ©e ©e ©e
2007+

Trerotoli, o 2o ©e ©e ®e ©e ©e

2009+

Biasiolo, ®. © o ®. ©e e ©e

2012+

Buccione, ©o ©e B ©e ©e © o Qe |

2012+

Soyemi ® o 2 2 ©« ©e ©e Qo

2014+

Mossad, B« L ?e @« @« ©« ©e

2014+

Pozzan, B P ©o ©®e © o ©e ©o

2014+

Biasiolo, Qe e e ©e ©e ©e e |

2016+
©Low Risk @High Risk ? Unclear Risk +

Tabla 10. Evaluacion de calidad segun los criterios QUADAS-2.
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5.1.3 Analisis de datos

La prueba de heterogeneidad se realizé en los estudios SCCA-IgM y SCCA. Se
observo una heterogeneidad significativa tanto en el grupo SCCA-IgM (Q = 81,809, p
= 0,000, I? = 98,95) como en el grupo SCCA (Q = 145,216, p = 0,000, 1> = 99,95%).
Esta heterogeneidad podria explicarse por los diferentes umbrales utilizados en los
diversos estudios. Los resultados del analisis de sensibilidad sugirieron que el estudio
de Giannelli et al.3% fue un valor atipico importante, con una estimacion de 5,99 en el
grupo SCCA-IgM vs. 3,89 - 4,34 en el resto de los estudios y 5,02 en el grupo SCCA
vs. 3,67 - 4,18 en el resto de los estudios. Después de la omision de este estudio
atipico, realizamos nuevamente el analisis de sensibilidad y observamos que no
existian otros valores atipicos y que todos los estudios fueron estables para ambos
grupos. Para confirmar la fiabilidad del analisis después de omitir el estudio de valores
atipicos, se construy6 un diagrama de caja bivariante e ilustré que todos los puntos

estaban dentro del IC del 95%, verificando que no existia un efecto umbral.
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(A) SCCA-IgM hierarchic SROC
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(C) Combinetion of SCCA-IgM and AFP hierarchic SROC
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(F) Combinetion of SCCA-IgM and AFP bivariate boxplot
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Figura 10. Curva HSROC del rendimiento diagnéstico para CHC de (A) SCCA-IgM, (B) SCCAYy (C) la combinacién de SCCA-
IgM y AFP. Grafico de caja bivariante para estimar la variabilidad umbral entre la sensibilidad y la especificidad para (D)
SCCA-IgM, (E) SCCAy (F) la combinacién de SCCA-IgM y AFP. HSROC = caracteristica operativa del receptor de resumen
jerarquico; PLR =razén de probabilidad positiva; NLR = razén de verosimilitud negativa; DOR = odds ratio de diagnéstico;

AUC = area debajo de la curva.
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Después de la omision de Giannelli et al. Study,*®° las curvas HSROC
construidas para estimar la sensibilidad, especificidad, PLR, NLR y DOR. (Figura 2)
Los AUC de SCCA y SCCA-IgM fueron de 0,80 (IC del 95%: 0,76 a 0,83) y 0,77 (IC
del 95%: 0,74 a 0,83), respectivamente. La combinacion de SCCA-IgM y AFP dio
como resultado un aumento del DOR a 22,87 (IC 95%: 8,38 - 62,40) y un aumento
del AUC a 0,90 (IC 95%: 0,87 - 0,92). Desafortunadamente, no pudimos evaluar la
combinacion de AFP y SCCA porque solo se han publicado dos estudios hasta la
fecha, y se requieren un minimo de cuatro estudios para ejecutar las estadisticas de
"Metandi" para HSROC en STATA. Heterogeneidades significativas todavia estaban
presentes en SCCA-IgM (Q = 35, p = 0,000, I> = 94), SCCA (Q = 35, p = 0,000, I? =

94%) y la combinacion de SCCA-IgM y AFP (Q = 80, p = 0,000, I? = 98).

5.1.4 Nomogramas Fagan

En los nomogramas de Fagan en la baja sospecha de escenario de CHC, los
resultados mostraron que una probabilidad posterior negativa del 6% con la
combinacion de SCCA-IgM y AFP podria considerarse suficiente para excluir la
posibilidad de CHC, seguido por 8% con SCCAy 12% con SCCA-IgM. Por otro lado,
en la gran sospecha de un escenario de CHC, una probabilidad posterior positiva del
93% podria considerarse suficiente para confirmar el diagndstico de CHC con la

combinacion de SCCA-IgM y AFP, seguido de 91% con SCCAy 88% con SCCA-IgM.
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Figura 11. Andlisis del nomograma de Fagan que evalua la utilidad clinica de
SCCA-IgM, SCCA Yy la combinacion de SCCA-IgM y AFP para el diagnéstico de
CHC de acuerdo con diferentes probabilidades previas a la prueba (previas).
SCCA-IgM: A) probabilidad de prueba previa = 25%; B) probabilidad de prueba
previa = 50%; C) probabilidad de prueba previa = 75%. SCCA: D) probabilidad
de prueba previa = 25%; E) probabilidad de prueba previa = 50%; F) probabilidad
de prueba previa = 75%. Combinaciéon de SCCA-IgM y AFP: G) probabilidad de
prueba previa = 25%; H) probabilidad de prueba previa = 50%; I) probabilidad de
prueba previa =75%. Prob anterior = probabilidad de prueba previa; LR_Positive
= razén de probabilidad positiva; Post_Prob_Pos = probabilidad positiva
posterior a la prueba; LR_Negativo = razén de verosimilitud negativa;
Post_Prob_Neg = probabilidad negativa posterior a la prueba.

5.1.5 Metarregresién univariable y analisis de subgrupos

El tamafo de muestra pequefio (5 estudios) para SCCA limité el poder
estadistico de la metarregresion. Analizamos SCCA para explorar mejor los
cofactores que influyeron en ambos grupos; sin embargo, debemos interpretar estos
resultados con precaucion. Tanto en los grupos SCCA como SCCA-IgM, la seleccién
del paciente, los valores de corte y la biopsia tumoral fueron estadisticamente

significativos.
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(A) SCCA-1gM: Univariable Meta-regression & Subgroup Analyses (B) SCCA: Univariable Meta-regression & Subgroup Analyses
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Figura 12. Metarregresion univariada y analisis de subgrupos del rendimiento
diagnéstico de (A) SCCA-IgM y (B) SCCA para detectar CHC. Selecciéon de
pacientes si = solo pacientes con cirrosis incluidos como control, no pacientes
con hepatitis o donantes sanos; corte si = SCCA-IgM: 100 AU / mL <corte <200
UA/mLy SCCA: corte <1 ng/ mL; dominante masculino = proporcién masculina>
65%.

En el analisis de metarregresion no se incluyeron covariables como etiologia,?%?
Child-Pugh clase A> 50% y C <10%,286:392 debiado a que los articulos no informaban

los datos o los datos no podian ser extraidos.

5.1.6 El sesgo de publicaciéon

El grafico de embudo Deeks43 no identificd ningun sesgo de publicacion para

SCCA-IgM (p = 0,69) o SCCA (p = 0,63).
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5.2 SCCA-IgM en la prediccion de hepatocarcinoma

5.2.1 Descripcion de la cohorte

Las caracteristicas basales y los parametros bioquimicos de la cohorte en
general, asi como las cohortes de estimacion y validacion, se muestran en la Tabla
11. En resumen, se incluyeron un total de 203 pacientes con cirrosis hepatica en el
estudio, con 74.9% Child A, 21.2% Child B y 3.9% Child C. La etiologia mas comun
de la cirrosis fue el alcohol (54.2%), seguido por el VHC (27.1%) y el VHB (8.4%). Se
observo desarrollo de CHC en 22 pacientes (10.8%) durante el seguimiento de dos
anos (22.1 £ 5.11) y 47 pacientes (23.2%) durante el seguimiento de cinco afios (54.2
1 17.54 meses). Los valores iniciales de SCCA-IgM en suero fueron significativamente
mas altos en pacientes que desarrollaron CHC que en aquellos que no (425.72 +
568.33 AU / ml frente a 195.93 £+ 188.40 AU / ml, p = 0.009) durante el seguimiento

de cinco afos, asicomo AFP (15.41 £31.71 Ul /mLvs. 5.89+8.91 Ul/mL, p =0.047).
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Italian (n=62 Spanish (n=141 Univariable
Global (n=203) (Estim;tion c):ohort) (Vpalidaticfn cohc)»rt) analysis
Gender (Male) 73.4% (149/203) 74.2% (46/62) 73.0% (103/141) 0.865
Mean age (years) 57.931 £9.76 55.77 + 10.51 58.87 £+ 9.22

Etiology 0.001

Alcohol 54.2% (110/203) 41.9% (26/62) 59.6% (84/141)

HCV 27.1% (55/203) 38.7% (24/62) 22.0% (31/141)

HBV 8.4% (17/203) 16.1% (10/62) 5% (7/144)

Others 10.3% (21/203) 3.2% (2/62) 13.5% (19/141)
Child-Pugh 0.340

A 74.9% (152/203) 64.5% (40/62) 79.4% (112/141)

B 21.2% (43/203) 27.4% (17/62) 18.4% (26/141)

C 3.9% (8/203) 8.1% (5/62) 2.1% (3/141)

AST (IU/ml) 51.69 + 38.49 69.17 £47.74 44.50 £ 31.44 0.001
ALT (IU/ml) 42.54 + 38.68 61.09 + 56.11 34.91 + 25.164 0.000
Tot. Bilirrubin (mg/dl) 1.60 £1.87 1.94 £ 2.87 1.45+1.22 0.215
Creatinin (mg/dl) 0.86 + 0.68 0.98 +1.21 0.81£0.22 0.292
Platelets (x 10%/ml) 116.00 £ 58.10 100.53 £ 43.11 122.45 £ 62.32 0.005
Albumin (mg/dl) 3885.19 + 586.66 3810.34 £ 613.79 3916.34 + 574.96 0.248
AFP (IU/mL) 8.09£17.50 12.00 £ 25.43 6.69 £ 12.82 0.101
SCCA-IgM (AU/mI) 249.13 £ 332.01 197.73 £431.13 271.73 £ 276.35 0.144
Two-year HCC (Yes) 10.8% (22/203) 12.9% (8/62) 9.9% (14/141) 0.530
Five-year HCC (Yes) 23.2% (47/203) 21% (13/62) 24.1% (34/141) 0.625

Tabla 11. Caracteristicas de la poblacién incluida.
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5.2.2 Factor de riesgo de desarrollar CHC

El analisis univariado mostré que el nivel de SCCA-IgM (p = 0.004), AFP (p =
0.000), AST (p = 0.021) y creatina (p = 0.018) se asociaron con la supervivencia libre
de CHC durante dos afios en la cohorte de estimacion. (Tabla 12) Sin embargo, la
clasificacién de Child-Pugh, el recuento de plaquetas y otros parametros bioquimicos
fueron similares entre ambos grupos de pacientes. Mediante el uso de una regresion
de Cox multivariada, después de ajustar por edad, sexo y AST, SCCA-IgM (HR 1.001
IC 95% 1.000 - 1.002; p = 0.003), AFP (HR 1.028 IC 95% 1.009 - 1.046; p = 0.003) y
la creatina (HR 1,564, IC del 95%: 1,151 a 2,142; p = 0,004) se asocio de forma
independiente con un aumento de la mortalidad a un afio. Los pacientes con CHC
mostraron niveles mas altos de SCCA-IgM que los que no la tenian (608.75 + 1093.53

vs. 136.83 + 163.44; p = 0.107).
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Covariate

Non-HCC (n=54)

HCC (n=8)

Univariable analysis

HR (95% CI; p value)

Multivariable analysis

HR (95% CI; p value)

Gender (Male)

Mean age (years)
Etiology (alcohol/HCV/HBV/other)
Child-Pugh (A/B/C)

AST (IU/ml)

ALT (1U/ml)

Tot. Bilirubin (mg/dl)
Creatinine (mg/dl)
Platelets (x 10%/ml)
Albumin (mg/dl)
AFP (IU/mL)

SCCA-IgM (AU/ml)

74.1% (41/54)
55.96 + 10.82

25/17/10/2
35/14/5

63.94 +42.21
58.86 * 55.48
1.97 £ 3.05
0.83+0.20
102.25 +43.28
3833 + 625
7.80 £9.25

136.83 + 163.44

72.7% (5/8)

54.50.1 =
8.569

1/7/0/0
5/3/0

107.29
69.83
77.29 £
62.52

1.75+1.02
2.05+3.44
88 +42.89

3642 + 525

40.38 +
62.71
608.75 *
1093.53

0.571 (0.137 - 2.39;
0.444)

0.987 (0.924 - 1.055;
0.706)

0.922 (0.290 - 2.935:
0.891)

1.013 (1.002 - 1.024;
0.021)

1.004 (0.993 - 1.015;
0.452)

0.983 (0.734 - 1.316;
0.906)

1.363 (1.055 - 1.762;
0.018)

0.992 (0.974 - 1.010;
0.387)

1.000 (0.998 - 1.001;
0.394)

1.024 (1.010 - 1.038;
0.000)

1.001 (1.000 - 1.002;
0.004)

Tabla 12. Factores asociados con CHC por la regresién de riesgos proporcionales de Cox.

1.564 (1.151 - 2.124;
0.004)

1.028 (1.009 - 1.046;
0.003)

1.001 (1.000 - 1.002;
0.003)



5.2.3 Estimacién interna de la combinacién de SCCA-IgM y AFP

La curva ROC analiz6 SCCA-IgM y AFP, diferenciando pacientes con cirrosis
que desarrollaron CHC durante dos afios de seguimiento de los pacientes restantes.
Al establecer un corte de 124 UA / ml para SCCA-IgM (sensibilidad de 75% y
especificidad de 76%) y el uso de un corte de 5 IU / ml para AFP (sensibilidad de 75%
y especificidad de 48%), construimos ademas la curva ROC de la combinacion de
ellos. El grupo de bajo riesgo (AFP <5 Ul / mly SCCA-IgM <124 UA/ ml), el grupo de
riesgo intermedio (AFP <5 Ul / ml o SCCA-IgM <124 UA/ ml) y el grupo de alto riesgo
(AFP <5 IU / ml y SCCA-IgM <124 UA / ml) se estratificaron. La SCCA-IgM, AFP y
combinacion de SCCA-IgM y AFP en la linea base para predecir el desarrollo de CHC

se mostro en Figura 14.
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Figura 14. Curvas caracteristicas operativas del receptor de la combinacién de
SCCA-IgM y AFP en comparacién con SCCA y AFP para predecir la CHC-libre
de dos afos en la cohorte de estimacion.
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Las curvas de supervivencia medias predichas se compararon con las curvas de
supervivencia de Kaplan-Meier con un seguimiento de dos y cinco afos en la cohorte
de estimacioén (Figura 15). La AFP no alcanzo significacion estadistica para predecir
la supervivencia libre de CHC en dos afos de seguimiento. Notablemente,
encontramos que el grupo de bajo riesgo que fue estratificado por la combinacién de
SCCA-IgM y AFP identificd correctamente un 100% de la tasa de supervivencia libre

de CHC en un seguimiento de dos afos y ademas confirmado por cinco afios de

seguimiento. (Figura 15C)

102



No. at risk
Low-risk group

(A) Estimation cohort: SCCA-IgM

Intermediate-risk group

High-risk group

1o 95.3% (41/43)

°# i §8.4% (13/19)
g 1
T S
i L k test
= 0g-rank test
a Log-rank test (five-year) =
2 (two-year) = 4.043:p =044
£ 8.354; p = 0.004 '
2 0
E
3
O

0] —High-risk group

- I"iLow-risk group
——censored
0.0
i 1200 2400 36.00 48100 5000
Follow-up (months)
43 4 38 32 21 2
19 15 14 12 10 2

86% (37/43)

63.2% (12/19)

(B) Estimation cohort: AFP

104 _nl 92.9% (26/28)
T 82.4% (28134)
os- Log-rank test TTHLL,
. (two-year) = 4
£ 1.576; p = 0.209 - L
] [
2 o6
@ Log-rank test
[ (ﬂve-){ear_) =
F oo 5.893; p = 0.015
=1
E
5
o
°1 —High-risk group
--riLow-risk group
——censored
00
T T T T T
00 12,00 24.00 36.00 48.00 60.00
Follow-up (months)
28 26 25 22 16 1
34 30 27 22 15 3

92.9% (26/28)

67.6% (23/34)

(C) Estimation cohort: Combination of SCCA-IgM and AFP

Cumulative Survival (%)

1.0+

0.8+

0.6+

0.4+

024

a0+

Log-rank test
(two-year) =
7.488; p = 0.024

100% (21721)
86.2% (25/29)

3

Log-rank test
(five-year) =
8.998; p = 0.011

—1Low-risk group
--Itintermediate-risk group
-~ “High-risk group
——censored

100% (21/21)

72.4% (21/29)
58.3% (7/12)

21
29
12

T
12.00

21
25
10

T T T
24.00 36.00 48,00 60.00

Follow-up (months)

20 18 12 0
23 18 13 3
9 8 6 1

Figura 15. Estimacion de la supervivencia libre de enfermedad del carcinoma hepatocelular de dos y cinco afios mediante
el método de Kaplan-Meier segun el SCCA-IgM, la AFP y la combinacién de ambos en la cohorte de estimacion.
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5.2.4 Validacion externa

Con el fin de confirmar los resultados de la capacidad predictiva de la
supervivencia libre de CHC, se usaron los mismos valores de corte para la cohorte
de datos de validacion. La alta capacidad de prediccion para identificar a los pacientes
de bajo riesgo se confirmé en la cohorte de validacion, con un 100% de dos afios y
un 96,2% de cinco afios de seguimiento de la supervivencia libre de CHC. (Figura
16C)

Para aplicaciones practicas, calculamos la sensibilidad, la especificidad, el valor
predictivo positivo (VPP), el valor predictivo negativo (VPN) y la razén de verosimilitud
(IC) de la combinacion de SCCA-IgM y AFP para demostrar la capacidad predictiva.
(Tabla 13) Hasta donde sabemos, el VPP y el VPN siempre estan influenciados por la
prevalencia de la enfermedad investigada, que siempre representa menos precision.
Por lo tanto, el grupo de pacientes de bajo riesgo que no se desarrollé podria
descartarse con precision, se demostré una LR- de 0 en la cohorte de estimacion y
validacion en el seguimiento de dos afos. La tasa de clasificacion correcta disminuyo
del 77.3% al 71.9% en el seguimiento de dos afos y del 75.3% al 66.5% en el
seguimiento de cinco afos cuando se aplica el mismo valor de corte desarrollado con

una cohorte de estimacion de dos afios de seguimiento.
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Figura 16. Estimacién de la supervivencia libre de enfermedad del carcinoma hepatocelular de dos y cinco afios mediante
el método de Kaplan-Meier segun el SCCA-IgM, la AFP y la combinaciéon de ambos en la cohorte de estimacion.
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Variables Two-year incidence in validation cohort Five-year incidence in validation cohort
Estimation cohort Validation cohort Estimation cohort Validation cohort
Risk Low-risk High risk Low-risk High risk Low-risk High risk Low-risk High risk
AFP>5 AFP>5 AFP<5 AFP>5 AFP<5 AFP>5
GErS o Wmband TP 0 UmLand | WUmLand  UmLand  UmLand  IU/mL and
Cut-off SCCA-IgM SCCA- SCCA-IgM SCCA- SCCA-IgM SCCA- SCCA-IgM SCCA-
<124 AUIML IgM >124 <124 AU/ML IgM >124 <124 IgM >124 <124 IgM >124
AU/mL AU/mL AU/mL AU/mL AU/mL AU/mL
Ture positive 8 4 14 7 13 5 33 12
False
positive 33 8 101 21 28 / 82 16
Ture
negative 2 e 26 106 2 = 25 91
False
negative 0 4 0 7 0 8 1 22
Sensitivity
(%) 100% 50% 100% 50% 100% 38% 97% 35%
Specificity
(%) 39% 85% 20% 83% 43% 86% 23% 85%
PPV (%) 20% 33% 12% 25% 32% 42% 29% 43%
NPV (%) 100% 92% 100% 94% 100% 84% 96% 81%
LR+ 1.64 3.38 1.26 3.02 1.75 2.69 1.27 2.36
LR- 0.00 0.59 0.00 0.60 0.00 0.72 0.13 0.76
Correctly
classified
(%) 77.3% 71.9% 75.3% 66.5%

Tabla 13. Caracteristicas de funcionamiento para la combinacién de SCCA-IgM y AFP con respecto a la supervivencia sin
enfermedad del carcinoma hepatocelular de dos y cinco afos.
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6. DISCUSION
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6.1 ¢ Que hemos encontrado?

En el meta-analisis, las DOR de SCCA (13 [IC 95%: 2 - 107]) y SCCA-IgM (6,23
[IC 95%: 3,37 - 11,52]) mostraron que ambos tenian una precisiéon diagnéstica
moderada (AUC: 0.7 - 0.9). La combinacién de SCCA-IgM y AFP demostré una
precision diagnostica alta (90-100). Los analisis de metarregresién y subgrupos
mostraron que la heterogeneidad entre los estudios estaba relacionada con la
seleccion del paciente, los valores de corte y el rendimiento de las biopsias tumorales.
En comparacion con los estudios previos,3'2313 realizamos un analisis de sensibilidad
Giannelli et al. Estudio®® mostré6 que el nivel de SCCA estaba inversamente
relacionado con el tamafo del tumor, lo que puede ser util para la deteccion temprana
de CHC, y propuso una estrategia de dos pasos con una combinacion de
biomarcadores para mejorar la precision diagnostica. Sin embargo, este estudio utilizé
3.8 ng / mL como el valor de corte, que fue casi dos veces mas alto que los valores
de corte utilizados en otros estudios (0.37-1.5 ng / mL).203291.292.301 Por |o tanto, la
sensibilidad del 42% y la especificidad del 83% podrian ser controvertidos debido al
alto valor de corte y su peso desproporcionado en el tamafio total de la muestra (499
del total de 783) al agrupar las sensibilidades, especificidades y AUC en nuestro
metanalisis. Ademas, usamos curvas HSROC en lugar de los sROCs tradicionales
para aumentar la confiabilidad de los resultados eliminando el posible efecto de
umbral; sin embargo,esto resulta en la p#érdida de informacién clinica relevante sobre
el rendimiento de la prueba.3?” Ademas, incluimos dos nuevos estudios SCCA-IgM
por Buccione et al. (Buccione, 2012 #2998) y Biasiolo et al.3% (prospectivo). Mas
importante aun, se realiz la estimacion resumida de una combinacién de SCCA-IgM
y AFP, e indicé una alta precisién diagnodstica (90-100). EI nomograma de Fagan

indico claramente la utilidad de SCCA, SCCA-IgM y SCCA-IgM combinados con AFP
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en la practica clinica bajo diferentes escenarios con respecto a la sospecha de CHC.
La metarregresion univariante revelé las covariables que condujeron a una
heterogeneidad significativa.

Revelamos que la evaluacién de riesgo de CHC mejorada mediante el uso de la
presente combinacion de SCCA-IgM y AFP permitiria la personalizacién de la
estrategia de vigilancia. Se identific6 correctamente un subgrupo de pacientes
cirréticos de bajo riesgo con un 100% de seguimiento de dos afios validado interna y
externamente (a medio plazo) de la tasa de supervivencia libre de CHC, lo que
permite personalizar la intensidad del cribado de CHC. Ademas, una alta incidencia
de seguimiento a largo plazo de la tasa de supervivencia libre de CHC (96.2%)
confirmd nuestra estrategia de vigilancia propuesta con pacientes con bajo riesgo de
desarrollo de CHC. En comparacion con el estudio anterior,3%43%% gunque estudios
previos han propuesto SCCA-IgM para la prediccién de CHC, nuestro estudio es el
primero en validar interna y externamente los biomarcadores propuestos. La
validacion es un aspecto importante del desarrollo del modelo predictivo, debido a
que el rendimiento de los modelos de regresion es generalmente mas alto en la
cohorte de estimacion que en la cohorte de validacién, a pesar del diferente nivel de
SCCA-IgM entre cohorte italiana y espariola.3®® Los diferentes niveles de SCCA-IgM
producen una disminucién de la tasa de clasificacion correcta de la cohorte de
estimacion a la cohorte de validacidn y explican que la necesidad urgente de un corte
bien definido desarrollada por un estudio multicéntrico de poblacion mas grande en el
futuro.33® Ademas, revelamos que la tasa de supervivencia sin CHC de seguimiento
de dos anos como resultado primario que se considerd la mas importante en el uso

de la practica clinica debido al bajo riesgo de subgrupo de pacientes cirréticos para
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ser revisado al menos cada dos afos a pesar del seguimiento confirmado de cinco

afnos de la tasa de supervivencia libre de CHC.

6.2 ¢ Qué existe en la literatura?

EL SCCA es un inhibidor de la serina proteasa, clado B (ovoalbumina), miembro
3.340 SCCA se ha encontrado en las capas espinosas y granulares del epitelio
escamoso normal y se asocia con células neoplasicas de origen epitelial.?’! Pontisso
et al. demostro su sobreexpresion en pacientes cirroticos con CHC,%%7 y el nivel de
expresion aumento progresivamente con la progresion de la enfermedad hepatica.?%
Ultimamente, el aumento progresivo de SCCA-IgM se ha asociado con el desarrollo
de tumores hepaticos, lo que sugiere que monitorizar los niveles de SCCA-IgM podria
ser Util para identificar pacientes cirroticos con mayor riesgo de desarrollar CHC.2%8
Dos estudios realizados en dos paises diferentes Los niveles de SCCAy SCCA-IgM
tienen una mejor precision diagndstica que la AFP para el diagnostico de CHC.202:203
Ademas, varios estudios respaldaron la utilidad de SCCA-IgM para el diagndstico,
pronostico,?863%4 'y el control de la enfermedad hepatica crdnica,30”3% incluida la
respuesta histologica después de tratamientos antivirales3°8-319, Sin embargo, los
resultados son controvertidos debido a los diferentes valores de corte utilizados en
cada estudio. Las sensibilidades variaron del 42% al 89% vy las especificidades del
27% al 89%, con un amplio rango para los valores del AUC, de 0,66 a
0,86,202:203,286,291,292,300-305

El meta-analisis previo realizado por Zhang et al.®'? mostré que tanto el SCCA
como el SCCA-IgM exhibian una precision moderada para el diagnéstica CHC. Varios
meta-analisis previos también demostraron el rendimiento diagnostico de

biomarcadores combinados tales como GPC3 y AFP (AUC: 0.85),'°?2 GP73 y AFP
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(AUC: 0.91),%*" y miARN y AFP (AUC: 0.94);342 por lo tanto, se ha demostrado que la
combinaciéon de biomarcadores podria ser una estrategia de cribado factible en la
practica clinica. De hecho, las guias de practica clinica basadas en evidencia
japonesa para CHC recomiendan usar una combinacion de ultrasonografia y tres
biomarcadores [AFP, AFP-L3 y PIVKA-II para detectar la poblacion de alto riesgo cada
3- 4 meses ademas de realizar CT o MRl cada 6 a 12 meses.3#®

SCCAy sus circuitos integrados se encuentran entre los pocos biomarcadores
que han logrado atravesar el complejo proceso de descubrimiento y validacion de
biomarcadores. Las principales ventajas de SCCA estan realmente representadas por
la expresion mejorada y el aumento de la concentracion circulante en pacientes con
CHC, asi como por la disponibilidad de métodos comerciales (principalmente ELISA)
gue son adecuados para ser utilizados en la mayoria de los laboratorios clinicos. Sin
embargo, los datos clinicos publicados hasta el momento y revisados en este articulo
parecen sugerir que ni el SCCA total ni su isoforma SCCA1 pueden estar listos para
el manejo de pacientes con CHC. Los estudios que investigan los valores séricos de
SCCA-IgM han aportado pruebas mas interesantes, ya que se encontré6 que el
rendimiento diagndéstico era frecuentemente superior al de AFP vy, lo que es mas
importante, la combinaciéon de SCCA-IgM y AFP se caracterizaba por: una
sensibilidad mucho mejor que cualquier biomarcador solo, con solo una modesta
disminucion de la especificidad.?** Esto fue aparentemente mas evidente para los
pacientes con valores de AFP en la llamada "zona gris" (es decir, 20-200 ng / ml).3%
Giannelli et al. propuso una estrategia de combinacion de biomarcadores para
mejorar la precision diagndstica.3%° La estrategia fue primero cribado con AFP y luego
comprobar con SCCA, SCCA-IgM and AFP-IgM. Luego, La combinaciéon se comprobé

Pozzan et al.3%4, Mossad et al?°? y Biasiolo et al.3%

1m



La combinacion de sintomas clinicos, variables de laboratorio y biomarcadores
moleculares se han investigado para desarrollar un modelo predictivo de riesgo de
CHC; sin embargo, su realizacion aun se debate y aun no se ha adoptado en la
practica clinica. Un indice de riesgo de CHC de Toronto (THRI) reciente especifico de
la enfermedad revel6 que la incidencia acumulada de CHC a 10 afios diferia de la
categoria etiologica del 22% al 5%, los pacientes estratificados con tres grupos segun
la estimacion de riesgo de CHC con un periodo de 10 anos. incidencia de CHC del
3%, 10% y 32%, respectivamente.’®® La AFP ha sido eliminada actualmente por la
guia de practica clinica debido a que el uso de AFP solo dio como resultado un bajo
valor predictivo positivo, que potencialmente da como resultado " exagerando "las
pruebas de seguimiento (p. €j., tomografia computarizada, resonancia magnética) en
los pacientes con AFP levemente elevados".34® Sin embargo, El-Serag et.al**®
construy6 un algoritmo basado en AFP para identificar pacientes en riesgo de CHC,
lo que sugiere que la amplia disponibilidad de pruebas AFP, el alto nivel de
estandarizacion de laboratorio y el bajo coste hicieron de la AFP una estrategia
factible para predecir CHC. Ademas, recientes tres metanalisis han demostrado la
utlidad de la combinacion de AFP con SCCA-IgM3%®  des-gamma-
carboxyprotrombina34® y la proteina de Golgi 7334! para el diagnostico de carcinoma
hepatocelular, sugiriendo una estrategia factible de cribado de CHC. Por lo tanto, la
consideracion que nos queda es que ya no se debe usar AFP para el diagnodstico y

prondstico del CHC o no, de hecho, cémo usarlo de manera apropiada.
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6.3 Implicaciones en la practica clinica

En el presente estudio enmarcado dentro de la Tesis Doctoral, el meta-analisis
demuestra que la combinacién de SCCA-IgM tiene una alta precision diagnéstica y
podria utilizarse como una nueva estrategia clinica para el diagnéstico precoz de CHC.
Modelos que incorporan covariables como la edad y el sexo con la combinacién de
biomarcadores podrian mejorar ain mas el rendimiento predictivo.'*® Una
combinacion de biomarcaderes que incorpora un sistema de puntuacion con
validacion interna y externa podrian desarrollarse aun mas para estratificar a los
pacientes en un grupo de alto riesgo y grupo de bajo riesgo para predecir mejor la
supervivencia del paciente. Los estudios futuros deben abordar qué combinaciones
de biomarcadores son las mas precisas, factibles y rentables. Los futuros

experimentos de precision diagndstica deben estar bien disefiados.

Biopsia para
diagnosticar CHC
definidamente

Deseno de investigacion

HCC ws. cirrdticos

HCC vs enfermedad
hepatica cranica

Diferente
etiologia

CHC ws. donantes

5anos

Figura 17. Implicaciones del futuro disefio del experimento de precisiéon de
diagnostico.

Primero, en cuanto a la seleccién de pacientes, a pesar de que la EASL" y Ia

AASLD?®® sefalaron que los grupos de vigilancia se deben centrar principalmente en
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pacientes con cirrosis, los pacientes con antecedentes familiares de cancer
hepatocelular y el VHB pacientes no cirroticos. No obstante, la precision diagndstica
difiere claramente entre (1) CHC frente a cirréticos, (2) CHC frente a pacientes
cirrdticos y / o pacientes con enfermedad hepatica cronica y (3) CHC frente a
donantes sanos. Esta suposicidon fue confirmada en el estudio de Beneduce et al.?®
gue mostrd una sensibilidad combinada idéntica del 70%, pero una especificidad del
100%, 73%, 80% con CHC vs. control, pacientes con cirrosis o pacientes con hepatitis,
respectivamente. Por lo tanto, los estudios que incluyeron donantes sanos?202286
tenian un AUC (0,88 a 0,74), que fueron significativamente mayores que los del
estudio que incluyo sdélo a pacientes con cirrosis como el grupo de control (0.66) .3%0

Segundo, casi siempre se espera heterogeneidad en los meta-analisis que
investigan la precision de las pruebas de diagnéstico, principalmente debido a los
diferentes valores de corte utilizados en cada estudio.®*’:3*¢ Abordamos
cuidadosamente los criterios de inclusion. Se excluyeron muchos estudios que eran
irrelevantes o tenian un enfoque metodoldgico deficiente (211/222). La
heterogeneidad disminuyd ligeramente en el analisis de sensibilidad después de
eliminar el valor atipico, pero permanecio cierta heterogeneidad.

Tercero, las medidas de precision (sensibilidad, especificidad, razon de
verosimilitud o DOR) describen qué tan bien los resultados de los biomarcadores
experimentales concuerdan con el estandar de oro. El estandar de referencia se uso
en lugar del estandar de oro cuando el estandar de oro no estaba disponible, como
ocurre a menudo en la practica clinica. En la mayoria de los casos, el estandar de
referencia fue el diagndéstico de CHC segun los criterios del grupo BCLC. Actualmente,
las guias de manejo de CHC recomiendan la radiologia no invasiva como

procedimiento de diagndstico de rutina, y la biopsia esta reservada para lesiones de
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mas de 1 cm que tienen caracteristicas atipicas.*! Sin embargo, algunos autores aun
respaldan el desempefio obligatorio de biopsias de tumores en casos de imagenes
negativas para confirmar o excluir el CHC®°. En el estudio actual, la metarregresion
apoyo la suposicion previa. No obstante, ambos biomarcadores y biopsias de tumores
son un reto debido a que requieren las pruebas moleculares para ser validados con
cuidado para asegurar que el numero necesariamente restringido de muestras de
tejido puede proporcionar una representacion molecular confiable de todo el tumor,
debido a que la heterogeneidad molecular intratumoral de los CHC se sabe que ser
alto.®®

Cuarta, la etiologia, el paciente con VHC > 50% y el tamafio de la muestra no
mostraron significacion estadistica en los estudios actuales. Un estudio con 10 afios
de seguimiento, ha reportado un sistema de puntuacion del THRI (Toronto
hepatocarcinoma risk Index), en el cual también se indica claramente que la aparicién
del CHC se diferencia con la etiologia.'?®. En la segunda parte de esta tesis, la
etiologia no tiene significancia estadistica porque el tamafio de la cohorte se
considera pequena; sin embargo, un futuro estudio con un gran tamafo de pacientes
podria confirmar esta suposicion. También, en el presente estudio, la mayoria de los
sujetos eran de ltalia, que tiene una gran cantidad de pacientes incluidos que sufren
hepatitis C, por lo que mas estudios deben ser evaluados con pacientes de Asia y
Africa donde el VHB se considera la principal causa de CHC. Actualmente, los
estudios hechos en Africa por Soyemi et al. demostraron que el SCCA solo tiene un
AUC de 0,58 con mayor del etiologia del VHB.?°! Un disefio experimental basado en
poblaciones multi-pais, multi-raza y multi-etiologia es muy necesario para confirmar

el valor de los presentes biomarcadores.
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Quinto, del estudio realizado con el disefio prospectivo, que muestra un
resultado alentador de SCCA-IgM (AUC: 0,8), mayor que el de AFP (AUC: 0,67).39
El presente estudio no dedujo el propio disefio como una covariante significativo
debido a que existe un solo estudio prospectivo hasta la fecha. Ademas, como se ha
mencionado anteriormente, a pesar de considerar solo cinco estudios en el grupo
SCCA incluido, la metarregresion puede ser engafiosa y los resultados deben
interpretarse con precaucion. SCCA se asemejoé en parte a las mismas variantes en
el grupo SCCA-IgM que impactan en la heterogeneidad del meta-analisis.

En resumen, nuestros resultados sugieren que la investigacion futura se justifica
que incorpora la seleccion de pacientes de un solo enfoque (enfoque en cada
subgrupo del programa de vigilancia para el CHC), estandar de referencia (biopsias
para confirmar definitivamente CHC), y un valor de corte basado en poblaciones
multiples, ademas de estudios prospectivos que reevaluan rigurosamente el
rendimiento diagnéstico de SCCA, SCCA-IgM y sus combinaciones con otros
biomarcadores.

El carcinoma hepatocelular es un objetivo potencialmente viable para la
vigilancia, ya que ocurre en poblaciones de riesgo bien definidas (la cirrosis es un
factor de riesgo primario). CHC tiene una fase subclinica prolongada. Mas del 20%
de los pacientes con cirrosis pueden desarrollar CHC durante un periodo de 10 afos.
Durante la fase subclinica, no hay sintomas y el pronostico mejora si el CHC puede
diagnosticarse temprano. El pronéstico del CHC es sombrio. Por lo tanto, el CHC
recogido por los programas de vigilancia puede ser tratado a tiempo y la curacion es
posible.349-352

Mediante el uso de biomarcadores de combinacion actuales, permitiremos la

asignacion racional de los recursos meédicos limitados a los pacientes de alto riesgo
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que mas necesitan ser examinados, y evitaremos la distribucion innecesaria de
recursos medicos limitados para las personas de bajo riesgo que tenian una tasa del
100% de supervivencia libre de enfermedad. Ademas, el VPP desordenado que fue
influenciado por la baja prevalencia de desarrollo de CHC mediante el uso del
programa de vigilancia actual "one-size-fits-all", fortalece aun mas la necesidad de
alterar la vigilancia a un subgrupo de poblaciones de alto riesgo dentro de los
pacientes cirroticos que asegurara una alta probabilidad previa a la prueba,3®2 puede
permitir evitar la ansiedad innecesaria del paciente y del proveedor,3° mientras
optimiza la aproximacion del riesgo del paciente individualizado. La intensidad de
deteccion actual "talla unica" se basa en el tiempo estimado de duplicacion del
volumen tumoral®343% y una incidencia anualizada de CHC de 1.5% o mas haria que
la vigilancia sea rentable3%. Un estudio multicéntrico demostré que un intervalo de 6
meses resulté en una mayor sensibilidad para la deteccién de CHC temprano que en
un intervalo de 12 meses?®°’; sin embargo, la reduccion del intervalo de deteccion de
6 meses a 3 meses no aumentod la proporcion de tumores detectados en una etapa
temprana ni tampoco el paciente recibié tratamiento curativo3®®. Sin embargo, la
modificacion de la frecuencia de deteccion de CHC segun el riesgo de CHC individual
estimado mediante el uso de la presente combinacion de biomarcadores puede
permitir la deteccién mas eficaz del tumor temprano debido a que los sujetos de alto
riesgo tienen mas probabilidades de desarrollar CHC, estudios previos3%?3¢0 en
cancer colorectal y de mama apoyan nuestra suposicion. Por otro lado, la
combinacion propuesta de SCCA-IgM y AFP que clasifica correctamente el 100% de
la supervivencia libre de CHC que se definié con el subgrupo de bajo riesgo entre
pacientes cirréticos nos permitira excluir a esos pacientes del programa de vigilancia

o extender la intensidad de proyeccion a dos afios. Ademas, un reciente estudio de
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costo-efectividad ha verificado las estrategias de vigilancia de CHC adaptadas de
acuerdo con el riesgo estimado de estratificacion del paciente que de hecho revelo
una relacién coste-efectividad superior. La estrategia actual de SCCA-IgM y AFP se
debe implementar y verificar mas a fondo en el establecimiento clinico a través de un
estudio futuro. Ademas, un kit facil de usar y basado en pacientes ambulatorios en
lugar de en laboratorio optimizara el rendimiento de la combinacion de los
biomarcadores actuales. En resumen, la presente estrategia de vigilancia adaptada
entre los pacientes para estratificar el riesgo de CHC permitira una asignacién mas
racional de recursos médicos, una intervencion preventiva rentable y precisa, que
mejorara sustancialmente el prondstico sombrio del CHC y mantendra el espiritu de

avanzar con el tiempo en la era de la medicina de precision.

Combinacion del SCCA-IgM y AFP
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Figura 18. Representacion de los tres grupos de pacientes en funcion del nivel
individual de riesgo.
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6.4 Limitaciones del estudio

Hubo varias limitaciones por el parte de meta-analisis. En primer lugar, los
estudios incluidos contenian un numero relativamente pequefio de pacientes. En
segundo lugar, la exclusién de los estudios que no son del inglés y la inclusiéon de
estudios retrospectivos con un solo estudio prospectivo pueden haber provocado un
sesgo. Solo la inclusién de estudios en inglés podria conducir a mejores resultados
porque es mas probable que los estudios con resultados positivos sean aceptados
por una revista internacional. En tercer lugar, el estudio omitido en el analisis de
sensibilidad tuvo el mayor tamano de muestra del paciente (499 pacientes con CHC
y 462 pacientes cirréticos como grupo de control) de cualquier estudio realizado hasta
el momento. La combinacion de AFP y SCCA no se pudo evaluar debido a que solo
existen dos estudios sobre esta combinacién. Finalmente, debido a que solo se
incluyeron cinco estudios sobre SCCA, el poder de los métodos estadisticos para
explorar con precision las razones de la heterogeneidad observada es limitado.

Por otro parte, nuestra investigacion experimental también tiene limites. Primero,
la posibilidad de subestimar la tasa de desarrollo de CHC porque la ecografia
abdominal se realiz6é solo cuando los pacientes tenian niveles elevados de AFP. En
segundo lugar, la definicién de cirrosis no se obtuvo a partir de biopsias hepaticas.
Esto puede conducir a una subestimacion de la cirrosis subclinica de la poblacion
estudiada. Los enfoques de medicina de precisién se basan en informacion molecular
derivada de muestras de biopsia, 361362, que es crucial con el disefio de diagnostico
de precision diagnostica®®. Sin embargo, la preocupacion ética prohibid cierto disefio
de estudio para realizar la biopsia debido a que la enfermedad investigada, como
CHC vy cirrosis, no requiere la biopsia para confirmar de acuerdo con la guia clinica

actual con el enfoque tecnoldgico reciente que caracteristicas radioldgicas tipicas en

119



contraste cruzado imagenes seccionales tienen un valor predictivo positivo de casi el
100%.363-365 En tercer lugar, el sesgo de tiempo de anticipacion y el tiempo de longitud
fueron siempre una consideracion crucial del disefio experimental de precision
diagnostica . Finalmente, el estudio se realizd retrospectivamente en sueros
recolectados prospectivamente. Dado el solo 20% de cumplimiento de la vigilancia de
CHC y nuestro principal objetivo es estudiar lo que sucedi6 entre los diferentes grupos

de riesgo en la palabra real, creemos que el disefio actual es la mejor opcion.366
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7. CONCLUSIONES
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Conclusiones

1.- El meta-analisis confirma que tanto SCCA como SCCA-IgM mostraron una
precision diagnostica moderada para el cribado de CHC.
2.- La combinacién de SCCA-IgM y AFP proporciona una mejor precision
diagndstica para la deteccion temprana de CHC.
3.-La seleccion del paciente y la confirmacion diagndstica de CHC mediante
biopsia deben considerarse variables de alto impacto en el disefio de futuros
experimentos de precision diagnostica.
4.- El proyecto de investigacion confirmé que la combinacién de SCCA-IgM y
AFP mejora el valor predictivo para detectar CHC y estratificar el riesgo.
5.- La estratificacion de los pacientes por grupos de riesgo de hepaocarcinoma
permitira disefar un cribado personalizado de forma los criterios de vigilancia

vigilancia de CHC se adaptara a las necesidades individuales de los pacientes.
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