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Introduccion --

1.1.- BIOLOGIA MOLECULAR DEL HEPATOCARCINOMA

1.1.1.- ETIOPATOGENIA

El carcinoma hepatocelular (CHC), es el cancer primario de higado mas
frecuente (90%) que representa la quinta neoplasia maligna mas comun en
todo el mundo, tercera causa de muerte relacionada con cancer y con un
namero estimado de nuevos casos anual creciente que oscila entre 500 000 a

1 millébn y con un nimero de fallecidos entre 600 000 y 700 000 por afio (1).

Existe una distribucion geografica de manera que la incidencia es
elevada en paises en vias de desarrollo como los del sudeste asiatico y el
Africa subsahariana; intermedia en Japén y paises europeos del area
mediterranea, e inferior en el norte de Europa y EE.UU. Se observan
diferencias significativas también respecto a factores de riesgo y patogénesis

entre los diferentes paises (2).

La mortalidad de este cancer es muy elevada, con una tasa de
supervivencia a los 5 afios del 5-6%. Hasta hace pocos afios su diagnostico se
realizaba en fases avanzadas, cuando el paciente presentaba sintomas
relacionados con el tumor y éste habia alcanzado gran tamafio, lo cual impedia
la aplicacién de un tratamiento con finalidad curativa; por tanto, el pronéstico a
corto plazo era malo. Sin embargo, en los Ultimos afos la introduccion de la
ecografia, los avances en las técnicas de imagen y la inclusién de los pacientes
con un riesgo elevado en un programa de seguimiento intencionado han
permitido el diagnostico de este tumor en un estadio mas inicial, en el que es
posible la aplicacion de un tratamiento con intencion curativa mejorando asi la
tasa de supervivencia (3).
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Introduccion --

El desarrollo del CHC esté vinculado a la existencia de cirrosis hepéatica
de cualquier etiologia. Sin embargo, también se ha diagnosticado en pacientes

no cirréticos con higado normal.

Los factores de riesgo mas importantes son (Tabla 1) (4,5):

- Edad del paciente y género masculino, asociado a una mayor exposicion
a los factores de riesgo (6), mayor indice de masa corporal, niveles
elevados de androgenos y disminuidos de estradiol.

- Alteraciones inmunologicas (trastornos relacionados con las hepatitis
autoinmunes): Su incidencia es baja ya que aparece mas
frecuentemente en el sexo femenino.

- Cirrosis: hasta el 90% de los CHC aparecen en higados cirréticos o con
fibrosis avanzada. No esta claro si esta asociacion esta relacionada con
un aumento del proceso regenerativo o esta provocado por la propia
cirrosis. El riesgo de desarrollo de tumor depende del tipo de cirrosis, de
manera que cuando la causa es viral (78% de los CHC a nivel mundial)
el riesgo es mucho mas elevado que cuando estamos ante otras causas
no virales como la cirrosis biliar primaria (CBP) (7). En este dltimo caso
la incidencia es muy baja ya que la prevalencia de esta enfermedad es
baja y porque aparece mas frecuentemente en el sexo femenino, de
todas maneras el riesgo existe, siendo del 0,3% en fases precoces de la
enfermedad y del 1,5% en fases mas avanzadas. La incidencia de CHC
sobre higado no cirrético asciende al 10-20% pero se ha observado que
aungque no presentan una cirrosis confirmada mediante biopsia, aparece

cierto grado de fibrosis, esteatosis o displasia celular.
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VHB: se ha estimado que hasta 40 millones de personas son portadoras
de este virus, es por ello que es tan frecuentes en Asia Oriental y Africa
subsahariana (zona endémica de VHB) y ademas se ha demostrado que
el riesgo relativo de desarrollar un CHC es mucho més alto en los
portadores crénicos de HbsAg positivo y aun mayor en los portadores
HbeAg positivo de forma concomitante. Aunque también influyen
factores como la carga del VHB en sangre y la edad del paciente. Por el
contrario, -el tratamiento del VHB con interferbn o analogos de los
nucleétidos reduce el riesgo de forma significativa. Las campafias de
vacunacion en areas de alta incidencia de HVB como Taiwan han
permitido una disminucion de la incidencia de CHC hasta el 60% (8,9).
La infeccion crénica por el VHC. Es la causa mas frecuente en las zonas
de baja e intermedia prevalencia como Estados Unidos, Europa y el area
mediterranea. En los paises orientales mas del 70% de los pacientes
con CHC presentan anticuerpos anti-HVC en suero. El riesgo relativo de
desarrollar un CHC es mucho mas alto en los pacientes positivos para
VHC afectos de cirrosis o fibrosis avanzada y la media de aparicion
desde la infeccion por VHC es 30 afios. Sin embargo, también puede
ocurrir en portadores sanos del virus C. Algunos marcadores de
inflamacion involucrados son: las células CD68+, la presencia de 8-
hidroxideoxiguanina en el ADN y la proteina 4-hidroxinonenal (10,11,12).
Los buenos resultados obtenidos con Interferén y Ribavirina en lo
que se refiere a mejor evolucion de la infeccidon han contribuido a una

disminucidén sustancial de la incidencia de CHC.
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Hemocromatosis: esta enfermedad se caracteriza por la absorcion
aumentada de hierro que a su vez incrementa las reacciones oxidativas
intracelulares. Es aun controvertido si el riesgo de desarrollo de CHC es
mayor en estos pacientes que en otros con cirrosis de etiologia
diferente. Una vez que aparece la cirrosis el riesgo anual de aparicion de
CHC es del 5%. También se asocia, al igual que con otros factores, a la
diabetes mellitus tipo 2. Otras entidades como la B-talasemia
heterocigota también se asocia a un aumento de CHC (13).

Las toxinas ambientales como la aflatoxina Bl (14), las aguas
contaminadas y otras infecciones como la esquistosomiasis. En zonas
rurales de Asia oriental y Africa, existen dos contaminantes relacionados
con el desarrollo del CHC. Uno es la aflatoxina B1l, que es una
micotoxina que contamina los granos de algunos cereales, legumbres y
frutos secos como el maiz, la soja y los cacahuetes, cuyo efecto
oncogénico se ha relacionado con la mutacién del gen p53. El otro, es la
toxina procedente de algas azul verdosas (microcystin), qgue contaminan
el agua.

Enolismo. ElI consumo elevado (mayor de 50-70 gramos al dia) y
prolongado de alcohol ha demostrado ser una causa directa de
desarrollo de CHC. En Asia contribuye a un 10% de los CHC y al doble,
en el caso de Europa. A pesar de que la ingesta alcohdlica esta
relacionada con el riesgo de desarrollar cirrosis y CHC, la relacion
existente entre la cantidad y la duracion del habito endlico con el

desarrollo del proceso maligno no estan claramente determinadas. La
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coexistencia de infeccién crénica por VHC y VHB, y la ingesta de alcohol
potencia el riesgo de desarrollar CHC.

La esteatohepatitis no alcohdlica. Es una de las causas mas comunes
de enfermedad hepatica en USA. Su evolucion va desde una esteatosis
leve al desarrollo de cirrosis. Se asocia estrechamente con la diabetes
mellitus de tipo 2 y la obesidad, como parte del sindrome metabdlico. Se
estima que hasta el 70% de pacientes diabéticos presentan esteatosis
hepatica, ascendiendo al 9% en el caso de pacientes obesos.
Enfermedades metabdlicas: déficit de a1 anti-tripsina, porfiria cutanea
parda, tirosinemia, hipercitrulinemia, glucogenosis grado IV, intolerancia
hereditaria a la fructosa, enfermedad de Wilson, son considerados
factores de bajo riesgo de CHC.

Adenomas, anticonceptivos y andrégenos: Los adenomas asociados a
glucogenosis grado IV (15), a andrégenos o a anabolizantes pueden
transformarse en CHC incluso en higados no cirréticos. La enfermedad
de Fanconi también es un factor de riesgo sobre todo si se trata con
esteroides. En el caso de la ingesta de anticonceptivos, el riesgo de
transformaciéon de adenomas en CHC existe pero es menor al 10%. Esta
transformacién es mas frecuente en nodulos mayores de 5 cm, en el
género masculino y se relaciona a su vez con mutaciones a nivel de las
B — catenina.

En algunas series, del total de pacientes sometidos a hepatectomia
parcial (HP), el 7,9% tenian VHB y el 60%, VHC. En el caso de los
pacientes sometidos a trasplante hepatico (TH), el 7,1% tenian VHB, el

74%, VHC, y el 16% eran consumidores de alcohol. Sin embargo, en
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EEUU, en el 25% de los casos no se encuentra una causa clara que

justifique la aparicion de la enfermedad.

Tabla 1. Pacientes con riesgo elevado de CHC.

Cirrosis No cirrosis
Hepatitis B Portadores de hepatitis B
Hepatitis C Historia familiar de CHC
Enfermedad por alcohol Africanos > 20 anos
Esteatohepatitis no alcohdlica Hombres asiaticos > 40 anos
Hemocromatosis hereditaria Mujeres asiaticas > 50 afios

Cirrosis biliar primaria
Deficiencia de a-1-antitripsina

1.1.2.- ONCOGENESIS

La oncogénesis del CHC se asocia con un proceso inflamatorio crénico
del tejido hepatico cirrético (via indirecta) y la estabilidad genética de los
hepatocitos (via directa). Por ejemplo, en el higado infectado con el VHC, la
reaccion inflamatoria crénica, las especies reactivas del oxigeno (ROS), dafio
en el ADN celular, estrés del reticulo endoplasmico (RE), la apoptosis y la

respuesta autofagica estan involucrados en la induccion de CHC (16).

a) VHBY VHC

El mecanismo mejor conocido de la oncogénesis del CHC es la
respuesta inflamatoria cronica. En el caso de infeccion por el VHB o el VHC,
seran los linfocitos T citotoxicos (CTL), especificos frente a las proteinas virales
los que provoquen el dafio a nivel del hepatocito. Estos ciclos mantenidos de

necrosis, inflamacion y regeneracion (renovacion celular acelerada) causan
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mutaciones en el ADN y por lo tanto, pueden inducir a su vez la aparicion de

CHC por la propagacion de lesiones oncogénicos.

Este mecanismo de hepatocarcinogénesis se encuentra promovido por
el estrés oxidativo de los hepatocitos generadoras a partir de diversas fuentes
intracelulares (mitocondria, reticulo endopldsmico, NADPH oxidasa, y sintesis
de derivados del acido araquidonico) y la activacion de las células estrelladas
que promueven la aparicion de mutaciones de ADN celular contribuyendo a un

estado pro-carcinégeno en el tejido.

En el caso del VHB se han demostrado que existen unos mecanismos
mas directos de carcinogénesis que consisten en la integracion del ADN del
VHB a nivel del ADN de los hepatocitos induciendo asi alteraciones en la pauta
de lectura en el ADN celular y genes relevantes en la aparicion del cancer,
como son la telomerasa, transcriptasa inversa, y otros. Ademas, el VHB puede
ejercer otra accion directa sobre la génesis del cancer, mediante la inactivacion
de la proteina p53 (proteina supresora de tumores) y por la activacion de la
expresion de mdultiples genes de control del crecimiento (activacion
transcripcional de HBX). De acuerdo con algunas observaciones, la deleccion
a nivel de la region pre-S de algunas proteinas del VHB esta particularmente
involucrada en el desarrollo de CHC mediante la induccion de estrés a nivel del

reticulo endoplasmico y, en consecuencia, generando dafios celulares.

Aunque el VHC presenta muchas diferencias virolégicas significativas
con el VHB, mdultiples mecanismos de induccion de carcinogénesis son
comunes para ambos virus. El dafio continuado a los hepatocitos que provoca

la acumulacion de lesiones en el ADN, y su propagacion a través de la
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proliferacion celular es el mecanismo basico del cancer (17). Por otro lado,
aunque el proceso inflamatorio crénico en la hepatitis C esté relacionada con el
aumento de la mutagénesis y el desarrollo final del CHC, en el caso de la
hepatitis autoinmune la apariciéon de CHC es un evento raro, lo que indica que

la inflamacién por si sola no es un factor suficiente en la aparicion del CHC.

Otras proteinas no estructurales del VHC (proteina del nucleo y NS)
también juegan un papel importante en el CHC. Esta proteina del nucleo del
VHC puede interferir con el crecimiento del ciclo celular desregulando la mitosis
de las células. Otros posibles mecanismos relacionados con la carcinogénesis
del VHC son la interaccion con PKR-quinasa (inhibicion de la apoptosis y el
crecimiento celular acelerada), la unién a p53 y p73, asi como la regulacién

positiva de los oncogenes celulares (WKT-1).

La interaccion de la proteina del nucleo del VHC en diferentes vias de
accion de los hepatocitos, incluyen la produccién de otros productos como

TNF-a, TGF-B, NF-kB, CD95L, Bcl-XL y otros.

El papel particular en la transformacion de la célula, la diferenciacion y la
oncogénesis han sido atribuidos a NS5A, NS3 y NS4A que interactian con
multiples proteinas celulares. Los mas importantes son el TNF-q, interferén,

NF-kB y p53.

b) VHC, VHB y COINFECCION CON EL VIRUS DE LA

INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

La coinfeccion del VHB, VHC vy el virus de la inmunodeficiencia adquirida
(VIH) es comun, ya que comparten la misma via de transmision. En los

multiples estudios se ha puesto de manifiesto que la co-infeccidon
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VHB/VHC/VIH presenta un riesgo significativamente mayor de desarrollar CHC
y éste tiene mayor rapidez de progresion. Tanto antigenos especificos
comunes como diferentes vias pueden estar involucrados en el CHC.
Probablemente la patogénesis del proceso es una combinacion de mecanismos
especificos para cada uno de estos virus. Una observacion similar se hizo para

el virus de la hepatitis D(HDV)/VHB.

c) ALCOHOL

Como sefialamos antes, el alcohol es un factor independiente e importante
en el desarrollo del CHC. El consumo de alcohol tiene como resultado la
activacion de los monocitos y la produccion de citoquinas pro-inflamatorias
tales como TNF-a, IL-1pB, IL-6 y la prostaglandina E2. Otro mecanismo de dafio
del hepatocito es un estrés oxidativo y sus consecuencias oncogeénicas: fibrosis
y cirrosis, la fosforilacion de STAT1 (transductor de sefal y activador de la
transcripcion del factor 1), la pérdida de produccion de IFN-y y acortamiento del

telomero (18).

d) AFLATOXINA

Su accion carcinogénica, se asocia con su funciébn mutagénica sobre el gen
supresor de tumores p53 vy la activacion de oncogenes. En el caso de la toxina
de este hongo (Aspergillus sp.) se ha observado que la incidencia de CHC no
se correlaciona con la cirrosis hepética, indicando que el poder oncogénico de

esta toxina se relaciona con su potencial mutacional.

27



Introduccion --

1.1.3.- HISTOLOGIA

Es ampliamente conocido que el higado cirrético alberga ndédulos que
son estadios intermedios entre ndédulos no neoplasicos y CHC. Estos nodulos
no neoplasicos pueden dividirse en nodulos de bajo o de alto riesgo
dependiendo del grado de atipia. Estos nodulos se definen como regiones
nodulares de menos de 2 cm con displasia pero sin criterios histolégicos de
malignidad (encapsulacion, necrosis o hemorragia). Los nédulos de bajo grado
miden alrededor de 1 cm y tienen baja probabilidad de transformacion maligna.
Los nédulos de alto riesgo son menos frecuentes y se caracterizan por una
mayor densidad celular con un patron trabecular caracteristico. En ocasiones
estos nodulos son dificilmente diferenciables de CHC y se malignizan hasta en
un tercio de los casos.

Los CHC se pueden dividir igualmente en funcién de su morfologia
macroscopica, grado de diferenciacion, vascularizacion, presencia de capsula y
de invasion vascular. Todos estos criterios tienen implicaciones en la practica
clinica diaria. Segun su distribuciébn pueden comportarse como nodulos
solitarios o multinodulares, que puede presentarse como mdultiples nodulos a
nivel de diferentes segmentos o como una gran masa tumoral dominante
rodeada de metastasis intrahepéaticas localizadas en los segmentos
adyacentes. Los CHC difusos son extremadamente raros y se presentan como
grandes masas infiltrativas que se consideran un reto en el diagnostico por
imagen. Un tercer tipo de CHC es el de tipo infiltrativo que tipicamente es
pobremente diferenciado. Desde el punto de vista de diferenciacion celular, el

CHC presenta diferentes grados, conocidos como los grados de Edmondson,
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gue van desde bien diferenciados, moderadamente diferenciados, pobremente
diferenciados e indiferenciados. El grado de diferenciacion disminuye a medida
que el tumor aumenta de tamafo. Los HCC bien diferenciados presentan una
estructura muy similar a los hepatocitos normales por lo que su diagndstico
histoldgico es dificil. EI andlisis inmunohistoquimico puede ayudar a establecer
el diagndstico con certeza.

La vascularizacion es un parametro clave en la diferenciacion entre
nédulos no neoplésicos y CHC. La progresion de noddulos de bajo riesgo a CHC
se observa en la pérdida de los tractos portales y desarrollo de una nueva
triada de vasos arteriales que derivan el flujo de sangre a la lesiéon tumoral.
Esta neoangiogénesis ha sido considerada una adecuada diana terapéutica
tanto en el uso de quimioembolizacibn como de tratamientos moleculares
oncoldgicos anti-angiogénicos.

Los nddulos tumorales suelen estar rodeados de una capsula fibrética.
Esta capsula aparece en el 80% de los CHC resecados y suele estar infiltrada
por células tumorales. Esta invasion microscopica de la capsula por células
tumorales esté presente al menos en un tercio de los tumores mayores de 2 cm
en comparacion con dos tercios presentes en los casos de tumores de mayor
tamafio.

El CHC tiene gran tendencia a la invasion vascular y a su localizacion
extendida. La invasion portal es mas frecuente en el subtipo expansivo, en
tumores grandes y en los pobremente diferenciados. La invasion microscépica
aparece en el 20% de tumores de 2 cm, 30-60% de aquellos entre 2-5 cm y 60-
90% de aquellos mayores de 5 cm. La presencia de invasion portal es el factor

predictivo mas importante de recurrencia tumoral. Una vez que el CHC infiltra el
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tracto portal, los trombos tumorales se desarrollan y avanzan en ambas
direcciones y en particular hacia la vena porta principal. Como consecuencia de
esto, fragmentos tumorales pueden extenderse a través del higado y obstruir
ramas segmentarias. Una vez que el trombo se ha establecido en la rama
principal de la porta hay un alto riesgo de trombosis completa y por tanto de
incremento de la presion portal lo que puede provocar ruptura de varices
esofagicas, descompensacion hidrépica con aparicion de ascitis y
encefalopatia. Aunque con menos frecuencia, el trombo puede afectar a las
venas suprahepaticas y llegar a auricula derecha con el consecuente desarrollo
de metastasis pulmonares. Rara vez se produce invasion de ramas biliares y
aparicién de hemobilia.

La incidencia de invasién de la vena porta, vena hepatica y via biliar en el
momento del diagnéstico es de 15, 5 y 3%, respectivamente. Durante la
evolucion natural del tumor, aproximadamente uno de cada tres pacientes
desarrollard un trombo a nivel portal. Las metastasis suelen localizarse a nivel
de pulmones. Otras localizaciones en orden de frecuencia decreciente son:
adrenales, hueso, nédulos linfaticos, meninges, pancreas, cerebro y rifion. La
afectacion bilobar, el tamafio tumoral y la pobre diferenciacién son factores que

influyen en el desarrollo de metastasis.
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1. 2. EXPRESION CLINICA DEL CHC

1.2.1.- EPIDEMIOLOGIA

El CHC es de presentacion universal, pero la incidencia tiene variaciones
geograficas. Ya establecimos al principio del texto que existen regiones de alta
incidencia geografica (15-100 casos por 100.000 habitantes/afo) localizadas en
el extremo oriente y el Africa subsahariana. Son regiones de mediana
incidencia (5-10 casos por 100.000 habitantes/afio) los paises del area
mediterrdnea y se consideran regiones de baja incidencia (3-5 casos por
100.000 habitantes/afio) los paises del norte de Europa, Australia y América
(19). Estas variaciones geograficas van en paralelo a factores raciales o
genéticos y a factores ambientales. En aquellos paises cuya incidencia va
ligada etiopatogénicamente al VHC y la esteatohepatitis no alcohdlica, la
incidencia parece ir en aumento. La alta incidencia de infeccion por VHC entre
los afios 1960 y 1990 (20, 21) hace prever un aumento de la incidencia del
CHC en los préximos afios, sobre todo atendiendo al periodo de latencia
comprendido entre 20 a 30 afios que transcurre entre la infeccion por virus y el
desarrollo de cirrosis y HCC. En nuestro entorno social se ha calculado que el
VHC infecta a entre un 1-2,64% de la poblaciéon general. De ellos, entre el 20-
30% desarrollara cirrosis y entre el 3-5% evolucionara a CHC de forma que
mas del 70% de los CHC en nuestro pais se asocian a la infeccion por VHC. La
edad de presentacion mas frecuente es entre la sexta y la séptima décadas de
la vida, salvo en las zonas de alta incidencia donde la edad de presentacion es

mas temprana, en la tercera y la cuarta décadas de la vida.
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Es mas frecuente en varones con una proporcién de entre 2:1 y 6:1,
dependiendo del area geogréfica. En Espafa en el afio 2007 se registraron
7.500 ingresos hospitalarios por cancer hepatico o de vias biliares, y segun los
registros de mortalidad, se produjeron un total de 2.437 defunciones por CHC
(637 mujeres y 1.800 varones). (22,23). En Cataluia los ingresos hospitalarios
fueron 1.543 y las defunciones 493 (139 mujeres y 354 varones). En el Hospital
Vall d"Hebrén un total de 165 pacientes ingresaron en el afio 2007 por CHC,

pero solo 24 pacientes (14,5%) fueron sometidos a cirugia.

1.2.2.- PRESENTACION CLINICA

Hay principalmente tres situaciones de diagnéstico:

- Hallazgo casual durante un estudio de rutina.

- Hallazgo casual durante estudio de rutina en pacientes con alteracion de
la funcién hepatica o con otra condicion patoldgica.

- Presentaciéon mediante sintomas relacionados con el tumor: la severidad
de los sintomas esta relacionada con el estadio del tumor y con la

funcién hepatica del higado sano.

Habitualmente el CHC en estadios iniciales no presenta sintomas. Puesto
qgue la mayoria de ellos se desarrollan sobre un higado cirrético, el paciente
puede padecer los sintomas propios de la cirrosis. La descompensacion de un
cirrético debe hacer pensar en la aparicion de un CHC entre otras causas de
descompensacion (24). Un porcentaje minimo de pacientes, cuyo CHC se
desarrolla sobre un higado sano, puede presentar sintomas inespecificos del
tipo dolor, pérdida de peso, masa palpable, etc (25). Existen series en las

cuales, de los pacientes sometidos a HP el 74% tenian una cirrosis de base
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(66% Child-Pugh A 'y 8% Child-Pugh B); el 20% presentaban diferentes grados
de hepatopatia cronica y el 6% un higado sano. Entre los pacientes sometidos
a TH el 96,5% tenian cirrosis de base (48% Child-Pugh A, 40% Child-Pugh B,
8,5% Child-Pugh C), el 2% un CHC sobre hepatopatia cronica y el 1,5% tenian
un higado sano. Todos, excepto los casos presentados sobre higado sano,
fueron diagnosticados en el transcurso de controles rutinarios de la hepatopatia
de base (26). Han sido descritas en la literatura otras presentaciones mas
raras, como son ictericia obstructiva cuando la tumoracion comprime la via
biliar, hemobilia si la tumoracion se rompe hacia el conducto biliar, hemoperito-
neo si se rompe hacia el peritoneo (5-15%), dolor éseo o disnea si la
presentacion es metastasica, fiebre si el CHC es grande y presenta necrosis
central tumoral, etc. Algunos pacientes pueden presentar sintomas diversos se-
cundarios a sindrome paraneoplasico. Los mas frecuentemente descritos son
hipoglucemia producida por gran metabolismo energético del tumor y secrecion
de sustancias semejantes a la insulina, eritrocitosis por secrecion de
eritropoyetina, hipercalcemia por secrecion de proteinas relacionadas con la
paratohormona, diarrea acuosa por secrecion de péptidos intestinales vasoac-
tivos del tipo de prostaglandinas, y sintomas cutaneos diversos
(dermatomiositis, pénfigo, queratosis seborreica, pitiriasis, porfiria cutdnea
tarda, etc.). En ocasiones puede presentar sintomas propios de los lugares a
los que metastatiza mas frecuentemente (pulmén, ganglios linfaticos, huesos,

suprarrenal y cerebro).
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1.3.- DIAGNOSTICO

1.3.1.- PRUEBAS DE IMAGEN

El diagndstico de sospecha se realiza habitualmente mediante las
pruebas de imagen. El objetivo de estas pruebas es el cribado de pacientes de
alto riesgo, la identificacion de pequefias lesiones, el diagndstico diferencial
entre las lesiones ocupantes de espacio (LOES) y la seleccion del tratamiento
adecuado para cada paciente (27).

El nimero de lesiones, el tamafio y su extension, la presencia de
nodulos satélites, invasion vascular, afectacion extrahepatica y enfermedad
subyacente del higado, son factores importantes a la hora del elegir el mejor

tratamiento.

e Ecografia

La imagen ecografica puede ser hipoecoica, isoecoica o hiperecoica. Se le
atribuye una sensibilidad del 60% (disminuye considerablemente en la cirrosis
avanzada) y una especificidad del 97%. Identifica el 85- 95% de las lesiones de
3-5 cm y el 60-80% de los tumores de 1 cm aunque esto puede estar
influenciado por la localizacién del tumor.

Los tumores pequefios, suelen aparecer como imagenes hipoecoicas y
homogéneas que a veces dificultan el diagnéstico diferencial de nodulos
displasicos no neoplasicos. A media que aumentan de tamafo, suelen adquirir
un aspecto heterogéneo y pueden ser hipo o hiperecoicos con un anillo

hipoecogénico alrededor que corresponde a la capsula fibrosa.
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Su utilidad para el estudio de extension de la enfermedad es limitada,
principalmente por la baja sensibilidad en la detecciébn de las metéstasis
intrahepéaticas menores de 2 cm y por su escasa capacidad para detectar
infiltracion de estructuras vasculares sobre todo en higados cirréticos. La
aplicacion del Doppler puede poner de manifiesto una arteria nutricia o las
venas de drenaje. También en la ecografia pueden ponerse de manifiesto,
signos indirectos de cirrosis como ascitis, atrofia de algun segmento,
esplenomegalia, circulacion colateral.

Las nuevas tecnologias ecograficas con contraste son muy
prometedoras en la mejoria del diagndstico sin embargo no parece que

aumenten su sensibilidad (28).

e Tomografia computarizada (TC) abdominal.

Se le atribuye una sensibilidad del 68% y una especificidad del 93%. La
hiperintensidad en fase arterial con hipointensidad en fase portal y venosa
permite el diagndstico en tumores > 2 cm. En CHC menos vascularizados de
menos de 2 cm la dificultad diagndstica puede ser mayor. En ocasiones la
hiperintensidad puede estar asociada a depdsitos de hierro o a infiltracion

grasa. Aporta la ventaja de poder valorar la infiltracion vascular.

¢ Resonancia magnética (RM) abdominal.
Es la prueba de eleccién para el diagnéstico diferencial del CHC con otros
tumores hepaticos sobre todo mayores de 2 cm. El patrén tipico del CHC es un

patrén en mosaico y la presencia de capsula (29).
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Tiene la ventaja de no requerir contraste nefrotoxico, por lo que estaria
indicada en pacientes con insuficiencia renal o pacientes con alergia a los
contrastes. El patron de captacion es hiperintensidad en T2 e hipointensidad en
T1 (54%) o hipointenso en T1 e hiperintenso en T2 (16%).

Se le atribuye una sensibilidad de 81% y una especificidad del 85%. Las
nuevas técnicas de angiorresonancia trifasica consiguen una alta sensibilidad
al detectar nédulos de hasta 10 mm. Se le atribuye una mayor precision en
diferenciar el CHC de los nédulos displasicos, el hemangioma y la esteatosis
focal.

La TC y la RM presentan una mayor sensibilidad para determinar la
extension de esta neoplasia; aun asi, subestiman el 30-50% de los casos
cuando se comparan con el estudio patoldégico del explante hepético.
Recientemente se ha comparado la eficacia diagnéstica de la angiorresonancia
magnética y la TC espiral para el estudio de extension del CHC (30). La
angiorresonancia fue superior a la TC para el diagnéstico de tumores de 10-20
mm (el 76 frente al 61%; p = 0,001), mientras que no hubo diferencias entre las
dos técnicas en cuanto a la deteccion de tumores con diametro mayor de 2 cm
o menor de 1 cm. Por tanto, se propone la angiorresonancia magnética como la
técnica mas adecuada para el estudio de extensiéon del CHC previo a la
aplicacion de tratamientos con una sensibilidad del 100% para nédulos
mayores de 2 cm, 89% para aquellos de 10 a 20 mm y 34% para nédulos de
menos de 1 cm.

e Angiografia

Es una técnica que ha dejado de utilizarse para el diagndstico puro. Sigue

siendo utilizada para tratamiento en casos de quimioembolizacion o para
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control de un hemoperitoneo secundario a rotura de CHC. Aparecen falsos

negativos en casos de tumores necroéticos, avasculares o fibréticos.

e Angiografia combinada con TC o RM abdominal.
Es muy invasiva y no parece obtener mejores resultados que el TC o la

RMN.

e Gammagrafia con tecnecio-99m marcado con una antialfa-fetoproteina.

Es una técnica con limitada experiencia.

e Tomografia por emision de positrones (PET)-TC.

El papel de la PET-TC en el diagnostico del CHC es incierto. EI CHC
acumula cantidades variables de 18F-fluorodesoxiglucosa lo que limita su
sensibilidad al 55-65% con muchos falsos positivos y negativos. En cambio,
tiene mejor sensibilidad para detectar metéstasis a distancia siempre que sean
mayores de 1 cm. Asi, en las metéstasis pulmonares tiene una sensibilidad del
100% y una especificidad del 84%; en las metastasis ganglionares, una

sensibilidad del 100% y una especificidad del 94%.

1.3.2.- MARCADORES SEROLOGICOS

Los marcadores serologicos ayudan a complementar el diagnostico por
la imagen. ElI méas conocido es la o-fetoproteina (Ver apartado de
MARCADORES BIOLOGICOS).

Otros marcadores serologicos, que no han superado a la a-fetoproteina

(AFP), son la lecitina, la des-y-carboxiprotrombina, las isoenzimas de la y-

37



Introduccion --

glutamiltranspeptidasa, el factor de crecimiento -1 urinario, las moléculas de
adhesion intercelular de tipo 1y la o-L-fucosidasa sérica.

Cada vez estan cobrando méas importancia los estudios de biologia
molecular. Se han estudiado numerosos marcadores para el diagnostico precoz
del CHC mediante las firmas genéticas o patrones diferenciales de expresion
proteica. Incluso existen diferentes marcadores moleculares que nos
permitirian clasificar los CHC de acuerdo con el mecanismo de activacion que
utilicen: la via de la Wnt-catenina, la via de la proliferacion (asociada a
alteraciones de los cromosomas), u otras vias. Todo esto se expondra con mas

detalle en el apartado de “Marcadores Bioldgicos”.

1.3.3-. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

La confirmacién del diagndstico se lleva a cabo por citologia e histologia.
La biopsia no esta indicada de rutina en pacientes cirréticos sobre todo por el
riesgo de hemorragia, aparicion de dolor y posibilidad de siembre tumoral en el
trayecto de la aguja (1-5%) o extension vascular. Con PAAF se han publicado

hasta 30-40% de falsos negativos.

1.3.4-. ALGORITMO DIAGNOSTICO DEL CHC

Como hemos visto, para el diagnéstico de CHC disponemos de técnicas
radiolégicas, determinacion de valores de AFP y de otros biomarcadores y
biopsia. La secuencia en la utilizaciéon de éstas depende del tamafio de la

lesion en la ecografia abdominal (tabla 2) (31):
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— Si se aprecia un nédulo mayor de 2 cm (sobre higado cirrético) en la
ecografia abdominal, con caracteristicas radiolégicas (lesiébn hipervascular en
fase arterial que se lava en fase venosa) de CHC en una prueba dinamica (TC
0 RM con contraste) o con AFP superior a 200 ng/ml, no es precisa la biopsia.
Sin embargo, aquéllos con un aspecto radiolégico atipico o que se detectan en
un paciente sin cirrosis deben someterse a biopsia. Posteriormente
expondremos el seguimiento de los pacientes cirréticos en el cribaje de CHC.

— Los nédulos de 1-2 cm de diametro deben estudiarse con 2 pruebas
dinamicas. Si el aspecto radiolégico en 2 técnicas es tipico de CHC, debe
tratarse como si lo fuera; si los hallazgos en las 2 pruebas no son coincidentes
0 No muestran caracteristicas tipicas de CHC, debe realizarse biopsia de la
lesion.

— Las lesiones menores de 1 cm deben someterse a ecografias periodicas
cada 3-6 meses; si en un periodo de 2 afos la lesion no ha aumentado de

tamafio, se continuara con el esquema de deteccidn previo.
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{ Nodulo en una ecografia de cribado

e,

<1cm 1-2¢cm >2cm
I , , \
! Dos técnicas de imagen Una técnica de imagen
Repetir ecografia cada dindmicas dindmica
3 meses durante al )
menos un afio

1 |
Patrén vascular Patron vascular | [Patron vascular atipico (" Patron vascular tipico
tipico dudoso o atipico y AFP < 200 ng/ml 0 AFP > 200 ng/ml

I

| L,
HCC precoz Biopsia Otros
HCC de ode pgqugno [no diagnostica diagnosticos
pequefio tamano ] SN

tamario
Repetir biopsia o prueba
de imagen dindmica
al cabo de 3 meses

Tratamiento

Tabla 2. Algoritmo diagnéstico del HCC

1.4.- EVOLUCION NATURAL Y SISTEMAS DE

ESTADIFICACION

Tradicionalmente, la historia natural del CHC es la de un tumor de
prondstico infausto de manera que la esperanza de vida se expresa
habitualmente en semanas. En un analisis reciente de los resultados de grupos
controles de estudios controlados y aleatorizados, la media de supervivencia en
pacientes con enfermedad avanzada y sintomas asociados al tumor es de 6
meses (32). En un 50-60% de estos casos la mortalidad esta relacionada con el
propio tumor, mientras que el sangrado y el fallo hepatico son responsables del

resto de los fallecimientos (30-10%). En el caso de pacientes no tratados y con
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enfermedad no terminal en el momento del diagndstico el prondstico es mejor
de lo esperado, llegando a supervivencias de 2 (40-56%) y 3 afos (13-28%).

En pacientes asintomaticos y sin invasion tumoral la supervivencia
puede llegar a 3 afos en el 50% de los pacientes. Estos datos se basan en el
diagnostico de la enfermedad en estadios precoces donde aun la funcién
hepética estd conservada, dado que esta Ultima condiciona por si misma la
indicacidn, la aplicabilidad y el éxito del posible tratamiento.

El objetivo principal de los sistemas de estadificacion es predecir la
evolucion de estos pacientes. También permite anticiparnos al prondstico de la
enfermedad y ayuda en el momento de elegir el tratamiento. La supervivencia
de estos pacientes viene influenciada sobre todo por la extensiéon local del
tumor, la presencia y la gravedad de los sintomas asociados a la enfermedad y
al grado de severidad y evolucién de la cirrosis subyacente (33).

No obstante, en el caso del CHC no ha sido posible elaborar un sistema
de clasificacion pronodstica y estadificacion aceptado de forma universal y
podemos encontrar mas de 8 clasificaciones prondsticas (34). Esto se debe a
que el CHC es una enfermedad muy heterogénea segun las distintas zonas del
mundo (35), lo que refleja los diferentes factores de riesgo y epidemiolégicos
existentes. Los factores prondsticos claves se conocen sélo parcialmente y
varian en cada estadio evolutivo de la enfermedad.

Los sistemas de estadificacion mas recientes intentan incluir los tres
parametros mas importantes:
- Aunque la estadificacion inicial se ha basado en la clasificacion TNM

(Tabla 3) las particularidades fisiopatolégicas de este tumor han obligado

a la implementacion de ciertas modificaciones en paises de oriente
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(Liver Cancer Study Group of Japan) y occidente (American Joint
Committee on Cancer, International Union against Cancer). En estos
casos se analiza el nimero de tumores, tamafio y la presencia de
invasion vascular. Una limitacion de esta clasificacion es que esta
basada en hallazgos patoldgicos y por tanto solo puede ser aplicada con
precision en pacientes operados.

Los sintomas relacionados con la enfermedad tienen un impacto
negativo en la evolucion del paciente, siendo el dolor el que indica un
peor prondstico.

La clasificaciéon de Child Pugh (Tabla 4) ha sido un buen indicador del
dafio hepatico. Esto permite establecer la reserva funcional hepética en
pacientes cirréticos que van a ser sometidos a cirugia de la hipertension
portal sin embargo no es apropiada para pacientes cuyas opciones

terapéuticas incluyen el trasplante hepatico o la reseccion quirdrgica.
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Tabla 3. Clasificacion TNM

TUMOUR

TX [ unable to assess primary tumour

TO0 | no evidence of primary tumour

Tis | carcinomain situ

T1 | solitary tumour without vascular invasion stage TNM classification

T2 solitary tumour with vascular invasion OR multiple tumours 0 Tis, NO, MO
=bam ke _ _ I T1, NO, MO
T3a | multiple tumours, at least one of which is >5cm in size M T2 NO_MO
T3b tur_nour(s) of any size involving a major portal or hepatic A T3a NO. MO
vein branch
T4a tumour(s) of any size invading adjacent organs other than s T3b, NO, MO
the gallbladder OR invading through the visceral peritoneum nc T4, NO, MO
NX | unable to assess regional lymph nodes IVB | T1/2/3/4, N0/1, M1
NO | noregional lymph node involvement
N1 | regional lymph node involvement
METASTASIS
MO | no distant metastasis
M1 | distant metastasis
Tabla 4. Clasificacion de Child Pugh
Ascitis NO LEVE SEVERA.
Encefalopatia 0 HI M-V
TP <4 49 10 y mas
Albimina Serica (g%) >35 2.83.5 <2.8
Bilirrubina Total (mg%) 12 23 >3
5-6 puntos Child-Pugh A
7-9 puntos Child-Pugh B

10 o més puntos  Child- Pugh Cl'él

En 2001 el panel de expertos de la European Association for the Study of

the Liver (EASL) (36) elaboré un documento en el que se concluye que los
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principales factores prondsticos del CHC son el estadio tumoral, el grado de
disfuncién hepatica, el estado general del paciente y la eficacia del tratamiento.

A partir de entonces se han desarrollado diversos sistemas
multidimensionales como el sistema Okuda (37), el Cancer Liver Italian
Program (CLIP) (38), el Chinese University Prognostic Index (CUPI) (39), el
Japan Integrated Staging score (JIS) (40), el Groupe d’Etude et de Traitement
du Carcinoma Hepatocellulaire (GRETCH) (41) y el BCLC (42). Todos estos
sistemas de estadificacion se han elaborado a partir de la evaluacion de
cohortes de pacientes que analizan la relacién de varias caracteristicas con la

supervivencia y no tiene validez externa.

Tabla 5. Japan Integrated Staging Score

, Scores
Variables
0 1 2 3
Child-Pugh stage A B C
TNM stage by LCSGJ | Il 0l vV

LCSGJ, Liver Cancer Study Group of Japan.

Las variables incluidas en cada clasificacién son diferentes, lo que revela la
heterogeneidad del método y de la poblacién utilizada para elaborar los
modelos. Recientemente la American Association for the Study of Liver
Diseases (AASLD) (43) ha publicado las guias clinicas para el manejo del
CHC, en las que aconseja utilizar el sistema prondstico BCLC por ser el Unico
que ha probado clasificar adecuadamente a pacientes en todos los estadios
evolutivos y por ser el unico también que vincula cada estadio de enfermedad
con el tratamiento.
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1.4.1- SISTEMA BCLC

En 1999 el grupo de Oncologia Hepatica del Hospital Clinic de

Barcelona publicé una clasificacién prondstica del CHC que identificaba cada

estadio tumoral (inicial, intermedio, avanzado y terminal) con el tratamiento

indicado y la supervivencia estimada. El BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)

comprende los siguientes parametros:

- El estado general del paciente (performance status del Eastern

Cooperative Oncology Group (ECOG) (Tabla 6), la extensién tumoral

(tumor Unico frente a multiple con/sin invasion vascular) y la funcion

hepética, estimada mediante el gradiente de presion portal hepatica (<

10 mmHg), la bilirrubina sérica y la clasificacion de Child-Pugh. La

clasificacion pronodstica del CHC del BCLC, (Tabla 7) (44) es la

siguiente:

Estadio muy inicial (BCLC 0). Para tumores menores de 2 cm
se ha establecido recientemente el concepto de carcinoma in
situ. Se trata de un tipo de CHC muy bien diferenciado, que
contiene ductos biliares y vasos portales, con poca apariencia
de nodulo y que por definicion no es invasivo. En los estudios
radiologicos el carcinoma in situ se manifiesta
caracteristicamente como lesiones hipovasculares, mientras
gue el resto son hipervasculares. Estos pacientes serian los
candidatos Optimos para realizar una ablacién. En Jap6n estos
pacientes presentan la mejor supervivencia tras la reseccion

(supervivencia a los 5 afios del 89-93%) o con tratamientos
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percutaneos (supervivencia a los 5 afios del 71%). Asimismo,
la probabilidad de recidiva a los 3 afios es significativamente
menor que en tumores también de diametro inferior a 2 cm
pero que no se comportan como la entidad carcinoma in situ
(el 8 frente al 74%)).

Estadio temprano (BCLC A). Incluye a pacientes con tumor
anico o 3 nédulos de 3 cm 0 menos, que estan asintomaticos y
gque son adecuados para recibir tratamientos radicales:
reseccion, TH o ablacion percutanea. Si el tumor es unico y
menor de 5 cm, y el paciente presenta un excelente estado
clinico, con cifras normales de bilirrubina sérica y sin
hipertension portal significativa, el tratamiento ideal seria la
reseccion quirdrgica, con la que se obtiene una supervivencia
superior al 70% a los 5 afios. En los casos de tumor multiple (3
0 menos nodulos <3 cm) en que no hay comorbilidad
significativa, o bien si el paciente no es candidato a reseccion
quirargica por mala funcién hepatica, se recomienda el TH. En
las situaciones en que la cirugia esté contraindicada, el
tratamiento percutaneo es una buena alternativa y ofrece una
supervivencia superior al 50% a los 5 afios.

Estadio intermedio (BCLC B). Engloba a pacientes
asintomaticos con tumores multifocales sin invasion vascular,
con buen estado general y buena funcion hepética. Estos
pacientes serian candidatos a quimioembolizacion intraarterial

hepatica, con una supervivencia media del 50% a los 3 afios.
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e Estadio avanzado (BCLC C). Corresponde a pacientes con
tumores sintomaticos, estado general 1 o 2 del ECOG y/o
invasion vascular o metastasis extrahepaticas. En este estadio
no hay consenso, dado que ningun tratamiento ha mejorado
significativamente la supervivencia. Estos pacientes serian
candidatos para entrar en ensayos clinicos aleatorizados y
controlados que valoren la eficacia de nuevos tratamientos. La
supervivencia media estimada es de 6 meses.

e Estadio terminal (BCLC D). Define a pacientes con estado
general 3 0 4 del ECOG y/o Child-Pugh C. La supervivencia
media es de 3 meses y el Unico tratamiento recomendado es

el sintomatico paliativo.

Tabla 6: Eastern Cooperative Oncology Group

E.C.O.G.

0 Asintomatico. Totalmente activo.

1 Eestriccion actividad intensa. Capaz de
trabajo ordinario

2 Ambulatorio v capaz de autocuidados. Incapaz
para trabajar. Levantado mas del 50% del
tiempo despierto.

3 Capaz de algiin autocuidado. Vida cama-sillon
mas del 50% del tiempo despierto.

4 Incapacidad total. Silla-cama el 100% del
tiempo despierto.

5 Muerto
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Tabla 7: estadiaje y tratamiento. BCLC 2016

ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS EN EL TRATAMIENTO DEL HCC
Barcelona Liver Cancer (BCLC) staging classification
IVeryearlystage(O) ‘ l Early stage (A) ‘ l Intermediate stage (B) ‘ Advanced stage (C) Terminal stage (D)
\ ¥
Nédulo Gnico  N6dulo tnico, o hastatres ~ Multinodular Invasién portal Child-Pugh C
<2cm nédulos <3 cm Child-Pugh A-B- N6dulos extrahepaticos PS3-4
Child-Pugh A Child-Pugh A-B PSO N1, M1
PS 0 PS0 Child-Pugh A-B
¥ PS1-2
Candidato a |
8 trasplante hepético Nédulo Gnico  Hastatres
Z ortotépico (THO) ) nédulos <3
2 Hi i6 cm
pertension portal
8 No si=> /bilirrubina
a V
Normal Incrementada
Enfermedades
asociadas
No Si
Qo \ ¥ —
E) Ablacion Reseccién THO  Ablacién TACE Sorafenib Mejor
= - - — - tratamiento
g Tratamiento efectivos con beneficio terapéutico | paliativo :
=

Una conferencia de consenso entre la AJCC y la Asociacion Americana
de hepato-bilio-pancreatica estableci6 en el 2002 que los pacientes
considerados para cirugia (reseccion o trasplante) debian estadiarse de
acuerdo al sistema TNM y BCLC (45), mientras que los demas podian
estadiarse usando el sistema CLIP.

El prondstico esta marcado por las recurrencias hepaticas, que alcanzan
hasta el 60% tras 5 afios de seguimiento, y que sobre todo en los tumores
grandes se producen en los primeros 2 afios tras la reseccion. Ademas, el 80%
de la mortalidad tardia también se debe a la recidiva hepética lo que resalta la
importancia del diagndstico temprano, tanto del tumor primario como de las

recidivas, para conseguir unos resultados optimos.
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1.5. TRATAMIENTO

Al analizar los tratamientos disponibles para el CHC hay que tener en
cuenta que en la actualidad no hay ensayos clinicos de gran tamafo ni
metaanalisis de datos individuales, por lo que los niveles de evidencia en esta
area se derivan de metaanalisis de datos agrupados, de ensayos clinicos
aleatorizados de pequefio tamafio o de estudios de cohortes.

Los tratamientos curativos Unicamente pueden aplicarse a los pacientes
diagnosticados en fases tempranas de la enfermedad. Por este motivo, las
principales guias de consenso recomiendan la creacion de programas de
vigilancia mediante ecografia y determinacién de AFP.

Como hemos sefialado previamente, el pronéstico de los pacientes con
CHC depende no soélo de la extension tumoral, sino también de la funcién
hepética, ya que ésta condiciona en muchos casos la supervivencia y la
aplicabilidad de los tratamientos.

En el caso de HCC complicados con sangrado, no esta contraindicado
administrar tratamiento. Si el tumor sangra de forma activa y no es tratado, la
mortalidad es del 100%. Las diferentes opciones van desde packing, ligadura

de arteria hepatica, puntos hemostéaticos o reseccién del tumor.

1.5.1-. RESECCION

No existe un acuerdo sobre una estrategia comun de tratamiento
para los pacientes con CHC por lo que se han publicados multiples guias (46-

48). Las tres intervenciones terapéuticas curativas principales (reseccion, TH 'y
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tratamientos percutaneos) compiten por ser la primera opcion terapéutica en
aquellos pacientes con HCC de pequefio tamafio y con funcidon hepética
conservada.

Se ha demostrado que tanto la reseccién hepética como el TH aportan
las mejores cifras de supervivencia en pacientes bien seleccionados
(supervivencia a 5 afios del 60-70%) (49). Los autores japoneses utilizan la
indocianina para identificar los mejores candidatos, mientras que la presién
portal y bilirrubina son los parametros utilizados en Europa.

La reseccion hepética es la primera opcidn terapéutica curativa para el
HCC. El hecho de que en nuestro medio el CHC se desarrolle sobre higado
cirrético reduce las posibilidades de reseccion quirdrgica, sin embargo, el
higado sano permite resecciones hepéaticas muy amplias, de hasta un 70%

Unicamente limitadas por aspectos técnicos.

La reseccién hepatica esta indicada en:
— Tumores Unicos hepaticos (en general no hay limite de tamafio como criterio
de seleccion).
— Sin invasién vascular.
—Sin hipertension portal.

—Con buena funcion hepatica y bilirrubina normal.

Segun el estadiaje TNM, corresponderia a los pacientes en los estadios
[, I, llIA, incluyendo los casos de rotura peritoneal. La cirrosis es el factor mas
determinante a la hora de valorar la resecabilidad del CHC, puesto que de la

gravedad de la cirrosis depende la reserva funcional hepatica y la capacidad de
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regeneracion del parénquima remanente, de manera gue solo podria llevarse a
cabo la reseccion en pacientes con Child-Pugh A y en casos controvertidos
algunos Child-Pugh B. La reseccion en pacientes con estadios B y C de Child-
Pugh o de tumores multiples presenta una morbimortalidad muy alta y malos
resultados a largo plazo (50).

La cirugia del CHC debe ser oncoldgica (margen de reseccion mayor de
1 cm) y preservar parénquima suficiente para evitar la insuficiencia hepética.
La técnica habitual consiste en movilizaciéon del higado, seguida de control
vascular y seguida de la reseccion.

Las nuevas armas instrumentales han revolucionado la estrategia
técnica, de manera que algunos autores preconizan en primer lugar la
transeccion hepética hasta llegar a la vena cava inferior; en segundo lugar, la
ligadura de los vasos del hilio hepatico y de la vena suprahepatica y, en tercer
lugar, la movilizacion del higado. No hay estudios que demuestren la ventaja de
una u otra estrategia para reducir la recurrencia de la enfermedad y mejorar la
supervivencia. Un aspecto importante en la reseccién es la cantidad y calidad
de higado remanente que debe ser suficiente para mantener las funciones
vitales del individuo. Como estrategia para aumentar este higado, algunos
autores utilizan la embolizacion portal previa a la reseccion (51). Asi, pacientes
que inicialmente no son candidatos a cirugia, pueden serlo tras la emboli-
zacion. Y viceversa, pacientes inicialmente resecables no lo seran por
progresion de la enfermedad en el intervalo de espera existente entre los dos
tiempos de esta estrategia (52). Se ha demostrado que la embolizacion portal
preoperatoria provoca una disminucion de la tasa de complicaciones de hasta

50% con la disminucion por tanto de la estancia hospitalaria. Si tras la
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embolizacién el porcentaje de higado remanente no crece mas de un 10% se
deberia contraindicar la reseccién ya que ademas este es un marcador
indirecto de la capacidad de regeneracion hepética.

Para evitar el crecimiento tumoral acelerado de nédulos existentes en el
higado remanente en casos de CHC bilobar, algunos autores asocian la qui-
mioembolizacién arterial de los ndédulos del higado remanente con la
embolizacién portal del higado que se va a resecar. En general, la
embolizacién portal debe ser considerada en casos de volumen remanente
inferior al 20% en higado sano y < 40% en higado cirrético.

La morbilidad es variable, del 13 al 60% segun las series, y la mortalidad
perioperatoria a 30 dias tras la reseccion varia del 1 al 24%. Las tasas son mas
altas para los cirréticos (entre el 14 y el 24%) que para los no cirréticos (entre el
1y el 7%). Las principales causas de muerte de esta cirugia suelen ser la
insuficiencia hepatica que estd intimamente relacionada con las pérdidas
sanguineas superiores a 1.500 ml y las infecciones postoperatorias. En los
grupos orientales se utiliza el test de aclaramiento de verde de indocianina para
estimar la cuantia de reseccion tolerable, mientras que la medicién de la
presion portal y los valores de bilirrubina sérica son los pardmetros utilizados
en Occidente (53).

Se han descrito supervivencias libres de enfermedad de entre el 32% y
el 62% de los casos y supervivencia del 10 al 90% a 5 afos. Esta gran
variabilidad depende de factores relacionados con el tumor (tamafo, margen
de reseccion, invasion vascular, presencia de capsula, grado histoldgico,

actividad de o-fetoproteina, etc.) y de factores relacionados con la enfermedad
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de base (estadio Child-Pugh, comorbilidades asociadas, etc.), que son los mas
preponderantes (54).

Respecto a la recurrencia del tumor, hay series que reflejan hasta una
tasa de recurrencia del 70% a los 5 afios, mas elevada en cirréticos, que se
debe a diseminacion del tumor primario o por apariciéon de tumores de novo, sin
apreciarse resultados favorables con ninguna terapia adyuvante sobre este
hecho mientras que se considera que la transfusion intraoperatoria de sangre
favorece la aparicion. En la mayoria de las ocasiones la recurrencia se produce
por diseminacion del tumor primario y aparece en el primer afio (40%), tercer
afio (60%) y a los 5 afios (80%). La realizacion de una nueva reseccion es
factible en aproximadamente la cuarta parte de los pacientes, pero la recidiva
tras esta segunda reseccién es mas precoz y, cuando aparece, lo habitual es
que no se pueda resecar ni pueda ofrecerse el TH como opcion terapéutica
(55) ya que suele ser multifocal en mas de un 50% y se asocia a un 15% de
metastasis a distancia.

Se ha demostrado que la supervivencia también esté influenciada por las
margenes de reseccion de manera que un margen menor de 1 cm se asocia a
una supervivencia a los 5 afios del 49% mientras que si se amplia a 2 cm la

supervivencia puede alcanzar cifras de 75% tras 5 afos.

1.5.2-. TRASPLANTE HEPATICO

El TH es la segunda opcion terapéutica curativa para el CHC. Debe

considerarse como la primera opcion para aquellos pacientes con enfermedad
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hepatica avanzada (Child-Plug B y C) (56) ya que, en teoria, puede curar la
cirrosis subyacente y la enfermedad tumoral.

En el caso de pacientes con estadio A de Child-Pugh y tumor resecable,
la indicacién es controvertida (57). Actualmente no se dispone de estudios
prospectivos y controlados que comparen estas 2 opciones, pero los estudios
retrospectivos favorecen el TH frente a la reseccién. En estos pacientes, la
supervivencia a largo plazo con TH es mejor que con reseccion (supervivencia
a los 5 afos del 75%), ademas de presentar una menor tasa de recidiva.

El CHC supone una de las principales indicaciones de TH en nuestro
medio. Asimismo, es la Unica neoplasia solida que puede ser tributaria de
curacién mediante trasplante del 6rgano afectado (58). En la época inicial del
TH, los pacientes afectados de CHC no subsidiario de resecciéon quirtrgica
presentaban un pésimo pronéstico a corto plazo y no disponian de un
tratamiento alternativo eficaz. Por tal motivo, se planteé la posibilidad de
realizar un TH como opcién terapéutica. La inclusibn de pacientes con
enfermedad avanzada determind unos resultados suboptimos, con una tasa de
recidiva inadmisible que hizo cuestionar a algunos grupos de investigadores la
indicacién de TH en estos pacientes.

La experiencia y los conocimientos acumulados durante afios por los
pioneros en trasplante permitieron sentar las bases para un uso racional de los
organos disponibles y evitar la indicacion de un tratamiento quirdrgico
altamente complejo, costoso e invasivo a pacientes que no se beneficiarian de
él, consolidando esta opcion como un tratamiento valido en la practica clinica

convencional.
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La decision de qué pacientes deben considerarse para TH y donde se
deben establecer los limites para indicarlo ha de estar basada en estudios
cientificos sélidos, de manera que la politica sanitaria se ajuste al concepto de
medicina basada en la evidencia y no en ideas bien intencionadas con escasa
base racional y dirigida a casos anecdéticos.

La limitacion del trasplante es la escasez de donantes y, por tanto, el
tiempo en lista de espera, lo que puede hacer progresar la enfermedad (59).

Los diferentes sistemas de priorizacion de érganos segun la gravedad de
la hepatopatia (sistema MELD) pueden favorecer o penalizar el CHC en razon
de la puntuacién ponderada que se le adjudique. En Catalufia, donde esta
implantado el sistema MELD, los CHC Unicos con un tamafio mayor de 3 cm o
mas de un nédulo (ninguno mayor de 3 cm), estan priorizados con un MELD
ponderado de 19 puntos, y se les asigna un punto adicional cada tres meses en
lista de espera (documento de consenso de la OCATT-2007 sobre los criterios
de priorizacién de pacientes adultos en lista de espera de TH).

El TH también ha sido utilizado como estrategia de rescate en pacientes
con recidiva del HCC tras la reseccién quirdrgica o el deterioro de la funcién
hepética de reserva. Algunos autores afirman que los resultados son similares
si se comparan con los sometidos a reseccion quirdrgica. Otros, en cambio,
afirman que esta estrategia conlleva mayor mortalidad operatoria, mayor
incidencia de recidiva tumoral y peor supervivencia a los cinco afios que si los
pacientes fueran considerados de entrada para trasplante (no todos los
pacientes resecados cumplen los criterios de trasplante tras la recidiva). La
utilizacion del TACE (quimioembolizacion transarterial) para reducir el estadiaje

del CHC y asi cumplir los criterios de TH es otra estrategia usada. La
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supervivencia actual tras el TH con los criterios de Mazzaferro alcanza cifras de
entre el 75 y el 85% a los cuatro afos, similares a otras indicaciones no
neoplasicas de TH, con una tasa de recurrencia inferior al 15%.

Ademas, estas cifras van en constante aumento en series recientes, o
que indica una mejor seleccion de los candidatos a trasplante con CHC. No
obstante, estas cifras hay que interpretarlas con cautela, ya que no
corresponden a la supervivencia por intencién de tratamiento. La supervivencia
postrasplante no tiene en cuenta los pacientes en lista de espera que han
muerto o han salido de la lista por progresion de la enfermedad. Cuando se
compara la supervivencia del trasplante con la reseccion (la mejor opcion de
tratamiento existente hasta la fecha), ajustada por gravedad de la enfermedad,
las supervivencias son semejantes.

Los factores de mal prondstico (asociados a menor supervivencia) tras el
TH son el tipo de enfermedad de base (VHC peor pronéstico que el VHB) y el
grado de inmunosupresion postrasplante. La tendencia actual es usar en estos
pacientes inmunosupresores con propiedades antitumorales como los
inhibidores del mTOR (rapamicina y everolimus) frente a inmunosupresores
prooncogénicos como los anticalcineurinicos (ciclosporina y tacrolimus). Se
esta investigando sobre factores prondsticos basados en datos de biologia

molecular (60).

BASE RACIONAL PARA LA BONDAD DE LOS CRITERIOS DE MILAN

La publicacion de Mazzaferro y cols. (61) (Tabla 8) en 1996 representa

un punto de inflexion en la seleccion de candidatos. Previamente, la realizacion
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de TH en pacientes con un CHC avanzado determinaba unos pobres
resultados en términos de tasa de recidiva y supervivencia, o que determind
que muchos grupos cuestionaran la indicacion de TH. Sin embargo, la
experiencia acumulada por grupos lideres en Paris, Londres, Berlin o
Pittsburgh mostraba que los pacientes trasplantados por una hepatopatia
terminal con CHC incidental en el explante presentaban una tasa de
supervivencia similar a los pacientes sin CHC, lo que correlacionaba la recidiva
y supervivencia postrasplante directamente con la carga tumoral.

Con esta hipotesis inicial, su estudio demostré que si la seleccion se
ajustaba a sus criterios (Criterios de Milan) y se restringia el TH a pacientes
con tumores unicos de un tamafio menor de 5 cm o con un maximo de 3
nédulos menores de 3 cm, sin invasion vascular y sin metastasis ganglionares
ni a distancia, la supervivencia a los 5 afios podia superar el 70% y ser
indistinguible de la que pueden alcanzar los pacientes sin CHC.

La importancia del tamafio tiene su base racional en su estrecha relacion
con la probabilidad de invasién vascular. Se dispone de estudios antiguos y
modernos en los que se constata que, a partir de 2 cm de diametro, la
presencia de invasion vascular microscopica supera el 30-40% y que a partir de
3 cm la mitad de pacientes presenta una invasion vascular macroscépica
reconocible si se explora de manera intencionada. Por ultimo, el porcentaje es

casi universal cuando se superan los 5 cm.
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Tabla 8. Criterios de TH segun Mazzaferro (1996) (61).

Ausencia de invasion vascular

Ausencia de enfermedad tumoral a distancia
Lesidon Unica < 5 cm de didmetro

2-3 lesiones tumorales < 3 cm

Es relevante distinguir entre invasion vascular macroscopica Yy
microscopica. La invasion vascular macroscopica evidente se asocia con una
recidiva neoplasica practicamente universal. Por el contrario, la invasion
microscopica registrada focalmente después de un estudio exhaustivo de la
pieza quirargica, determina un riesgo de recidiva significativamente superior al
de los tumores sin esta caracteristica, pero no alcanza en absoluto a todos los
pacientes.

Dado que la invasion macroscopica evidente es facilmente detectable si
las técnicas de imagen se aplican adecuadamente, su deteccién debe
considerarse una contraindicacion absoluta de trasplante. Sin embargo, la
invasiéon microscépica no es detectable por técnicas de imagen, por lo que la
Gnica forma de predecir su presencia es mediante su estrecha asociacién con
el tamafio de la lesion.

El segundo parametro relevante para definir el riesgo de recidiva es la
multifocalidad, que es un marcador clinico-radiolégico de tumor avanzado,
asociado frecuentemente a la invasion vascular. Por tanto, los tumores
multifocales facilmente identificables por su tamafio y vascularizacion se
asocian con una elevada tasa de recidiva. Pero ni el tamafio, la multifocalidad

ni la invasiéon vascular son parametros independientes.
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La progresion del CHC conlleva un aumento de diametro y una
infiltracion venosa con focos metastdsicos alrededor o a distancia, lo que
condiciona la multifocalidad. De hecho, la probabilidad de que un tumor
progrese mas alla de 5 cm y se mantenga como un tumor Unico o sin invasion
vascular una vez explorado mediante TC o RM es escasa. Los criterios de
Milan aceptan la multifocalidad de manera muy limitada, de modo que se
intenta capturar los tumores sincrénicos de pequefio tamafio aparecidos en el
seno del higado cirrético y los tumores en que la diseminacion es muy limitada
y potencialmente confinada al higado, por lo que el riesgo de recidiva
neoplasica aumenta pero no alcanza unas cifras extremas.

Los focos tumorales debidos a la diseminacion son fécilmente
reconocibles por un patrén vascular caracterizado por una irrigacion arterial
intensa. No obstante, por debajo de 1 cm pueden observarse como focos de
hipercaptacién arterial inespecificos y, por ello, su caracterizacion inequivoca
es imposible. Al mismo tiempo, los focos tumorales debidos a una
transformacion sincronica o metacronica que se hallen en fase inicial (por
debajo de 2 cm) raramente son hipervasculares y, por tanto, también son de
muy dificil catalogacion (62). Los criterios de Mildn se aplican registrando
Unicamente los focos con patrén inequivoco de malignidad, mientras que los
catalogados como sospechosos no pueden contabilizarse a la hora de
establecer el diagnostico de extension. Estas consideraciones explican la
bondad de los criterios de Milan si se aplican adecuadamente y son

fundamentales para analizar las propuestas de expansion de criterio (63).

59



Introduccion --

EXPANSION DE CRITERIOS

La aplicacion de los criterios de Milan se establecié para lograr restringir
la indicacion de TH a pacientes con Optimos resultados (64). Aunque ésto se ha
conseguido satisfactoriamente, diversos autores sugieren que los limites
deberian expandirse, puesto que algunos pacientes con extensién tumoral
excesiva podrian presentar quizas buenos resultados. Asimismo, a pesar de
aplicar los criterios de Milan, es relativamente frecuente que la extension de la
enfermedad se haya infravalorado y, a pesar de ello, los resultados no se
deterioren significativamente y la supervivencia pueda superar el 50% a los 5
afos. Por tanto, habria que plantearse como evaluar estos nuevos criterios y

analizar si se dispone de una validacién externa (65).

EVALUACION DE NUEVOS CRITERIOS

La indicacion de trasplante y el diagnéstico de extensién deben basarse
en los hallazgos de las técnicas de imagen. El registro de estos datos debe
efectuarse de forma prospectiva y el intervalo de tiempo entre imagen y
trasplante debe ser lo mas corto posible, preferiblemente menos de un mes.
Obviamente, los datos deben registrarse antes del andlisis del explante y sin
conocimiento de sus resultados. Los criterios utilizados para registrar los
hallazgos deben estar correctamente definidos de antemano. Sin duda, los
criterios expandidos no deben incluir a los pacientes que cumplen los criterios
de Milan; en caso contrario, se evaluarian los criterios de Milan en algunos

pacientes incluidos con criterios expandidos y los resultados tendrian una dificil
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interpretacion. Asimismo, debe correlacionarse la estadificacion mediante
técnicas de imagen con los resultados del seguimiento, el cual debe ser de
duracion suficiente en un nimero adecuado de casos. El analisis debe basarse
en la supervivencia y en la probabilidad de recidiva. La supervivencia libre de
CHC por si sola no es un pardmetro fiable, dado que puede modificarse por

eventos no relacionados con la neoplasia.

METODOLOGIA APLICADA PARA PROPONER CRITERIOS EXPANDIDOS

En la mayor parte de los casos se ha analizado meramente el resultado
de los hallazgos de anatomia patologica. La correlacion con las técnicas de
imagen es con frecuencia inexistente y, si se reporta, se ha efectuado de forma
retrospectiva y sin criterios preestablecidos. Por ultimo, es habitual que se unan
en una Unica serie los pacientes que cumplen los criterios de Milan con los que
corresponderian a criterios expandidos. Este Ultimo grupo es escaso y el
seguimiento corto. En algunas propuestas no se menciona la supervivencia y
se desconoce la duracion del seguimiento.

A pesar de esta falta de rigor, la propuesta de Yao et al (66) (Tabla 9,
67) se presenta como validada y algunos centros y/o paises se disponen a
adoptarla. Por ello, es necesario dedicarle una atencion especial. Ya que
ademas de basarse en datos obtenidos del explante, de no ser una propuesta
evaluada prospectivamente y de no describir en absoluto los criterios
radiologicos, el nUmero de casos es reducido, se desconoce cuantos pacientes
han sido tratados previamente al trasplante y si dicho tratamiento durante el

periodo de espera en lista (por ejemplo, con radiofrecuencia) se ha basado en
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imagenes poco valorables y, por tanto, es imposible establecer la fiabilidad de
la evaluacioén de la carga tumoral.

Ademas de estas limitaciones, debe sefalarse que la ampliacion de
criterios que se propone es minima y, tal como se expone en sus trabajos,
deberia basarse en la correcta catalogacion de nodulos infracentimétricos en el
seno de un higado cirrético. Dado que estos nddulos diminutos no se pueden
catalogar de forma fiable mediante radiologia, basar una ampliacién de criterios
en definiciones no disponibles debe considerase arriesgado, cuando no

errébneo de buen principio.

Tabla 9: Criterios de Milan frente a los criterios de California

CRITERIOS DE MILAN CRITERIOS DE CALIFORNIA

Nddulo Unico menor o igual a 5 cm Nddulo Gnico menor o igual a 6,5 cm

Hasta 3 nédulos, ninguno superior a 3 cm Hasta 3 nédulos, ninguno superior a4,5 cmy
suma menor o igual a 8 cm

Sin invasién vascular macroscépica Sin invasién vascular macroscopica

Estudio de extension negativo Estudio de extension negativo

Algunos autores proponen ampliar criterios y, al mismo tiempo, excluir a
los pacientes en los que se registre una caracteristica potencialmente
relacionada con un peor pronéstico postrasplante. Los valores elevados de
AFP se relacionan con una progresion de la enfermedad debida a la demora en
lista de espera y una recidiva tras el TH. No obstante, contraindicar el

trasplante en pacientes con unos valores elevados de AFP no se ha
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contemplado en ningln programa y no hay estudios que puedan sugerir el valor
que deberia utilizarse como corte.

Dado que hay una relacion entre el grado de diferenciacion y la
prevalencia de invasion vascular microscopica, algunos autores proponen
excluir a los pacientes en los que la puncién del tumor demuestre la presencia
de células con una pobre diferenciacion. Esta estrategia es poco fiable. El
grado de diferenciacion se pierde con la progresion tumoral y, por tanto, se
puede correlacionar con el tamafio y la invasion vascular. No obstante, se sabe
que los ndédulos tumorales no poseen una diferenciacion celular homogénea,
sino que coexisten areas de buena, moderada y pobre diferenciacion. Por
tanto, la puncién obtendria una muestra aleatoria, y basar la decision en una
herramienta no reproducible es desaconsejable. Ademas, su uso requeriria
puncionar todos los nédulos, y ello no siempre es posible, debido a las
contraindicaciones, el deterioro de la coagulacién o la localizacién del tumor.

Por ultimo, el riesgo de diseminacion iatrogénica se podria ver incrementado.

VALIDACION DE CRITERIOS

Los criterios de Mildn se han validado repetidamente en diferentes
centros, tanto en donante cadaver como en donante vivo. El cumplimiento de
los criterios de Milan permite una supervivencia del 70% a los 5 afios y exceder
los limites implica un deterioro que facilmente lleva a menos del 50% a los 5
anos. Un estudio multicéntrico efectuado en Francia con criterios de imagen y
datos del explante demuestra de manera inequivoca esta realidad, y lo mismo

ocurre cuando se analiza la base de datos de la UNOS (United Network for
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Organ sharing) o cualquier registro de trasplante con un namero suficiente de
pacientes trasplantados por CHC. De hecho, en el articulo inicial donde se
describen los criterios de Milan, se expone que los pacientes que exceden los
criterios en el explante presentan una supervivencia inferior. Todos estos datos
muestran que el nimero de estudios que validan los criterios de Milan (68-70) y
que evidencian el impacto negativo de expandir los limites superan
ampliamente los estudios de signo contrario, y cualquier andlisis de la

evidencia indica que es deletéreo modificar la politica actual.

EXPANSION DE CANDIDATOS, LISTA DE ESPERA Y REPERCUSIONES

SEGUN LA INTENCION DE TRATAMIENTO

Como se ha comentado previamente, hay un gran déficit de donantes
para los pacientes que cumplen los criterios actuales de TH. Durante el tiempo
de espera, la enfermedad puede progresar, y entre un 15 y un 25% de los
pacientes con CHC en los que se indica un trasplante son excluidos cuando la
demora supera los 9 meses. Esta circunstancia reduce la aplicabilidad del
trasplante y la supervivencia segun la intencién de tratamiento. Por tanto, el
problema actual no reside en cuantos mas pacientes pueden beneficiarse del
trasplante, sino cémo se distribuyen los escasos 6rganos disponibles de
manera mas efectiva.

Para evitar la progresion del CHC en lista de espera algunos autores
defienden la TACE o la radiofrecuencia (RFA), aunque no hay estudios con-
trolados sobre sus ventajas. El uso de neoadyuvancia en lista de espera y la

opcion de donante vivo son otros aspectos controvertidos del TH. A favor del
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donante vivo esta la ausencia de la lista de espera y la posibilidad de planificar
la estrategia. Los detractores de esta alternativa aducen motivos éticos como el
riesgo vital sufrido por el donante y la necesidad de un donante cadaver como
estrategia en caso de fallo del donante vivo. Otros autores van mas alla,
aduciendo una mayor recurrencia de la enfermedad al eliminar la seleccién
natural que lleva implicita la lista de espera. Son necesarios estudios
comparativos prospectivos para dilucidar los mejores resultados.

Se puede argumentar que algunos de los candidatos no tumorales
presentan una expectativa de vida inferior a la que tendrian los pacientes con
criterio ampliado, pero lo sensato es mejorar los resultados en todas las
entidades y no disminuir la exigencia de hacer el mejor uso posible de los
organos disponibles. Posiblemente, si hay pacientes con malas expectativas,
se deberia considerar su exclusion del programa, tal como ocurre actualmente
en pacientes con CHC avanzado. Algunos autores argumentan que a los
pacientes se les debe ofrecer la posibilidad de sobrevivir, aunque sea por
debajo del 50% a los 5 afios y que no es ético excluirlos de la lista de espera
por exceder los criterios de Milan. Este argumento es adecuado desde el punto
de vista del paciente excluido, pero no si se considera la poblacion en su
conjunto. Al haber un namero finito de érganos, la utilizacion de uno de ellos en
un paciente infradptimo evita que se destine a un candidato adecuado y, por
tanto, se hace un mal servicio a la sociedad.

En resumen, los criterios de Milan deben seguir siendo el instrumento
para seleccionar a los pacientes con CHC que deben incluirse en lista para TH.
No se dispone de datos que demuestren la bondad de expandir los limites, sino

que hay evidencias que demuestran que los resultados al exceder los criterios
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de Milan dan lugar a cifras de supervivencia a largo plazo que no pueden
considerase aceptables. Debido a la escasez de Organos para trasplante, el
problema que se debe resolver es como distribuir los escasos 6rganos de que
se dispone y trasladar el nivel de exigencia existente en los enfermos con CHC
a las otras categorias de pacientes. De este modo, se rentabilizar4 al méximo
la utilidad de los 6rganos y se evitard su uso indebido en los pacientes en
quienes las expectativas de supervivencia no son las exigibles.

Como en otras areas de la medicina, las decisiones clinicas deben
basarse en un analisis racional de la evidencia cientifica y no en impulsos
aparentemente bienintencionados que, en realidad, resultan contraproducentes

para el conjunto de los pacientes y la sociedad de la que forman parte.

1.5.3-. QUIMIOEMBOLIZACION TRANSARTERIAL

La embolizacion arterial es la técnica de eleccion en el tratamiento de la
CHC no resecable (71) sin que esté indicada en las primeras etapas de la
enfermedad.

La TACE (72) consiste en la aplicacion intra-arterial de un agente
quimioterapico (doxorubicina sola o combinada con cisplatino y mitomicina C),
con o sin lipiodol y material procoagulante (73). El lipiodol es un aceite de
contraste que tiene apetencia por las células tumorales y agentes
quimioterapicos y por tanto marca el tumor y retiene las drogas fijadas. Es
aclarado por el parénquima hepatico normal sin embargo es retenido por el
tejido tumoral durante semanas o0 incluso hasta un afio. ElI material

procoagulante se utiliza para producir oclusion y trombosis de la rama arterial
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correspondiente al tumor. Previamente a la aplicacién de la técnica y cinco dias
después hay que administrar antibiéticos, antieméticos y analgésicos. No existe
evidencia sobre los mejores agentes quimioterapicos ni la estrategia de
tratamiento. Con esta técnica se consiguen respuestas parciales en 15-55% de
los pacientes (74) y retrasos significativos en la progresion tumoral y e invasion
vascular (75).

El TACE esta indicado en: a) CHC de gran tamafo no candidatos a
cirugia; b) como tratamiento puente en pacientes a la espera de un TH; c) para
reducir la estadificacion del CHC y cumplir los criterios de TH, y d) previamente
a la reseccion o la RFA, para aumentar la supervivencia.

Son contraindicaciones absolutas del TACE la trombosis portal, la
encefalopatia y la obstruccién biliar. Serian contraindicaciones relativas la
bilirrubina total > 2 mg/dl, una masa tumoral > 50% del volumen hepético, la
presencia de ascitis y la existencia de insuficiencia renal o cardiaca.

Debe indicarse cuidadosamente en pacientes con descompensacion de
su insuficiencia hepéatica o hepética (Child-Pugh C), por las potenciales
complicaciones relacionadas con la isquemia.

La heterogeneidad en la seleccion de los “candidatos ideales"
puede ofrecer resultados opuestos, y por lo tanto deberia ser tenido en cuenta
a la hora de disefar y analizar estudios controlados aleatorizados.

Las complicaciones mas frecuentemente descritas son el sindrome
postembolizacion que inicialmente parecia relacionado con la necrosis del
tumor pero que actualmente se relaciona mas con la necrosis del parénquima
sano. Suele cursar con dolor, fiebre, elevacion transitoria de las transaminasas,

abscesos hepaticos (0-3% con mortalidad cercana al 50%), rotura tumoral,
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fistula biliar, insuficiencia hepética, embolizaciébn de lipiodol al pulmén e
insuficiencia renal.

Hay otras complicaciones consideradas raras, pero potencialmente
mortales cuya fisiopatologia esté relacionada con la migracion del trombo a la
arteria cistica (colecistitis isquémica) y arteria gastroduodenal o gastrica
(perforacion gastrica o duodenal). La mortalidad relacionada con el tratamiento
es de 0 a 2% en estadios A de Child-Pugh y del 8 al 27% en Child-Pugh By C.

El TACE comparado con otras técnicas o con el manejo sintomatico no
ha demostrado aumento de la supervivencia. Como medida para mejorar los
resultados, algunos autores repiten las sesiones de quimioembolizacion
recomendando espaciar un mes como minimo dos sesiones. La dificultad
principal es medir la respuesta del tumor a la técnica, ya que la mayoria de los
tumores no disminuyen de tamafo. Es necesario medir marcadores indirectos

como falta de captacion de contraste o de lipiodol en la TC o RM.

1.5.4-. RADIOFRECUENCIA

La RFA consiste en la aplicacion de ondas alternantes de alta frecuencia
que produce ionizacion de los componentes celulares con friccibn vy
calentamiento de los tejidos por encima de 60°. Esta indicado en pacientes no
candidatos a cirugia con tumores < 3-4 cm y Child-Pugh A o B. También
estaria indicado en pacientes con recidiva de la enfermedad tras haber sido
sometidos a reseccion o TH (76). En casos de tumores mayores de 2 cm se ha
especulado que la capacidad de difusion del alcohol se bloquea por la

existencia de septos, disminuyendo asi su capacidad curativa. Esta
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contraindicado en tumores subcapsulares o en la periferia hepatica por miedo a
lesiones diafragméticas o asas intestinales cercanas. Las nuevas técnicas que
permiten marcar una zona de aislamiento térmico, podrian utilizarse en estos
casos (77); ademas la energia generada induce necrosis coagulativa en forma
de "anillo de seguridad" de tejido no tumoral, que podria eliminar los pequefios
satélites detectados.

Las contraindicaciones relativas serian la trombosis portal, la
enfermedad extrahepética y la coagulopatia severa o plaquetopenia <
40.000/ml.

En comparacién con otras técnicas, se han objetivado mayor nimero de
efectos adversos (10%) entre los que destacan el dolor y la irritacién peritoneal.
Menos frecuentemente se han descrito: insuficiencia hepética, perforacién de
colon, trombosis portal, fistula biliar, abscesos hepéticos, derrame pleural,
quemaduras cutaneas, hipoxia, neumotorax, hematoma, insuficiencia renal,
hemoperitoneo, siembra tumoral en el trayecto de la aguja, dolor, fiebre, etc.

La recurrencia local varia de 0-28%, y la supervivencia a uno, tres y
cinco afios es del 92, 62 y 38%, respectivamente. Para mejorar estos
resultados, algunos autores aplican una dosis Unica de doxorubicina liposomal.
Otros autores combinan la TACE con la RFA o la alcoholizacion, con la
intencion de aumentar la supervivencia (78).

En comparacion con las técnicas de ablacion percutdnea se ha
demostrado que la recidiva local es significativamente menor y se han
publicado tasas de respuesta completa de hasta 96-100% para RF vs 86-89%

de técnicas percutaneas.

69



Introduccion --

Otras técnicas actuales como la crioablacion, la ablacién por laser y la
ablacion con microondas de calor no han adquirido la indicacion ni aplicabilidad

de la RFA.

1.5.5.- RADIOTERAPIA

El HCC es un tumor radiorresistente alojado en un G&rgano
extremadamente radiosensible, que en su totalidad solo tolera entre 2500 y
3000 Gy, con un riesgo importante de hepatitis secundaria a radiacion,
asociada con una mortalidad del 50%. Las nuevas técnicas de radioterapia
esteroatéxica (79), en las que los rayos no paralelos convergen en un punto,
permiten administrar altas dosis de radiacion en un punto sin lesionar el tejido
normal circundante. Con esta técnica se podrian tratar tumores de pequefios a
moderados. Otras técnicas de radioembolizacibn administran is6topos
radiactivos (yodo-131 [131l]) via intra-arterial, vehiculizados en lipiodol o itrio-
90 en microesferas (80). La radioterapia no ha mostrado beneficios en la
supervivencia. Se necesita estudios a mas largo plazo para valorar sus

resultados.

1.5.6 ALCOHOLIZACION PERCUTANEA

La PEI (percutaneous ethanol injection) produce una deshidratacion
citoplasmatica con necrosis celular y fibrosis. Ademas, el alcohol afecta a las

células endoteliales atrayendo plaquetas y causando trombosis e isquemia.
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También se ha utilizado el 4cido acético por sus menores efectos adversos. En
ocasiones esta sustancia se acompafa de una fuente de energia que puede
consistir en una de alta temperatura o justo lo contrario, actuando por un
mecanismo de crioablacion.

Esta técnica consigue respuesta completa hasta en el 90-100% en
tumores Unicos menores de 2 cm (81). Por el contrario, en tumores de 3-5 cm
de tamafio la necrosis completa se consigue en la mitad de los casos, y no se
considera indicada en tumores de mayor tamafio ya que su eficacia se
encuentra limitada por la existencia de septos intratumorales, que dificultan la
difusion del alcohol, o por la presencia de lesiones satélite, que no son
eliminadas por el procedimiento convencional. Por tanto, los mejores resultados
se obtienen en pacientes con Child-Pugh Ay con tumores Unicos de menos de
2 cm (82).

La supervivencia a uno, tres y cinco afos para pacientes Child-Pugh A
con tumores menores de 3 cm es de 98%, 79% y 47%, respectivamente y
disminuye mucho a medida que aumenta el tamafio tumoral. Por el contrario,
no hay evidencias de que el tratamiento consiga modificar la esperanza de vida
en los pacientes con estadio Child-Pugh B o C.

Otros predictores de supervivencia independientes son el estadio Child-
Pugh, el numero y tamafio de los nédulos, los niveles de AFP y la recidiva
tumoral, que puede afectar a la mitad de los pacientes a los 3 afios.

Su principal ventaja es su bajo coste y la escasa sofisticacion de la
técnica (solo requiere la ayuda de un ecografo) y en la actualidad esta siendo

suplantado por la RFA.
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La mejor manera de evaluar la eficacia antitumoral es mediante la TC al
mes de tratamiento. La ausencia de captacion intratumoral tras la
administracion de contraste indica la ausencia de tumor residual y se interpreta
como respuesta completa. Las indicaciones, contraindicaciones y complicacio-
nes son superponibles a la RFA. Aunque ofrece buenos resultados, éstos no

son comparables con los obtenidos con la reseccion quirurgica.

1.5.7.- ANALOGOS DE HORMONAS

La hormonoterapia basada en el tamoxifen, megestrol, octeétride y
lanredtide tiene su base en la existencia de receptores hormonales en algunos
CHC, pero no se ha podido demostrar su eficacia (83). En un meta-analisis en
el cual se compara el tamoxifeno frente al tratamiento conservador, no se
observo efecto antitumoral ni aumento de la supervivencia. La falta de eficacia
del tamoxifeno puede deberse a la baja expresion de receptores estrogénicos
que presenta el CHC, o bien a que expresen receptores mutados (84).

En cambio, en otros ensayos clinicos se obtuvieron resultados
alentadores con octreétide, pero éstos no se han reproducido en estudios
posteriores. Se han publicado respuestas de hasta el 40% en tumores con
receptores positivos para somastostina (85).

Se han publicado otros farmacos como el **| vehiculizado en lipiodol, el
acido poliprenoico, el a- o p-interferdn, la inmunoterapia con linfocitos autdlogos
activados, las vacunas con ceélulas tumorales autologas, el cetuximab y el
bevacizumab, sunitinib, etc., estan siendo utilizados en diversos ensayos clini-

cos con resultados mas o menos prometedores (86).
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Con la mejora en el conocimiento de la patogénesis molecular del CHC,
los nuevos farmacos dirigidos a vias de sefializacion moleculares han saltado
al ambito clinico. Los beneficios obtenidos con estos farmacos en pacientes
con cancer de pulmon (erlotinib y bevacizumab), el cancer de mama
(trastuzumab y bevacizumab), tumores del estroma gastrointestinal (imatinib) y
metéstasis hepéticas (cetuximab y bevacizumab) ofrece una esperanza para
los pacientes que sufren CHC (87). Actualmente se estan llevando a cabo
diversos estudios de fases Il y Il que evaltan la eficacia del tratamiento dirigido
en el CHC (88). Entre ellos cabe destacar los inhibidores de EGFR (erlotinib),
PDGFR (sorafenib e imatinib) o anticuerpos dirigidos contra el VEGF
(bevacizumab), que ya han demostrado eficacia antitumoral en otros tumores
sélidos. Incluso se estd aplicando genoterapia en pacientes con CHC

avanzados (89).

1.5.8-. QUIMIOTERAPIA Y OTROS TRATAMIENTOS SISTEMICOS

El HCC es poco sensible a la quimioterapia, probablemente por la alta
expresion de genes resistentes. Por otra parte, el paciente, por lo general
afoso, es poco tolerante a las drogas quimioterapicas debido a la hepatopatia
de base y a toda la comorbilidad asociada que conlleva la hepatopatia cronica.

La quimioterapia esta indicada en el CHC avanzado sin embargo no hay
evidencia de que en casos de tumor no resecable, aporte beneficios
terapéuticos. Los agentes utilizados en los diferentes ensayos clinicos son: la
doxorrubicina sola o combinada con tamoxifen o cisplatino; el 5-fluorouracilo

combinado con leucovorin; la capecitabina sola o combinada con oxaliplatino;
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la gemcitabina; el irinotecan; la talidomina o diversas combinaciones de todos
los anteriores. En el caso de la doxorrubicina sistémica los resultados no han
sido alentadores siendo la tasa de respuesta parcial inferior al 10% de los
casos.

En un estudio publicado por autores japoneses se compara la eficacia de
la quimioterapia combinada (cisplatino/interferén-a2b/doxorrubicina/fluorouracil
(PIAF)) frente a la de agente unico (doxorrubicina) (90). Las tasas de respuesta
fueron del 20,9 % para el régimen de PIAF y 10,5 % para la doxorrubicina. La
supervivencia fue similar en ambos grupos. Los pacientes tratados con PIAF
presentaron una mayor tasa de mielotoxicidad en comparacion con la
doxorrubicina.

Existe un ensayo clinico fase lll de doxorrubicina vs nolatrexato en CHC
irresecable que demostré una supervivencia mayor (mediana de supervivencia
de 5,6 meses) en el grupo de doxorrubicina sistémica (91). La supervivencia
demostrada es interesante para futuros estudios de doxorrubicina en primera
linea en CHC avanzado, pero hoy en dia no estd claro que pueda ser el
farmaco de primera linea para el tratamiento del HCC avanzado (92). Ha sido
utilizado también tras el TH pero la inmunosupresiéon requerida facilita el creci-
miento tumoral. Asi el tiempo que el tumor requiere para doblar su volumen es
mas corto tras el trasplante que tras la reseccion. En este sentido, el agente
mas utilizado ha sido la doxorubicina aunque con malos resultados por la
recurrencia del VHC de base (93).

Actualmente podemos decir que el papel de la quimioterapia como

tratamiento neoadyuvante o adyuvante tras la reseccidon o el TH no esta
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establecido, aunque se siguen creando nuevas lineas de investigacion en este
sentido (94).

Un farmaco aparecido en el afio 1995 y que hasta la fecha ha
demostrado los mejores resultados, es el sorafenib (BAY 43-9006, Nevaxar)
(95,96). Sorafenib es un inhibidor multiqguinasa que reduce la proliferacion
celular tumoral in vitro ademas de inhibir el crecimiento tumoral y reducir la
angiogénesis (97). Su mecanismo de accidén se basa en la inhibicion de los
receptores de proliferacion dependientes de la actividad tirosina quinasa, asi
COmMo quinasas serina-treonina intracelulares.

Las dos las indicaciones para las que est4 aprobado su uso son el
cancer renal avanzado en pacientes en los que ha fracasado la terapia previa
con interferén-a o interleuquina-2 o que se consideran inapropiados para dicha
terapia, y el CHC en estadio avanzado y con buena funcién hepatica (98).

Actualmente Sorafenib es la primera y Unica molécula aprobada para
HCC que inhibe la proliferacion y promueve la apoptosis de las células
tumorales (99). La indicacion deriva de un ensayo clinico en fase |li
desarrollado por Llovet y cols. (100, 101) en el que se puso de manifiesto una
ventaja estadisticamente significativa de Sorafenib frente a placebo para
supervivencia global con una diferencia de medianas de supervivencia de 11,9
semanas a favor de Sorafenib siendo mas eficaz en pacientes con funcion
hepética preservada (Child-Pugh A) y en aquellos VHC positivos (102)
Respecto a otros parametros estudiados (estado ECOG, presencia 0 ausencia
de invasion macroscoépica vascular y/o diseminacion extrahepatica del tumor) la
razon de riesgo favorecid sistematicamente a Sorafenib frente a placebo.

Sorafenib presenta multiples toxicidades debido a la efectividad del tratamiento
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gue obliga en ocasiones a suprimir el tratamiento por lo que se trata de
encontrar agentes coadyuvantes que permitan disminuir la dosis.

En un articulo reciente de Kong y cols. (103), se estudi6 el efecto de la
combinacion de sorafenib y un activador de la guanilato ciclasa soluble (sGC) o
YC-1 en ratas. Los efectos observados demostraron que existe una supresion
mayor del crecimiento del tumor cuando se combinan ambos agentes que
cuando se administra solo una de las drogas y ademas no se observo toxicidad
cardiaca, pulmonar, hepética o renal, asi como no afectacion al estado
nutricional del animal. Si se observé una disminucién en el tamafio del bazo.
También se ha visto que puede usarse con seguridad in vivo. Estos resultados

se ampliaran a continuacion.

Otro estudio recientemente publicado es un ensayo clinico Fase | (104)
gue analiza en términos de posologia la eficacia de la administracion conjunta
de Sorafenib y cisplatino en pacientes con CHC avanzado. Se observd una
supervivencia media aumentada y sin progresion de enfermedad en los
pacientes que recibieron 800 mg/dia y cisplatino 65 mg/m/ciclo. Este estudio se
estd completando con otro randomizado fase Il de Sorafenib solo vs Sorafenib
y cisplatino.

Son necesarios nuevos estudios y ensayos clinicos para encontrar
sinergismos entre Sorafenib y otras farmacos, asi como estudiar los
mecanismos moleculares de accién del Sorafenib (105-108)

En términos mas concretos y en su aplicacion a la clinica la decision de
tratamiento y la discusion y seguimiento de cada caso debe realizarse de
manera multidisciplinar y cabe destacar tres consideraciones importantes para

una utilizacién adecuada del farmaco (109-111):
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- Pendiente de datos en pacientes Child-Pugh B.
- Necesidad de factores predictivos.
- Coste elevado para un aumento de Supervivencia Global que en términos

absolutos es de 7,9 a 10,7 meses.

¢(CUAL ES EL MECANISMO DE ACCION DEL SORAFENIB Y QUE
EFECTOS TIENE SOBRE LA CELULA TUMORAL?

Sorafenib inhibe la actividad tirosina quinasa de los receptores de
proliferacion celular como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR),
el receptor del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGFR), Flt3 y c-
kit los cuales son promotores de la angiogénesis. Asimismo, inhibe quinasas
intracelulares dependientes de serina-treonina como RAF que transduce la
sefal a través de la ruta dependiente de MEK/ERK. El bloqueo de estas vias
de proliferacion afecta a los procesos de angiogénesis que conlleva una
reduccion del flujo sanguineo al area tumoral que como consecuencia
producen la muerte celular (112-115).

Por otra parte, Sorafenib promueve la muerte celular mediada por TRAIL
que actia en sinergia con una reduccién de la expresion de proteinas
antiapoptoticas (Mcl-1, leucemia mieloide 1), y oncogénicas (survivina y ciclina
D1) (116-119). La induccion de muerte celular por Sorafenib es debida por
activacion de la via intrinseca e extrinseca de la apoptosis (120-124).

Sin embargo existen casos en los que la enfermedad progresa a pesar
de la administracion del Sorafenib (125, 126) hecho que parece relacionado
con la regulacion positiva de vias de supervivencia celular con la administracion

de este farmaco por lo que es necesario un mejor conocimiento de todas esas
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rutas celulares para aumentar los efectos beneficiosos del Sorafenib (127-130).
Uno de estos procesos de resistencia es la induccion de autofagia (131).

La autofagia es un sistema de degradacion que recicla los componentes
celulares dafiados o inutiles, (proteinas u organulos) para el mantenimiento de
la homeostasis celular con el fin de promover la adaptacion y la supervivencia
celular (132, 133). Sin embargo, una estimulacidén excesiva puede conducir a la
muerte celular programada en lugar de la supervivencia (134-136). De hecho,
su desregulacion se ha asociado con algunas enfermedades
neurodegenerativas (138), diabetes, fibrosis quistica, enfermedad de Crohn,
miopatias, la deficiencia de a-1 antitripsina y la hipertrofia cardiaca. Se puede
considerar que la autofagia actia como una espada de doble filo en las células
cancerosas, ya que elimina células mutadas y mitocondrias dafiadas en la
etapa temprana de la enfermedad, pero a su vez induce la supervivencia en
condiciones de hipoxia e isquemia y promueve la resistencia contra algunos
farmacos quimioterapéuticos y la progresion tumoral en las fases posteriores.
En este sentido, se ha demostrado que Sorafenib induce autofagia en
diferentes modelos in vitro y en modelos experimentales in vivo utilizando
diversas estirpes celulares (139-141). Existen datos contradictorios en relacién
con el papel de la autofagia en el tratamiento con Sorafenib. Algunos estudios
han analizado cambios en la regulacion de la autofagia en células tratadas con
combinaciones de drogas que incluyen Sorafenib. A continuacién, exponemos

algunos ejemplos.

La administracion de Sorafenib junto con Vorinostat (142, 143) en
cultivos celulares de CHC ha demostrado una disminuciéon de la viabilidad de

las células mas acusada que cuando el tratamiento es llevado a cabo con los
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farmacos por separado. Pemetrexed (144, 145) también produce una accién
sinérgica sobre la autofagia cuando se administra en conjunto con Sorafenib
como se ha observado en lineas celulares MCF7. Lapatinib (146, 147, 148)
junto con Sorafenib ha demostrado apoptosis en lineas celulares de
glioblastoma. Sildenafilo (149) también potencia la accion antiproliferativa del
Sorafenib. Incluso la administracion conjunta con antioxidantes y preparados
herbales como PHY906 (150, 151) han demostrado un aumento de autofagia y

eficacia antitumoral en células del gliobastoma (152).

1.5.9- PERSPECTIVAS FUTURAS

Con la mejora en el conocimiento de la patogénesis molecular del CHC,
los nuevos farmacos dirigidos a vias de sefializacion moleculares han saltado
al &mbito clinico (153-155). Los beneficios obtenidos con estos farmacos en
pacientes con cancer de pulmén (erlotinib y bevacizumab), el cAncer de mama
(trastuzumab y bevacizumab), tumores del estroma gastrointestinal (imatinib) y
metastasis hepéticas (cetuximab y bevacizumab) ofrece una esperanza para
los pacientes que sufren CHC.

Actualmente se estan llevando a cabo diversos estudios de fases Il (156-
159) y Il que evaluan la eficacia del tratamiento dirigido en el CHC tanto con
Sorafenib como sus derivados. Entre ellos cabe destacar los distintos
inhibidores de los receptores de proliferacion y sus agonistas que han
demostrado efectividad en el CHC y tumores soélidos. Incluso se esta aplicando

genoterapia en pacientes con CHC avanzados.
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Estan siendo estudiadas otras indicaciones para el Sorafenib en otros
tumores como el cancer de mama (160-163), ovario (164), préstata (165-167),
colorrectal (168, 169), esofago (170), renal (171-174) para el cual ya esta
aprobado, pulmon (175), estbmago (176, 177), tiroides (178, 179), leucemia y

mieloma (180-183) y pancreas (184).

1.6. CRIBADO Y SEGUIMIENTO

El objetivo de los programas de deteccion es realizar el diagnostico de
CHC en una fase temprana en que el paciente sea susceptible de recibir un
tratamiento eficaz. Hoy dia, gracias a la introduccion en la practica clinica de
meétodos de diagnostico precoz, el diagndstico de CHC puede realizarse antes
de que éste dé lugar a manifestaciones. Para conseguir este objetivo, es
necesaria la identificacién de la poblacion de riesgo para CHC (185).

Todos los pacientes con enfermedad hepatica  cronica,
independientemente de su etiologia, tienen un riesgo aumentado de desarrollar
CHC, lo que da lugar a una incidencia anual del tumor del 3-4% para los
pacientes con cirrosis y del 1% para aquéllos con hepatitis crénica (186). A fin
de que este programa tenga una buena relacion coste-eficacia debe realizarse
en poblaciones con riesgo elevado de CHC (ver factores de riesgo en el
apartado de Etipatogenia).

Se aconseja el seguimiento mediante prueba de imagen y AFP de

la siguiente manera (Tabla 10) (187):
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— Los nédulos menores de 1 cm deben ser seguidos con ecografia cada 3-6
meses. Si no hay crecimiento en dos afios, se debe volver al seguimiento
habitual.

— Los ndédulos entre 1y 2 cm por ecografia, deben ser estudiados con otras dos
pruebas: TC, RM o ecografia con contraste. Si las pruebas son tipicas de CHC
(hipervascular en fase arterial y lavado en las fases portal y venosa) en dos
pruebas, el ndédulo debe ser considerado CHC. Si las pruebas no son
concluyentes deben ser biopsiados.

— Los nodulos > 2 cm con estudio de imagen sugestivo de CHC o una AFP>
200 ng/ml no necesitan ser biopsiados. En caso contrario o en nddulos que
aparecen sobre higado sano, si se requiere biopsia.

— Cuando las biopsias no son diagnoésticas, los nédulos deben ser seguidos
con ecografia o TC cada 3-6 meses. Si el nddulo crece y no es caracteristico
de HCC, es necesario repetir la biopsia.

La duracién de los intervalos viene dada por los datos de la literatura
médica sobre cinética tumoral que demuestran que el tiempo que transcurre
desde que un tumor es indetectable hasta que adquiere un tamafio de 2 cm es
de aproximadamente 4-12 meses, por lo que el intervalo adecuado es de 6
meses.

Las perspectivas para limitar la incidencia de HCC son:
profilaxis contra los virus de la hepatitis (vacunas) y un mejor conocimiento del
diagnéstico molecular para ajustar e iniciar precozmente la intervencion
terapéutica, aunque de todas maneras son necesarios nuevos modelos

experimentales para obtener una mejor comprension de la interaccion entre el
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virus, los factores ambientales y el huésped. Tabla 10: Algoritmo diagnostico y

seguimiento CHC

| Pacientes cirréticos (ECO + AFP/6 meses) |

Y Y
| Médulo hepdtico | | Sin nodule |
Y Y
Y Y Y Y
AFP elevada || AFP normal
(=20 ng/ml?)
' '
E’ @ ‘ ECO/3 MESES |
“‘TT ;:Si:f;:l | NoCHC || TC helicoidal
SR
Y
| CHC Seguimiento ECO + AFP/6 meses

1.8. MARCADORES BIOLOGICOS

1.7.1. 0-FETOPROTEINA

Dado que el 80% de la mortalidad tardia se debe a la recidiva hepatica,
es de vital importancia el diagndstico temprano, tanto del tumor primario como
de las recidivas, para conseguir unos resultados 6ptimos.

Uno de los métodos diagnésticos mas eficientes es la determinacion de
un marcador serologico altamente sensible y especifico. Los marcadores

seroldégicos ayudan a complementar el diagndéstico por la imagen.
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La AFP es el marcador de eleccion en el diagnéstico del CHC (188),
siendo el méas utilizado también para el control de la evolucion clinica el
diagnostico temprano de las recidivas y la monitorizacion del tratamiento. Se
trata de una glucoproteina de semivida plasmatica de 5 a 7 dias, sintetizada en
el saco vitelino y en el higado fetal, a partir de la décima semana de gestacion.
Tras el nacimiento disminuye progresivamente hasta alcanzar concentraciones
muy bajas en el segundo mes de vida, y se mantiene asi en la vida adulta,
durante la que se consideran normales valores inferiores aquellos
comprendidos entre 0y 20 ug/L.

La AFP puede encontrarse elevada en otras enfermedades tumorales
(hepatoblastomas, tumores de células germinales y algunos tumores
gastrointestinales), (189) en enfermedades hepaticas benignas y en procesos
de regeneracion hepatica (hepatitis virales y cirrosis) donde se encuentra
elevada de manera constante y estas cifras persistentemente elevadas de AFP
indican un factor de riesgo para desarrollar CHC.

Niveles por encima de 400 pg/l son diagnosticos de CHC con una
fiabilidad del 95% y tiene un papel en el diagndstico de CHC ante un paciente
cirrético que presenta una masa en el higado y una AFP mayor de 200 ng/ml.
Hasta en un 5-10% de los tumores, pueden verse cifras de AFP por encima de
10000 ng/ml.

Sin embargo, no todos los CHC secretan AFP, como ocurre en el caso
del CHC fibrolamelar y se ha observado que incluso mas del 40% de los
tumores pequefios pueden presentar cifras normales de AFP (190).

Estas cifras no se correlacionan con el tamafo (otros autores encuentran

una relacion directa), el estadio o la prognosis tumoral. Muchos estudios en los
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gue la prevalencia es del 5%, confieren a la AFP una sensibilidad de entre el
41-65%, una especificidad de entre un 80-94%, un valor predictivo positivo de
25% y un valor predictivo negativo del 98%.

En los grupos de riesgo, su sensibilidad es superior al 70% y su
especificidad alcanza el 100%, habiéndose descrito ademas una sensibilidad
mayor en el diagnostico temprano cuando el HPC tiene un origen no viral.

Los valores pretratamiento de AFP también tienen un valor prondstico
para los pacientes con CHC. Asi, los rangos de supervivencia en pacientes con
valores normales de AFP (< 21,8 pg/l) y moderadamente elevados (21,8-327
pg/l) son significativamente superiores que en pacientes con valores
marcadamente elevados (> 436 ug/l).

Tras la reseccion hepética, la determinacién de AFP se considera un
indicador del grado de reseccién del tumor. Asi, una disminucién de los valores
de AFP menor de la esperada o valores estables después de 1 semana de la
reseccion se asocian a resecciones incompletas y a un peor prondstico.

En el seguimiento de los pacientes, la AFP es util para el diagnéstico
temprano de las recidivas tumorales, de forma que ante un paciente con
historia de tumor productor de AFP, su elevacion es suficiente para establecer
el diagnoéstico de recidiva. Ademas, la determinacion de la AFP, junto con las
caracteristicas patolégicas del tumor, aporta informacion util en la identificacién
de pacientes con riesgo de desarrollar una recurrencia difusa intrahepética, que
es un patron de recidiva temprana y con peor pronostico.

Los valores elevados de AFP también tienen una implicacion en la
terapéutica, puesto que se ha propuesto como uno de los criterios (junto con el

CHC invasivo nodular, la invasion vascular, las metastasis intrahepaticas y las
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roturas capsulares) que aconsejan el tratamiento adyuvante o el trasplante
hepético debido al alto riesgo de recurrencia que presentan los pacientes con 3
0 mas de estos criterios.

Dentro de la determinacion de los niveles de AFP en sangre también
pueden determinarse diferentes fracciones de la proteina con otra

interpretacion clinica:

* ARNm de la AFP: su presencia en sangre periférica se ha propuesto como
marcador predictivo de diseminacién metastasica, pero su utilidad practica no
esta bien establecida (191). Los pacientes cuyos valores se negativizan tras el
tratamiento adyuvante tienen mejores cifras de supervivencia y de tiempo libre
de enfermedad que aquellos con valores positivos permanentes. Por otra parte,
la persistencia en sangre periférica tras la reseccidn quirdrgica se considera un

factor prondstico de la recurrencia temprana intrahepatica.

* Fraccion L3 de la AFP (L3-AFP): los pacientes con valores positivos de L3-
AFP tienen peor funcion hepatica, tumores de mayor tamafo, y tumores mas
avanzados y con histologias de peor prondstico que aquellos con valores

negativos, y con mayor frecuencia presentan metastasis a distancia (192).

* Fraccion reactiva fitohemaglutinina eritroaglutinante de la AFP (AFP-P4) (193)
y fraccion monosializada de la AFP (msAFP): es util cuando la AFP tiene
valores bajos y pierde su especificidad. Tanto los valores elevados de msAFP

Ccomo su porcentaje respecto a la AFP total se consideran diagnosticos (194).
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1.7.2 OTROS MARCADORES BIOLOGICOS

Existen otros marcadores bioldgicos que surgen de la necesidad
arrojada por las limitaciones de la AFP. Se estan realizando estudios sobre
estos marcadores usados solos o en combinacion con la AFP, como la
desgammacarboxiprotombina (PIVKAII), las fracciones de AFP (L3) (195), la a-
fucosidasa y el glipicano 319 (196). Ninguno ha demostrado ser util como
herramienta de diagndstico temprano y, por tanto, no se recomienda su

utilizacién en la practica clinica.

A continuacion, se exponen los mas importantes:

* Antigeno polipeptidico especifico tisular (TPS): es un marcador de
proliferacion celular. Sus valores se correlacionan con el numero de células
tumorales, el caracter invasivo, el estadio tumoral y la supervivencia. El valor
de TPS es un factor independiente de recidiva tumoral en pacientes
previamente resecados (197). Los pacientes que presentan valores superiores
de TPS tienen recidivas mas tempranas que aquellos con valores bajos. Si se
consideran los valores de TPS junto con el tamafio tumoral y la afeccion de los
margenes, el valor predictivo de estos 2 Ultimos factores se incrementa de 72%

a 80%.

* Proteinas inducidas por la ausencia de vitamina K o antagonistas Il (PIVKA):

es un marcador de baja especificidad, particularmente en la enfermedad
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colestasica, que produce una disminucién de la vitamina K. Sus valores

preoperatorios tienen valor prondstico tras la reseccion del CHC (198).

* Des-y carboxiprotrombina (DCP): es mas sensible y especifica que la AFP
para diferenciar a pacientes con HPC de aquellos con enfermedades crénicas
hepaticas no malignas. En algunos estudios ha mostrado ser mejor que la AFP
en la prediccion de tumores con patrén invasivo, aunque sin significacion

estadistica; también ha sido util en el diagndstico de recurrencias (199).

* Dipeptidil aminopeptidasa (GPDA-F): es una glucoproteina sérica rica en
acido sialico (200). Se trata de un nuevo marcador que puede resultar Gtil en el

diagndstico del CHC en los pacientes en que la AFP no esta elevada.

* ARNm de la transcriptasa inversa de la telomerasa (hTERT): es detectable en
el suero de pacientes con diversos tipos de cancer, entre ellos el de pulmén y
el CHC. Su positividad se relaciona de manera independiente con los valores
de AFP, el tamafo tumoral y el grado de diferenciacion, por lo que se podria

utilizar para el diagndéstico temprano del CHC (201).
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Tabla 11: principales marcadores biolégicos

Marcador de cdncer Usos sugeridos Fase de desamolio
Marcadores séricos
Protedmica Deteccién temprana y control de CHC En proceso de evaluacién

Proteasoma en plasma

Marcador de transformacién maligna en
pacientes ciméticos incluyendo aguellos
con masa tumoral baja

En proceso de evaluacién

Marcadores de células
tumorales

Células circulantes
tumorales en sangre
periférica detectado por
RT- PCR de ARNm de
AFP

Evaluacién de prondstico pre y post ope-
ratorio; prediccién de recurrencia tem-
prana y metastasis distante después de
cirugla; asiste en decisiones terapéuti-
cas; |a utilidad clinica es controvertida y
los hallazgos de estudios publicados
inconsistentes

En proceso de evaluacién

Marcadores gen&icos

Glutamato carboxipepti-
dasa del plasma, fosfoli-
pasas A2Gl3yG7y
otras proteinas codifica
das derivadas del micro-
arreglo de ADNc

Gen de antigeno de
melanoma 1, 3; sarco-
ma sinovial en X cromo-
soma 1, 2, 4, 5; protel
na sarcopldsmica de
unién del calcio 1; car-
cinoma de células esca
maosas esofdgicas New
York 1

ADN metilado circulante
(familia de dominio de
asociacién a ras 1A)

Evaluacién de CHC temprano en pacien-
tes con CHC con hepatitis viral crénica;
evaluacién de potencial metastitioo del
CHC

Complementario de AFP en control de
recurrencia; antigencs candidatos para
inmuncterapia

Deteccidn y cuantificacion de familia de
dominio de asociacién a ras 1A metilada
circulante Gtil para screening, deteccién
y prondstico de CHC

En proceso de evaluacién

En proceso de evaluacién

En proceso de evaluacion

1.7.3.- MARCADORES GENETICOS

Introduccion --

Se conoce que la progresion tumoral es el resultado del bloqueo del

control del ciclo celular y la apoptosis que en condiciones normales es llevado a

cabo por los genes supresores de tumores, asi como la activacion de

protooncogenes.
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Los factores de transcripcion mas estudiados en la actualidad son p53,
p63 y p73. Esta reciente identificacibn ha abierto un nuevo capitulo en la
investigacion del cancer (202). Como iremos desarrollando a lo largo de este
apartado, p63 y p73 juega un papel importante en el desarrollo normal, aunque
también esta clara su implicacion en la tumorigénesis humana y en la
respuesta del tumor a la terapia (203-205).

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso regulado
genéticamente que participa en el remodelado tisular, asi como en el
mantenimiento de la homeostasis fisiologica en el organismo adulto. La
resistencia a los procesos apoptoticos es un evento clave en los procesos
tumorales. De hecho, 4 genes supresores de tumores y un oncogén
directamente relacionados con la expresion de las subunidades de los
receptores de muerte celular se incluyen entre los 125 genes inductores de
cancer con mutaciones puntuales detectados en el rastreo genémico de 3284
tumores.

La induccion de la apoptosis celular se lleva a cabo bien a través de la
estimulacién de receptores celulares y la activacion directa de la maquinaria
pro-apoptotica celular (células tipo I, via extrinseca), o mediante la participacion
de la mitocondria (células tipo I, via intrinseca). De este modo los receptores
de muerte celular que se han relacionado con la muerte hepatocelular son
TNF-R1, CD95 y TRAIL-R1 de los que hablaremos a continuacion. La
expresion de estos receptores y sus ligandos se encuentran incrementados en
las enfermedades agudas y cronicas hepaticas, asi como reducida en el CHC.
La alteracion de la sefal dependiente de p53 es una de las mutaciones mas

prevalentes (20-50%) en el CHC. La induccion de muerte celular durante el
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tratamiento anti-tumoral requiere la actividad funcional de p53. Asimismo, otros
genes de la familia de p53 como p63 y p73 se han relacionado con la actividad
anti-tumoral en lineas celulares de CHC. De hecho, una isoforma de p73 se ha

relacionado con un mal pronéstico del CHC.

l. p53

El gen p53 humano esta compuesto de 19.200 pares de bases, que
ocupan mas de mas de 11 exones en el cromosoma 17p13.1 (Fig. 1). Es una
proteina modular con un dominio de transactivacion N-terminal (AT), un
dominio rico en prolina (PRD) adyacente al TA, un dominio de union al ADN
(DBD), un dominio de tetramerizacion (4D) y un dominio C-terminal (CTD).

La secuencia de aminoacidos de p53 contiene serina, treonina y lisina
gue tienen un papel importante en su estabilizacion (206, 207).

Se conoce que la transcripcion del gen p53 puede ser llevada a cabo a
partir de dos sitios distintos localizados respectivamente a nivel del exén 1 o en
un promotor interno localizado en el intrén 4.

Cuando la transcripcion es llevada a cabo a partir de ese promotor
alternativo, el resultado conduce a la expresion de una proteina p53 con una
alteracion a nivel del grupo amino-terminal iniciado en el codon 133 (A133p53).
Cuando se producen fendmenos de splicing en el intron 9, se generan tres
isoformas: p53, p53B y p53y, estas dos udltimas carecen de dominio de
oligomerizacion.

Es sabido también que el gen p53 humano puede codificar al menos
nueve isoformas de la proteina p53, p53B yp53y, A133p53, A133p53p,

A133p53Y, debido al splicing alternativo del intron 9 (Fig. 2).
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El uso del promotor localizado en el intrén 4, puede dar lugar también a
multiples isoformas: A40p53, A40p533, A40p53Y (208, 209).

Estas isoformas de p53, pueden ejercer distintas actividades
bioguimicas. p53B preferentemente se une a los promotores que responden a
p53 p21 y Bax en lugar de MDM2, mientras que p53 se une preferentemente a
MDM2 y p21 en lugar de promotores Bax.

Esto sugiere que la relacion o balance entre las distintas isoformas de
p53 puede regular la respuesta de la célula a la activacion de p53.

La relevancia clinica de estas diferentes isoformas de p53 est4
pendiente de dilucidar, pero sera esencial para analizar su expresion en

diferentes tumores humanos.

Figura 1: Estructura p53 humano

P1p53
P1' A40p53

P2 A133p53
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Figura 2: isoformas p53
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l.a. p53 en el cancer

TP53 es el prototipo de gen supresor de tumores. Su accién antitumoral
se basa en su funcion proapoptética y antiproliferativa en respuesta al estrés
oncogénico (210-212). p53 activa la transcripcion de varios genes encargados
de la apoptosis o de la reparacion del ADN dafado. Algunos de estos genes
han sido identificados (creatinina quinasa del musculo, GADD45, waf-1/cip-1,
Bcl-2/Bax, ciclina G, MDM2, TGF-a, IGF-binding protein y CD95L.

Esta actividad se inactiva en la mayoria de los tumores malignos
humanos (213, 214) y se produce a su vez un aumento de los niveles de sus
reguladores negativos (MDM2 y MDM4).

La participacion de p63 y p73 en la apoptosis mediada por p53 es objeto

de controversia (215). Un ejemplo de cooperatividad entre los tres miembros de
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la familia p53 ha sido a nivel de los fibroblastos de embrion de ratén y en
cultivos primarios de neuronas. En otros modelos celulares p63 y p73 son
necesarios para inducir la apoptosis mediada por p53 en respuesta a
doxorrubicina, cisplatino y radiacion gamma. Sin embargo, los resultados de
otro estudio, indican, que al menos en timocitos, la apoptosis dependiente de
p53, no requiere de la expresion de p63 'y p73 (216).

En un estudio publicado recientemente se ha demostrado que la
introduccién de p53 en lineas celulares humanas de tumores aumentan la
expresion del receptor CD95. Se ha demostrado que existe un elemento
sensible a p53 en el primer intron del gen de CD95 asi como otros tres
elementos en la parte promotora de dicho gen lo que explica que su expresién
aumente en presencia de p53.

La activacibn de CD95 por la unién al CD95L (ligando) induce la
apoptosis de células sensibles. CD95 es un receptor transmembrana tipo 1 que
pertenece a la superfamilia de receptores de TNF-a, factor de crecimiento
neuronal y el CD95L es una proteina transmembrana tipo 2 que pertenece a la
familia del TNF-a.

CD95 es sintetizado en una gran cantidad de tejidos, entre los que se
encuentra el higado que ademas es muy sensible a la apoptosis mediada por
CD95. En este estudio se concluye que las drogas antineoplasicas inducen
apoptosis en los hepatomas que tienen la forma nativa de p53 (p53 sin
mutaciones) mediante el aumento de la expresion de CD95 y CD95L (Fig. 3).

Se ha observado que durante el tratamiento con bleomicina se produce

una acumulacion transitoria de wild-type de p53 y una expresion aumentada de
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receptores de superficie para CD95. Lo mismo puede aplicarse a otras drogas
como el cisplatino y metotrexate.
No se produce este aumento de CD95 con la bleomicina en las células

que tienen el p53 mutado (Huh7) o en otra variedad de p53 (Hep3B).

Figura 3: Modelo de apoptosis regulada por la familia p53
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I.b. p53 y quimiosensibilidad

Comprender la regulacién de p53 sigue siendo un objetivo crucial en el
disefio de estrategias contra el cancer. La reactivacion de esta via p53 en los
tumores es una de las estrategias mas actuales en la terapia contra el cancer.

Se han utilizado vectores de adenovirus para llevar TP53 intacto a
células tumorales con resultados alentadores en un subgrupo de pacientes

(217-219).
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Otra molécula, denominada RITA (reactivation of p53 and induction of
tumor cell apoptosis), fue descrita como inductora de la apoptosis y por tanto
con potencial actividad antitumoral (220).

Otra molécula de descubrimiento reciente, PRIMA-1, induce la apoptosis
en las células tumorales que expresan isoformas mutadas de p53 (221). Estos
estudios y otros demuestran que es posible restaurar la actividad de p53 en las

células cancerosas.

Il. p63

El gen del p63 humano estd compuesto por 15 exones, con mas de
270.000 pares de bases en el cromosoma 3g27. La transcripcion de la forma
TAp63 se inicia a partir del promotor a nivel del exén 1. Existen otras isoformas
de la proteina p63: TAp63a, TAp63B, TAp63y, ANp63a, ANp633, ANpG3y.
TAp63 se une al ADN a través de los mismos sitios de union de p53 por eso se

consideran p53 like y producen una accion similar a la del p53 (Figuras 3y 4).
Figura 3: p63 humano
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Figura 4: isoformas p63
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Il.a. p63y apoptosis

TAp63 activa genes que ejercen funciones en diferentes
pasos del proceso de apoptosis. Tiene la capacidad, igual que p53 de activar
genes que codifican receptores de muerte celular como CD95, TNF-R1 y
TRAIL-R1 y -R2, asi como genes que codifican otras proteinas (Bax, BCL2L11,
Rad9, DAP3 y APAF1 (222).

ANp63 regula negativamente la apoptosis por lo que esta considerado

como un gen con papel oncogénico (223).

Il.b. p63 en el cancer

A diferencia de p53, p63 rara vez se encuentra mutado en los canceres
humanos. En la mayoria de los tumores incluso se detecta una sobreexpresion
de p63 lo que correlaciona este hallazgo con un papel pro-proliferativa u
oncogeénico (224).

Se ha observado expresion en mas del 80% de las células de
carcinomas de ceélulas escamosas del cuello (CECC), asi como otras

neoplasias epiteliales (225,226).
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Las diferencias entre p63 y p53 fueron reveladas en estudios en ratones:
los ratones sin p63, presentaban anomalias en el desarrollo como
envejecimiento precoz, ausencia completa de la piel (227), falta de
extremidades, asi como de otras estructuras epiteliales (228) y la displasia
severa craneofacial (229), pero sin mas tendencia al desarrollo de tumores
(230, 231). La razdn de estas deficiencias radica en la falta de células madre
que son necesarias para el desarrollo y la diferenciacién de estas estructuras
epiteliales. p63 es el Unico gen conocido por ser de importancia esencial para
la supervivencia de las células madre epiteliales (232). En el caso de los
ratones sin p53 aparece aumentado el riesgo de desarrollar tumores malignos
(233).

El conocimiento del papel de p63 en la tumorigénesis es preliminar. Son
necesarios mas estudios para el entendimiento de la compleja red de
interacciones entre las diferentes isoformas de p63, ademas de determinar

como éstas influyen en otras proteinas de la familia p53.

Il.c. p63 y quimiosensibilidad

Se ha demostrado recientemente que muchos agentes quimioterapicos
inducen la sintesis de TAp63a. El bloqueo a su vez de la sintesis de TAp63
enddégeno confiere quimiorresistencia mediante la inhibicion de la apoptosis
(234). (Fig. 5)

Existen resultados in vitro que confirman que la expresion de ANp63a
esta directamente relacionada con la respuesta al cisplatino en los tumores de
cabeza y cuello (235) considerandose esta isoforma como un factor pronostico

de supervivencia.
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Figura 5: Efecto de los agentes quimioterapicos en p63

Treatment Isoform  Chemosensitivity  Organ/tissue/cell line

Bleomycin, doxorubicin, TAp63a } Hepatocellular carcinoma
mitoxantrone cell lines

Bleomycin, doxorubicin, TAp63a t1 Hepatocellular carcinoma
cisplatin, mitoxantrone cell lines

El gen p73 en el ser humano esta compuesto por mas de 80.000 pares
de bases constituidos por 15 exones en el cromosoma 1p36.3 (236).

La expresion del gen TP73 se complica por la presencia de al menos
siete isoformas derivadas de alteraciones a nivel del grupo C-terminal (p73 a-n)
(237, 238) y de al menos otras cuatro derivadas de cambios a nivel del grupo
N-terminal (239) (Fig. 6).

Al igual que p63, el gen p73 puede ser transcrito a partir de dos
promotores diferentes con dos resultados: la proteina con dominio de
transactivacion (TAp73) a partir del exdn 1 y las proteinas de inhibidoras
carentes del dominio de transactivacion (ATAp73) a partir del promotor
alternativo del intron 3. En total se han descrito hasta 29 isoformas.

Estas isoformas son capaces de unirse especificamente al ADN a través
del sitio de unién del p53 y activar la transcripcién de genes diana, provocando
resultados similares como la detencion del ciclo celular o apoptosis. ANp73
actua como un potente inhibidor de la TAp63, de TAp73 y de la forma nativa de
p53 (240). Asi, el locus TP73 codifica tanto un supresor de tumores (TAp73)

como un oncogen (ANp73) (241).
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Figura 6: p73 humano
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lll.a. p73y la apoptosis

TAp73 esta implicado en la activacion de la apoptosis tanto por la via de
las mitocondrias como por la via intrinseca celular. TAp73 aumenta su
expresion enddgena en respuesta al dafio del ADN provocado por las drogas
quimioterapicas. Por el contrario, ANp73 confiere resistencia a dichos farmacos

antitumorales y lo lleva a cabo inactivando la expresiéon del gen CD95.

lll. b. p73 en el cancer

TP73, a pesar de su similitud con p53 no responde al prototipo clasico
de gen supresor de tumores (242). Los ratones deficientes para TP73 no
presenta una incidencia mas alta de tumores y es extremadamente raro el
hallazgo de mutaciones que inactivan al TAp73 en las células tumorales
humanas.
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En un porcentaje significativo de tumores aparece expresién aumentada
de la isoforma dominante negativa, lo que va a favor de su papel oncogénico
(243). ANp73 coopera con el gen Ras en la transformacién primaria de
fibroblastos de embrion de ratébn (MEFs) in vitro induciendo fibrosarcomas
(244).

La sobreexpresion de ANp73 en tumores crea un balance a favor de la
actividad oncogénica en contra de la funcion proapoptotica de wild-type p53,
TAp63 and TAp73.

Se ha visto una accién aumentada de ANp73 en el gran numero de
tumores humanos. En el neuroblastoma, cuyas células expresan casi
exclusivamente la forma nativa de p53, se ha visto una correlacion de ANp73
con el resultado clinico. También en la leucemia linfoblastica aguda infantil
(LLA) se encontr6 un aumento de la expresion de ATAp73, que puede
contribuir a una quimiorresistencia.

Se ha demostrado también que una sobreexpresion de ANp73 en el
CHC se correlaciona con mal pronéstico. Este es un hallazgo importante y
clinicamente relevante ya que sugiere que el uso de ANp73 como un marcador
pronoéstico de los pacientes (245).

En un estudio reciente se ha determinado que DeltaEx2p73 (isoforma de
p73) se expresa en higados cirréticos y en otros sanos que albergan tumores
primarios. También se ha demostrado que la activacion del EGFR por su
ligando, anfiregulina, cuya expresion se encuentra aumentada en el CHC activa
la expresion de deltaEx2p73 que se encuentra en las células del CHC y en los
hepatocitos normales. Sin embargo, aun mas convincente fue el hallazgo de la

expresion DeltaEx2p73 en casi el 100% de los tejidos normales del higado de
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los pacientes que habian desarrollado CHC y estaban libres de cualquier factor
de riesgo conocido para el cancer de higado.

El aumento de la expresion de DeltaEx2p73 regulado por anfiregulina en
los hepatocitos normales, actia como un potente protector del dafio hepatico
de manera que puede ser considerada como una nueva diana terapéutica en
CHC y otros tumores y en vista de la asociacién de deltaEx2p73 con la mala
progresion de la enfermedad hepética, el analisis de estas variantes mediante

una biopsia hepatica podria tener un valor prondéstico.

lll.c. p73y quimiosensibilidad

En varios estudios se pone de manifiesto que p73 es esencial para la
apoptosis inducida por agentes citotdxicos (Tabla 7) y que la inactivacion de
p73 por una mutaciéon dominante negativa lleva a la resistencia de las células a
la apoptosis inducida por agentes genotoxicos (246, 247).

TAp73 endbgeno se activa en respuesta a una variedad de farmacos
quimioterapéuticos y de radiaciones gamma mediante la activacion de una via
dependiente de la tirosina quinasa c-Abl (248,249). Ademas, un estudio
reciente indica que c-Abl es la responsable, mediante vias independientes de la
p73, de la apoptosis inducida por gemcitabina (250).

Diversas variantes de p53 mutado pueden inhibir la accion de TAp73
(251). Los pacientes cuyo tejido tumoral expresa formas mutadas de p53 en el
loci 72 de arginina (72R) han derivado en una peor respuesta a la terapia (252),
gue aquellos que expresan mutantes de p53 que codifica prolina en la posicion

72 (72P).
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la via de degradacion especifica es de

importancia clinica ya que es una diana farmacolégica ideal.

Figura 7: Efectos de los quimoterapicos en p73 endégeno
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Organ/tissue/cell line

Adriamycin, cisplatin, taxol,
etoposide, doxorubicin,
camptothecin

Bleomycin, doxorubicin,
mitoxantrone

Cisplatin

Cisplatin, taxol

Cisplatin

Cisplatin
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TAp731, ANp731
TAp73at
TAp73B1
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Different tumor cell lines (colon
cancer, squamous carcinoma cell
lines, Saos2, a.0.)
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Primary pancreatic acinar cells
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1) Determinar la asociacion existente entre la expresion de los receptores
de muerte celular y las isoformas TA y AN de p63 y p73 en el tejido

tumoral y la supervivencia de los pacientes con HCC

2) ldentificar el papel de las isoformas TA y AN de p63 y p73 en la
expresion de los receptores de muerte y apoptosis en células tumorales

hepéticas. Efecto del farmaco antitumoral Sorafenib.

3) Efecto de Sorafenib en la induccion de muerte celular, angiogénesis,
fibrogénesis y desdiferenciacion celular en tumores derivados de células
tumorales hepaticas implantadas subcutdneamente en ratones

inmunodeficientes.
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Reactivos

Sorafenib (Nexavar®, Bayer, Suiza) se disuelve en dimetil sulfoxido
(DMSO0):H,0 (9:1). La actinomicina D (A9415, Sigma-Aldrich) es preparada en
DMSO. La cicloheximida (C7698, Sigma-Aldrich) se prepara en H,O bi-
destilada. La epoxomicina (Ref 324801, Calbiochem, Darmstadt, Germany) (1
MM) y acetil-leucil-leucil-norleucinal (ALLN, Ref 208750, Calbiochem) (30 uM)

también fueron preparadas en DMSO.

Estudio descriptivo en pacientes

Se estudiaron muestras de HCC procedentes de 35 pacientes con
infeccion por VHC (51%), VHB (26%) y alcohol (23%). Las secciones (4 L)
procedentes de tejido tumoral hepético fijado con 4% paraformaldehido e
incluido en parafina se utilizaron para medir la expresion de los receptores de

muerte celular y los genes de p53 mediante inmunohistoquimica.

Estudios in vitro

Todas las lineas incluidas en los estudios in vitro son células tumorales
diferenciadas de HCC de origen humano con diferente patrén de expresion de
p53: Hep G2 (expresion nativa de p53), Huh 7 (expresion de una forma mutada
de p53) y Hep 3b (no expresion de p53) (6). Las lineas celulares de HepG2 y
Hep3b fueron adquiridas de American Type Culture Collection (ATCC,

Manassas, USA). La linea celular de Huh 7 se obtuvo de Apath, LLC (Nueva
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York, USA). Las lineas celulares se han utilizado en un rango concreto de
pases celulares para evitar la progresiva desdiferenciacion y/o acumulacion de
nuevas mutaciones (10-20 ciclos). Ninguna de las lineas presenta
contaminacion en micoplasma. Las células fueron cultivadas (100,000
células/cm?) en medio de cultivo MEM con sales de Earl suplementado con L-
glutamina (2 mM), suero bovino fetal (FBS) no des-complementado (10 %),
piruvato sédico (1 mM), aminoacidos no esenciales (L-alanina 890 mg/l, L-
asparagina 1500 mg/l, L-aspartico 1330 mg/l. L-glutdmico 1470 mg/l, L-glicina
750 mgl/l, L-prolina 1150 mg/l, L-serina 1050 mg/l), penicilina (100 U/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml), a 37°C en un incubador humidificado con 5% CO».
El agente antitumoral Sorafenib (Nexavar®, Bayer, Suiza) se administré a la
dosis de 10 uyM a las 24 horas de la puesta en cultivo. Los inhibidores de la
transcripcion celular (actinomicina D, 2 ug/ml) y de la sintesis proteica
(cicloheximida, 5 pug/ml) se afiadieron 1 hora tras la adicion de sorafenib. TNF-a
(100 ng/ml) (Catalog# 300-01 A, Prepotech, New Jersey, USA), CD95L (200
ng/ml) (Catalog# 31 0-O03H, Prepotech) y Trail (100 ng/ml) (Catalog# 310-04,
Prepotech) se afadieron a las 12 horas de sorafenib valorandose el efecto a
las 6 horas de la adicion del agonista. La activacion de caspasa-8, la expresion
(mMRNA y proteina) de los receptores de muerte celular, y la expresion
(proteina) de los genes de la familia de p53 se evaluaron a las 12 horas de la

administracion de Sorafenib.
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Expresion de CD95, TNF-R1, TRAIL-R1, p53, p53BP2, p63TA, p63AN,

p73TAy p73AN

Se evalud la expresion de RNAm y proteina de las proteinas en estudio. El
RNA fue extraido de la muestra mediante el reactivo TRIsure (BIO-38033,
Bioline Reagents Ltd., London, UK), y sometido a retrotranscripcion (Ref
205311, Quiagen) y amplificacion por RT-gPCR (BI0O-98002, Bioline Reagents
Ltd.). Esa retro-transcripcion fue llevada a cabo mediante el sistema
Mx3005Tm QPCR con ayuda del programa de analisis MxPro QPCR v. 3.00
(Stratagene, La Jolla, California). Las secuencias cebadoras utilizadas en el
ensayo estan descritas en la Tabla 1. Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion de la muestra durante 10 minutos a 95°C seguido de 40
ciclos de 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante

30 segundos y un ultimo paso de 72°C durante 10 minutos.

Parametros Secuencias

B-actina (sentido) 5-TGA GGA GCA CCC TGT GCT-3’

B-actina(antisentido)

CD95 (sentido) 5'- CAAGGGATTGGAATTGAGGA-3’

CD95 (antisentido) 5- TGGAAGAAAAATGGGCTTTG- 3’
TNF-R1 (sentido) 5'- GTGCCTACCCCAGATTGAGA- 3
TNF-R1 (antisentido) 5'- TGTCGATTTCCCACAAACAA-Z
TRAIL-R1 (sentido) 5'- AGAGAGAAGTCCCTGCACCA-

TRAIL-R1 (antisentido) 5- GTCACTCCAGGGCGTACAAT-3’

Tabla 1. Secuencias cebadoras utilizadas para la RT-PCR.

La expresion proteica de los receptores de muerte celular (CD95, TNF-R1
y TRAIL-R1) se valor6 en las células tratadas con el tampén de lisis total celular

(HEPES 50 mM pH. 7.5, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, NP-40 1%, PMSF 0,5
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mM, DTT 1 mM, NaF 1 mM, NazVO; 1 mM vy la solucibn comercial de
inhibidores de proteasa P8340). La expresion de los genes de la familia de p53,
p53BP2 (proteina que incrementa en presencia de p53 mutado), p63TA,
p63AN, p73TA y p73AN se determind en la fraccion nuclear obtenida tras el
tratamiento de las células con Tampon A (HEPES 10 mM pH. 7.9, KCI 10 mM,
EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, NP-40 0,625 %, PMSF 0,5 mM, DTT 1 mM, NaF
1 mM, NazVO, 1 mM y la solucion comercial de inhibidores de proteasa P8340)
mantenido en hielo durante 15 minutos, y el posterior precipitado resultante de
la centrifugacién a 13000 rpm durante 2 min a 4°C resuspendido en tampon C
(HEPES 20 mM pH. 7.9, NaCl 0,4 M, EDTA 1 mM y EGTA 1 mM, PMSF 0,5
mM, DTT 1 mM, NaF 1 mM, NagvVO; 1 mM y la solucion comercial de
inhibidores de proteasa P8340). La muestra (100 ug de proteina) fue sometida
a electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE al 12%, transfiriéndose las
proteinas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF), que tras
bloquear los sitios inespecificos con una solucidon de albumina bovina seérica
(BSA) al 5% durante 1 hora, se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla
2) a la dilucién de 1/250 durante 12 horas a 4°C, y posteriormente con los
anticuerpos secundarios correspondientes marcados con peroxidasa de rabano
durante 1 hora a temperatura ambiente (Tabla 3). La membrana fue revelada
mediante el ensayo quimioluminiscente Pierce ECL Western Blotting Substrate
(32106 Thermo Scientific). La B-actina se usé como control de carga de las

proteinas.
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Anticuerpo Huéspe | Codigo Casa comercial

Anti-CD95 Conejo | sc-715 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-TNF-R1 Conejo | sc-7895 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-TRAIL-R1 | Cabra sc-6823 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p53 Conejo | sc-6243 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p53BP2 Cabra sc-10924 | Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p63TA Cabra sc-8608 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p63 AN Ratén sc-71827 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p73TA Ratén IMG-246 IMGENEX; San Diego, CA, USA

Anti-p73 AN Ratén IMG-313A | IMGENEX; San Diego, CA, USA

Anti-B-actina Ratén sc-7895 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-caspasa-8 | Conejo | sc-7890 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados en el ensayo de Western-blot.

Anticuerpo Huéped | Referenci | Casa comercial

Anti-conejo- Cabra sc-2004 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-cabra-HRP | Conejo | sc-2768 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-raton-HRP | Cabra sc-2005 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados en el ensayo de Western-blot.

La expresion de los receptores de muerte celular en la membrana celular

fue analizada por citometria de flujo. Las células se recogen con la solucién de

disociacion no enzimatica (C5789, Sigma-Aldrich) y se incuban con los

correspondientes anticuerpos primarios (Tabla 2) (1 pg/100 pyl BSA 0.5% con

azida sodica 0.05%) durante 30 minutos en hielo, y tras un lavado se le

adiciona el anticuerpo secundario fluorescente correspondiente (Tabla 4) (1

pg/100 ul BSA 0.5% con azida sédica 0.05%) durante 30 minutos en hielo y

oscuridad. Las células se lavan con 2 ml de tampon BSA 0.5% con azida

sbdica 0.05%, y se evalla el grado de fluorescencia haciendo pasar las células

a través del citobmetro de flujo FC500-MPL (Beckman-Coulter).
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Anticuerpo Huéspe | Referencia Casa comercial
Alexa 488 Anti-rabbitt IgG | Cabra A11008 Invitrogen
Alexa 488 Anti-goat IgG | Conejo | A11078 Invitrogen

Tabla 4. Anticuerpos secundarios utilizados en los ensayos de citometria de
flujo.

Medicidn de la apoptosis celular

La activacion de caspasa-8 se evalué en las muestras tratadas con la
solucion de lisis total mediante la deteccién del fragmento activo de caspasa-8
siguiendo el procedimiento de electroforesis SDS-PAGE (15 %) acoplado a
analisis de Western-blot similar al descrito previamente con la utilizacion del
correspondiente anticuerpo primario y secundario (Tabla 2 y 3), asi como con el
ensayo de su actividad especifica a través del ensayo comercial Caspase-Glo®
8 Assay Systems (G8201, Promega) basado en la utilizaciéon de un sustrato
gue tras escision como consecuencia de la actividad de la caspasa-8 de la
muestra se emite una sefial de quimioluminiscencia que es detectada por un
lumindbmetro. La sefial emitida es proporcional a la actividad enzimatica con la

utilizacion de una recta de calibracion.

Sobreexpresion de p53, TAp63, ANp63, TAp73

Los plasmidos para la sobreexpresion de las isoformas de p53 y p63/p73
fueron cedidos por el Dr. Guido Kroemer (INSERM U848, Institut Gustave
Roussy, Université Paris-Sud 11, France) y el Dr. Gerry Melino (MRC

Toxicology Unit, University of Leicester, UK), respectivamente. La expansion de
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los plasmidos se realizé6 mediante infeccion de bacterias competentes E.coli de
la estirpe DH5a (T3007 Zymo Research). La purificacion del plasmido se
realizd6 mediante kit de maxiprep (Ref 12163, Quiagen). La sobreexpresion se
llevo a cabo pre-incubando el reactivo de transfeccion de hepatocitos jetPEITM
(Polyplus Transfection) con el plasmido de sobreexpresion (1 ug ADN) durante
20 minutos a temperatura ambiente, esta mezcla posteriormente fue transferida
al medio de cultivo desprovisto de SBF y antibidtico durante 6 horas.
Transcurrido este tiempo se cambio el medio de cultivo, permitiendo la
expresion de las proteinas en estudio por un periodo de 18 horas previo a la

adicion de Sorafenib.

Inhibicion de la expresion de los genes de la familia de p53 y los

receptores de muerte celular

La inhibicion de la expresién general de p53, p63 y p73 se realizod
mediante las estrategias de interferencia celular siRNA. Los siRNA utilizados
fueron son los utilizados en la Tabla 5. La expansion de los siRNA se realizo
mediante transfeccion en bacterias competentes E.coli de la estirpe DH5a
(T3007 Zymo Research). La purificacion del plasmido se realizé mediante kit de
maxiprep (Ref 12163, Quiagen). Los ensayos de interferencia siRNA de p53,
p63 y p73 se llevaron a cabo pre-incubando el reactivo de transfeccién
oligofectamina (12252-011, Invitrogen) con el medio de transfeccion (sc-36868,
Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durante 5 minutos a temperatura ambiente,
para posteriormente afadir las secuencias de SiARN (160 pmol) o siRNA

control (80 pmol) (Tabla 5) dejando incubar durante 20 minutos a temperatura
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ambiente. Las distintas transfecciones indicadas se llevaron a cabo con medio
de cultivo desprovisto de SBF y antibidtico durante 6 horas. Transcurrido este
tiempo se cambio el medio de cultivo, permitiendo la expresion de las proteinas

en estudio por un periodo de 18 horas previo a la adicion de Sorafenib.

Los estudios de interferencia por siRNA de los genes de la familia de p53,
p63 y p73 no permitieron la discriminacioén entre las distintas isoformas, por lo
qgue la reduccion de la expresion de las isoformas TAp63, TAp73 y ANp73 se
realiz6 mediante secuencias shRNA incluidas en el vector de expresion psiHIV-
nH1 (Tabla 6). La expansion de los vectores se realiz6 mediante la transfeccion
de bacterias competentes E.coli de la estirpe DH5a (T3007 Zymo Research).
La purificacion del plasmido se realizé6 mediante kit de maxiprep (Ref 12163,
Quiagen). La transfeccion de las células se realizé mediante pre-incubacion del
reactivo de transfeccidén de hepatocitos jetPEITM (Polyplus Transfection) con el
plasmido (1 ug ADN) durante 20 minutos a temperatura ambiente, esta mezcla
posteriormente fue transferida al medio de cultivo desprovisto de SBF y
antibiético durante 6 horas. Transcurrido este tiempo se cambio el medio de
cultivo, permitiendo la expresion de las proteinas en estudio por un periodo de

18 h previo a la adicion de Sorafenib.
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SiARN Referencia | Casa comercial

SIARN p53 sc-44218 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA, USA
SIARN p63 sc-36161 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA, USA
SiARN p73 sc-43730 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA, USA
SsiRNA-A (control) | sc-37007 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA, USA

Tabla 5. siRNA utilizadas en los estudios de interferencia celular.

shARN Referencia Casa comercial

shARN TAp63 CS-SH149J-HIVnH1 GeneCopeia, Rockville, Montgomery, USA

shARN TAp73 CS-SH150J-HIVnH1 GeneCopeia, Rockville, Montgomery, USA

ShARN ANp73 CS-SH151J-HIVnH1 GeneCopeia, Rockville, Montgomery, USA

ShRNA-A CS-HCTRO001-HIVnH1 GeneCopeia, Rockville, Montgomery, USA

Tabla 6. shRNA utilizadas en los estudios de interferencia celular.

Estudio in vivo

El efecto de Sorafenib en la progresion tumoral se ha evaluado en el
modelo de implante subcutaneo de células tumorales hepéticas en ratones
desnudos macho Hsd:Atimicos Nude-Foxnlnu (Harlan Laboratorios, Barcelona,
Spain) de 4 semanas de edad (25-30 gr). Cuarenta y cuatro animales se
distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos en funcién del implante de células
tumorales Hep G2 (n=12), Huh 7 (n=12) o Hep 3b (n=12) o control (n=8). Cada
uno de los grupos con implante de células tumorales se dividieron
aleatoriamente en dos grupos en funcién de la administracion de Sorafenib o
solvente. Las células (6x10°) resuspendidas en medio de cultivo (100 pl) se
mezclaron con un volumen igual de matrigel (Ref 356231, Becton-Dickinson,
Lot. 36821), y se implantaron subcutdneamente en el dorso centro-lateral
derecho del animal. Cuando el tumor alcanz6 los 5 mm, se inicio el tratamiento
con Sorafenib (200 mg/kg). Se prepard una solucién concentrada de Sorafenib

en etanol (0.32 mg/ul) que se guarddé a -20°C. La solucion de trabajo se
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prepard diariamente mezclando la solucién concentrada de Sorafenib en
Koliphor EL (C5135, Sigma) y suero fisiolégico a razén de 1:1:6. Los animales
recibieron una dosis diaria de Sorafenib o solvente (5 pl/gr de raton). Los
animales se sacrificaron cuando alguno de los tumores de la serie de un mismo
implante celular (con o sin Sorafenib) alcanzaba los 15 mm siguiendo las guias
para el cuidado de los animales de experimentacion en los modelos de cancer
con intencién terapéutica (2-4 semanas) (7). Se calculé el volumen tumoral
atendiendo a la siguiente formula V=[(longitud)x(anchura)x(profundidad)xt]/6.
El tumor fue recuperado, diseccionado y almacenado a -80°C o fijado con
paraformaldehido al 4% e incluido en parafina para el procesado y evaluacién
posterior del grado de apoptosis, proliferacion celular, fibrogénesis y
angiogénesis, asi como la expresibn de CD95, TNF-R1, TRAIL-R1, p53,
p53BP2, TAp63, ANp63, TAp73 and ANp73. El protocolo de manejo de los
animales de experimentacion fue aprobado por el Comité de Bienestar Animal

de la Institucion.

Estudios histologicos en el tejido tumoral

La expresion de los genes de p53, receptores de muerte, proliferacion,
angiogénesis y fibrogénesis en las secciones de tejido tumoral procedente de
los pacientes con HCC y/o estudios in vivo se valoré por inmunohistoquimica.
Brevemente, se obtuvieron secciones de 5 um que eran posteriormente
desparafinadas y rehidratadas con una serie de soluciones decrecientes de
etanol. Tras la hidratacion las secciones se lavaron brevemente en agua, y se

bloquearon los sitios inespecificos a temperatura ambiente en tampén TBSA-
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BSAT (Tris 10 mM, NaCl 0.9%, azida sédica 0.02%, BSA 2% y Triton-x100

0.1%). Las secciones se incuban durante toda la noche a temperatura

ambiente con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla 7). A la mafiana

siguiente las secciones se lavan con tampén TBSA-BSAT, y se incuban

durante 5 horas con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 8). La

tincion nuclear de contraste se realizd con DRAQ-5" (Red Fluorescen Cell-

Permeable DNA probe, Biostatus Limited, United Kingdom). La imagen de la

immunofluorescencia fue obtenida con el microscopio de fluorescencia

Olympus BX61, y su analisis se realiz6 mediante los programas Application

Suite Advanced Fluorescence e ImageJ.

Anticuerpo Huéspe | Referenci | Casa comercial

Anti-CD95 Conejo | sc-715 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-TNF-R1 Conejo | sc-7895 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-TRAIL-R1 | Cabra sc-6823 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-Ki67 Ratén IR626 Dako Diagnésticos, S.A., Sant Just Desvern,
Anti-CD31 Conejo | ab28364 Abcam; Cambridge, England,

Anti-a-sma Conejo | ab5694 Abcam; Cambridge, England,

Anti-p53 Conejo | sc-6243 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-BP2 Cabra sc-10924 | Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p63TA Cabra sc-8608 Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p63 AN Raton sc-71827 | Santa Cruz Biotechnology Inc.; Delaware, CA,
Anti-p73TA Raton IMG-246 IMGENEX; San Diego, CA, USA

Anti-p73 AN Raton IMG-313% | IMGENEX; San Diego, CA, USA

Tabla 7. Anticuerpos primarios utilizados durante el procesado por

inmunohistoquimica del tejido tumoral.
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Anticuerpo Huéspe | Referencia Casa comercial
Alexa 488 Anti-rabbitt IgG | Cabra A11008 Invitrogen
Alexa 488 Anti-mouse | Cabra A11001 Invitrogen
Alexa 488 Anti-goat IgG | Conejo | A11078 Invitrogen

Tabla 8. Anticuerpos secundarios utilizados durante el procesado por
inmunohistoquimica del tejido tumoral.

Andlisis in situ de la apoptosis celular

La apoptosis se evalu6 mediante el ensayo DeadEnd™ Fluorometric

TUNEL System (G3250, Promega) que identifica las roturas del DNA nuclear

mediante la incorporacién catalitica de fluoresceina-12-dUTP en el extremo 3’-

OH del ADN usando la enzima Terminal Deoxynucleotidyl Transferasa (TdT), la

cual, forma una cola polimérica usando el principio de los ensayos de TUNEL

(TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling). EI ADN marcado con fluoresceina-

12-dUTP-se visualizé usando el microscopio de fluorescencia Olympus BX61.

La cuantificacion de la fluorescencia se llevo a cabo usando los programas

Leica Application Suite Advanced Fluorescence e ImageJ.

Anélisis Estadistico

Los resultados se presentan como media = error estandar. El analisis

estadistico se realizé a través del Andlisis de la Varianza seguido del test post-

hoc LSD. Se utilizé el paquete estadistico Statgraphics 16.1.15.
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El incremento de la expresion de la isoformas p63 y /p73AN, asi
como la reduccion de la expresion de los receptores de muerte celular

son marcadores de mal prondstico en los pacientes con HCC

En pacientes con HCC diferenciado con infeccion por VHB se detect6 un
incremento de la expresion en el tejido tumoral de las isoformas p63TA y
p63AN (p=<0,01), asi como de p73TA y p73AN (p<0,5) en comparacién con el
resto de etiologias (VHC y alcohol) entre las que no habia diferencias (Figura

1A).
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Figura 1A: Expresion de p63TA y p63AN (p<0,01), asi como de p73TA 'y

p73AN en los tumores diferenciados

Asimismo, la presencia de VHB redujo significativamente la expresion de
p63 y p73 en sus formas TA y AN en el tejido tumoral procedente de pacientes
con CHC moderadamente diferenciado en comparacion con el resto de
etiologias (HVC y alcohol) entre las que no habia diferencias (Figura 1B;
p<0,5). Estos datos indican que la presencia de VHB modula de forma
significativa la expresion de p63 y p73 en sus formas TA y AN en el tejido

tumoral pendiendo del grado de diferenciacion del tumor.
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Figura 1B: Expresién de p63TA y p63AN (p<0,01), asi como de p73TA 'y

p73AN en los tumores diferenciados.

La expresion de las isoformas p63AN y p73AN (p<0,5, p=<0,01;
respectivamente), pero no las isoformas p63TA y p73TA, se encontraron
significativamente incrementadas en los pacientes que fallecieron por

recurrencia del CHC (Figura 1C, 1D).

p63TA p63AN
Supervivientes Fallecidos Supervivientes Fallecidos

p73TA p73AN
Supervivientes Fallecidos Supervivientes Fallecidos

Figura 1C: Expresion de las isoformas p63 y p73 en CHC
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Figura 1D: Expresion de las isoformas p63 y p73 en CHC

Una asociacion interesante se observd entre la expresion de p63 y p73
con los receptores de muerte celular en CHC. En este sentido, la expresion de
TNF-R1 y TRAIL-R1 en HCC diferenciado procedente de pacientes infectados
por VHB estaba significativamente reducida comparada con los pacientes

infectados por VHC y alcohol (Figura 1E; p<0,01, p<0,5; respectivamente).
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Figura 1E: Expresion de los receptores de muerte en tejido tumoral

diferenciado
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No se observaron diferencias significativas en la expresion de CD95, TNF-

R1y TRAIL-R1 en los CHC moderadamente diferenciados (Figura 1F).
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Figura 1F:. Expresion de los receptores de muerte en tejido tumoral

moderadamente diferenciado

Se observo una dréastica reduccion de la expresion de CD95 (p<0,001),
TNF-R1 (p<0,5) y TRAIL-R1 (p=<0,5) en las muestras de HCC que procedian de

pacientes que habian fallecido por recurrencia tumoral (Figura 1G, 1H).

122



Resultados --

CD95 TNF-R1

Supervivientes Fallecidos Supervivientes

TRAIL-R1

Supervivientes

Figura 1G: Expresion de los receptores de muerte en CHC
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Figura 1H: Expresion de los receptores de muerte en CHC
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Sorafenib incrementa la expresién de los receptores de muerte

celular e induce muerte celular en células de CHC en cultivo

Sorafenib incrementé la expresion de TNF-R1 en el lisado celular (Figura
2A; p=<0,01, p=<0,001, p=<0,001; respectivamente), y membrana celular (Figura
2B; p=<0,5). asi como de ARNm (Figura 2C; p<0,01) en las tres lineas celulares

(HepG2, Huh 7 y Hep 3B).
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Figura 2A: Efecto de Sorafenib en la expresion proteica de TNF-R1 en

lisado celular
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Figura 2B: Efecto de Sorafenib en la expresién proteica de TNF-R1 en

membrana celular.
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Figura 2C: Efecto de Sorafenib en la expresion mRNA de TNF-R1

Sorafenib incrementd la expresion proteica de CD95 y TRAIL-R1 en el

lisado celular (Figura 2D, p<0,01; Figura 2G, p<0,5; respectivamente) y en

membrana celular (Figura 2E, p<0,5; Figura 2H, p<0,01; respectivamente) en
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Huh 7 y Hep 3b. La administracién de Sorafenib incrementé significativamente

la expresion de ARN, de CD95 (Figura 2F; p<0,001, p<0,001, p<0,5;

respectivamente)

y TRAIL-R1

(Figura

respectivamente) en los tres estirpes celulares.
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Figura 2D: Efecto de Sorafenib en la expresion proteica de CD95 en el

lisado celular
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Figura 2E: Efecto de Sorafenib en la expresion proteica de CD95 en la

membrana celular
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Figura 2F: Efecto de Sorafenib en la expresion mRNA de CD95
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Figura 2G: Efecto de Sorafenib en la expresion proteica de TRAIL-R1 en

el lisado celular
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Figura 2H: Efecto de Sorafenib en la expresién proteica de TRAIL-R1 en

la membrana celular
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Figura 2I: Efecto de Sorafenib en la expresion mRNA de TRAIL-R1

La participacion de los procesos de induccidn transcripcional y
traduccional fue evaluada mediante la administracion de actinomicina D

(inhibidor de la transcripcion) y cicloheximida (inhibidor de la sintesis de
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proteinas) respectivamente. El incremento de expresion de TNF-R1, CD95 y
TRAIL-R1 por Sorafenib fue reducida con actinomina D (Figura 3A, 3C y 3E;

p<0,5, respectivamente) y cicloheximida (Figure 3B, 3D y 3F; p<0,5

respectivamente).
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Figura 3A: Efecto de actinomicina D (Act) en el incremento de la

expresion de TNF-R1 por Sorafenib
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Figura 3B: Efecto de cicloheximida (Cx) en el incremento de la expresion

de TNF-R1 por Sorafenib
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Figura 3D: Efecto de cicloheximida (Cx) en el incremento de la expresion

de CD95 por Sorafenib
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Figura 3F: Efecto de cicloheximida (Cx) en el incremento de la expresion

de TRAIL-R1 por Sorafenib

El incremento de expresion de los receptores de muerte celular se
correlacioné con una induccion de los procesos de apoptosis. Sorafenib
aumentdé la actividad caspasa-8 (Figura 4A; p<0,5, p<0,001, p=<0,001;
respectivamente) y el procesamiento de su fragmento activo (Figura 4B,;

p=<0,01, p<0,001, p<0,001; respectivamente) en Hep G2, Huh 7 o Hep 3b.
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Figura 4B: Efecto de Sorafenib en el procesamiento de caspasa-8

En este sentido, la magnitud de la induccion de la apoptosis por

Sorafenib seguia de forma decreciente el orden Huh 7 > Hep G2 > Hep 3b

(Figura 4A, 4B). La repercusion funcional del incremento de la expresion de los

receptores se validé con la adicion de los agonistas segun el incremento
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especifico de cada receptor de muerte celular en las distintas estirpes
celulares. En este sentido, a las células Hep G2 se afiadi6 TNF-a, y a Huh7 y
Hep 3b se afadieron los tres agonistas (TNF-a, CD95L y Trail). La adicion de
TNF-a fue capaz de incrementar (130 %, p<0,001) la apoptosis por Sorafenib
en Hep G2 (Figura 4C, 4D). TNF-a (185 %, p<0,01) y Trail (170 %, p<0,5), pero
no CD95L, produjo un incremento de la apoptosis celular por Sorafenib en Huh
7 (Figura 4C, 4D). De forma diferente, la adicion de los tres agonistas indujo un
incremento de la muerte asociada a CD95 (147 %, p<0,01), TNF-R1 (215 %,
p<0,5) y TRAIL-R1 (210 %, p=<0,5) por Sorafenib en Hep 3b que se mide por la
actividad de caspasa-8 y el fragmento activo como se observa en las figuras 4C

y 4D.
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Figura 4C: Efecto de Sorafenib (S) en la actividad caspasa-8 inducida por
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Figura 4D: Efecto de Sorafenib (S) en el procesamiento caspasa-8

inducida por agonistas

Reduccidon de la expresion de los receptores de muerte celular

La capacidad de los siRNA de reducir la expresion de CD95, TNF-R1 y

TRAIL-R1 fue verificada en todas las lineas celulares (Figura 5A).
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Figura 5A: Control de la expresion de los receptores de muerte celular con los

correspondientes siRNA
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La interferencia de un receptor no supuso una alteracion de la expresion
del resto de receptores debido a la especificidad de los siRNA utilizados- En
este sentido, la administracion de los siRNA previno el efecto estimulador de
Sorafenib sobre la expresion de TNF-R1 (Figura 5B), CD95 (Figura 5C) y Trail-
R1 (Figura 5D), la actividad caspasa-8 (Figure 5E) y el procesamiento de pro-

caspasa-8 (Figura 5F).
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R1 por Sorafenib
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Regulacion de la expresiéon de los genes de p53 por Sorafenib

Se evalud la alteracion de la expresion de p53, p53BP2 (gen de una
proteina regulada por la forma mutada de p53), p63TA, p63AN, p73TA y
p73AN como consecuencia de la induccion de muerte celular por Sorafenib.
Sorafenib incrementoé la expresion nuclear p53 (Figura 6A; p<0,01), redujo la
expresion de p63AN (Figura 6D; p<0,5), y no produce cambios en la expresiéon
de p53BP2 (Figura 6B), p63TA (Figura 6C), p73TA (Figura 6E), y p73AN
(Figura 6F) en Hep G2. Sin embargo, Sorafenib increment6 la expresion de
p63TA (Figura 6C; p<0,5) y p73TA (Figura 6E; p<0,5), y redujo la expresion de

p63AN (Figura 6D; p<0,5) en Huh 7 y Hep 3b.
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Figura 6A: Efecto de Sorafenib en la expresion de p53
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Figura 6F: Efecto de Sorafenib en la expresion de p63AN

Sobreexpresion de p53, p63 and p73

Los resultados descritos previamente demostraban una asociacion entre
el incremento de la expresion de p53 o p63/p73 y de los receptores de muerte
celular por Sorafenib en las tres lineas celulares. Asimismo, la induccion de
muerte celular por Sorafenib se asociaba con la disminucion de la expresion de

p63AN en las tres lineas celulares.

La capacidad de los plasmidos de sobreexpresion para incrementar la
expresion de p53, p63TA, p63AN y p73TA fue verificada en las lineas celulares

(Figura 7A).
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Figura 7A: Control de la expresion de las isoformas de p53 por los

correspondientes plasmidos de sobreexpresion

La sobreexpresion de cada uno de los miembros de p53 estudiados no
alterd la expresion del resto de isoformas de p53. La sobreexpresion de p53
incrementd la expresion de TNF-R1 (Figura 7B; p<0,5), pero no de CD95
(Figura 7C) y TRAIL-R1 (Figura 7D), asi como increment0 la actividad caspasa-
8 (Figura 7E; p<0,001) y el procesamiento de la pro-caspasa-8 (Figura 7F;
p<0,5) en las células Hep G2 tratadas con Sorafenib. La sobreexpresion de
p63AN no modificd la expresion de los tres receptores de muerte celular ni la
activacion de caspasa-8 como consecuencia del tratamiento con Sorafenib en
las tres lineas celulares (Figura 7). De forma interesante, la sobreexpresion de
p63TA incrementd los niveles de TNF-R1 (Figura 7B p<0,5), CD95 (Figura 7C,
p<0,01), TRAIL-R1 (Figura 7D, p<0,001, p=<0,5; respectivamente), actividad
caspasa-8 (Figura 7E, p<0,001, p<0,01; respectivamente) y procesamiento de
la pro-caspasa-8 (Figura 7F, p<0,5, p<0,01; respectivamente) en las células

Huh 7 y Hep 3b tratadas con Sorafenib. La sobreexpresion de p73TA
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incrementd la expresion de TNF-R1 (Figura 7B, p<0,5, p=<0,01;
respectivamente), CD95 (Figura 7C, p<0,5, p<0,01; respectivamente), TRAIL-
R1 (Figura 7D, p<0,01, p<0,5; respectivamente), actividad caspasa-8 (Figura
7E, p<0,001, p<0,5; respectivamente) y procesamiento de pro-caspasa-8
(Figura 7F, p<0,5, p<0,01; respectivamente) en las células Huh 7 y Hep 3b

tratadas con Sorafenib.
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Figura 7B: Efecto de la sobreexpresion de p53, p63TA, p63AN y p73TA

en la regulaciéon de la expresion de TNF-R1 por Sorafenib (S)
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2,5

Unidades arbitrarias/ mg proteina

T L T o iy

WYY |

OHep 62
BHuh 7
WHe=p 3b
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en la regulacion de la actividad caspasa-8 por Sorafenib (S)
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en la regulacién del procesamiento de la caspasa-8 por Sorafenib (S)

Interferencia de p53, p63 and p73

La interferencia de los genes de p53 se realizd6 mediante dos
aproximaciones con distinto grado de especificidad. La interferencia de todas

las isoformas de p53, p63 y p73 se realiz6 mediante siRNA genéricos (SiRNA
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p53, siRNA p63 y siRNA p73). De forma diferente, la interferencia especifica de

las isoformas p63TA, p63AN y p73TA se realiz6 mediante shRNA.

Los siRNA frente a p63 y p73 no fueron capaces de distinguir entre las

correspondientes isoformas TA y AN (Figura 8A).
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Figura 8A: Control de la expresion de las isoformas de p53 por los

correspondientes siRNA

Se observé que la interferencia de p53 wild type (SiRNA p53) reducia el
incremento de la expresion de TNF-R1 (Figura 8B, p<0,5), pero no de CD95
(Figura 8C) y TRAIL-R1 (Figura 8D), y la activacion de caspasa-8 (Figura 8E,
p<0,001; Figura 8F, p<0,5; respectivamente) inducida por Sorafenib en Hep G2.
La interferencia de p63TA redujo la expresion de CD95 (Figura 8C; p<0,01,
p<0,5), TNF-R1 (Figura 8C; p<0,5), TRAIL-R1 (Figura 8D; p<0,5) y activacion
de caspasa-8 (Figura 8E, 8F; p<0,001) inducida por Sorafenib en Huh7 y
Hep3b, respectivamente. De forma similar, la interferencia de p73TA redujo la

expresion de CD95 (Figura 8C; p<0,5, p<0,01), TNF-R1 (Figura 8B; p<0,5),
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TRAIL-R1 (Figura 8D; p<0,5) y activacion de caspasa-8 (Figura 8E, 8F;
p<0,001) inducida por Sorafenib en Huh7 y Hep3b, respectivamente. Se
observa que la reduccion de la expresion de p53, TAp63 y TAp73 se reduce la
induccion por Sorafenib en la expresion de los receptores de muerte y la

apoptosis.
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Figura 8B: Efecto de siRNA frente a p53, p63 y p73TA en la regulacién de

la expresion de TNF-R1 por Sorafenib (S)
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Los shRNA reducen especificamente la expresién de la isoforma para la

que se encuentran disefiados al igual que los SIRNA (Figura 9A).
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Figura 9A: Control de la expresion de las isoformas de p53 por los

correspondientes shRNA

La administracién de shRNA frente a p63AN no modifica la expresion de
TNF-R1 (Figura 9B), CD95 (Figura 9C) y Trail-R1 (Figura 9D), ni la activacion
de caspasa-8 (Figura 9E, 9F) en ninguna de las tres lineas celulares
estudiadas ya que, como hemos dicho, promueve un aumento de la
proliferacion celular. Sin embargo, el bloqueo especifico de p63TA reduce el
incremento de la expresion de los tres receptores de muerte celular (Figura 9B,
9C y 9D; p=<0,5), actividad caspasa-8 (Figura 9E; p<0,001, p<0,01) y expresién
del fragmento activo de caspasa-8 (Figura 9F; p<0,5) en Huh 7 y Hep 3b,
respectivamente. De forma similar, el bloqueo especifico de p73TA reduce el
incremento de la expresion de los tres receptores de muerte celular (Figura 9B,
9C y 9D; p=<0,5), actividad caspasa-8 (Figura 9E; p<0,001, p<0,5) y expresién
del fragmento activo de caspasa-8 (Figura 9F; p<0,5) en Huh 7 y Hep 3b,

respectivamente.
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Figura 9B: Efecto de shRNA frente a p63TA, p63AN y p73TA en la

regulacion de la expresion de TNF-R1 por Sorafenib (S)
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Sorafenib disminuye el crecimiento tumoral en un modelo murino de

xenoinjerto

El implante subcutaneo de las tres estirpes celulares desarrollé tumor en
los animales de experimentacién. El tratamiento con Sorafenib redujo el
volumen tumoral (p<0,5) a tiempo final en comparacién con sus respectivos
controles sin tratamiento (Figura 10A vs 10B, 10C). El crecimiento de las
células de la linea Huh 7 fue superior al de Hep G2 y Hep 3b (Figura 10C y 10
D). La reduccion del volumen tumoral con el tratamiento con Sorafenib se
relacion6 con un incremento de la apoptosis (Figura 10F vs 10E, 10G; p<0,001)
y una menor expresion de Ki67 (Figura 10l vs 10H, 10J; p<0,001, p<0,01,
p<0,001; respectivamente) en los tres grupos con implante tumoral en
comparacién con sus respectivos controles. De forma interesante, la

administracion de Sorafenib redujo la fibrogénesis (Figura 10L vs 10K, 10M,;
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p<0,001, p=<0,01, p<0,001; respectivamente) y la angiogénesis (Figura 100 vs
10N, 10P, p<0,01, p<0,5, p<0,5; respectivamente) en los tres grupos con

implante tumoral en comparacién con sus respectivos controles.

Figura 10A: Imagen de un animal con implante subcutdneo de células

tumorales sin tratamiento con Sorafenib

Figura 10B: Imagen de un animal con implante subcutdneo de células

tumorales con tratamiento con Sorafenib
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Figura 10E: Expresion de TUNEL en una seccion tumoral de un animal control
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Figura 10F: Expresion de TUNEL en una seccion tumoral de un animal tratado

con Sorafenib
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Figura 10G: Efecto de Sorafenib en la expresion de TUNEL en las secciones de

tumores derivadas de las distintas estirpes celulares
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Figura 10H: Expresion de Ki67 en una seccion tumoral de un animal control
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Figura 10l: Expresion de Ki67 en una seccion tumoral de un animal tratado con

Sorafenib
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Figura 10J: Efecto de Sorafenib en la expresion de Ki67 en las secciones de

tumores derivadas de las distintas estirpes celulares
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Figura 10K: Expresion de a-SMA en una seccion tumoral de un animal control

Figura 10L: Expresion de a-SMA en una seccion tumoral de un animal tratado

con Sorafenib
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Figura 10M: Efecto de Sorafenib en la expresion de a-SMA en las secciones de

tumores derivadas de las distintas estirpes celulares
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Solvente

Figura 10N: Expresion de CD31 en una seccion tumoral de un animal control

Sorafenib

Figura 100: Expresion de CD31 en una seccion tumoral de un animal tratado

con Sorafenib
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Figura 10P: Efecto de Sorafenib en la expresion de CD31 en las secciones de

tumores derivadas de las distintas estirpes celulares

La induccion de la apoptosis en los tumores como consecuencia del
tratamiento con Sorafenib (Figura 10) se relacioné con alteracion de la
expresion de los genes de p53 y de la sefial de muerte celular segun el tipo
celular. En este sentido, Sorafenib incrementd la expresion de p53 (Figura 11A,
p<0,01), TNF-R1 (Figura 11G, p<0,001) y activacién de caspasa-8 (Figura 11J,
11K, p=<0,001) en células Hep G2. Sorafenib incrementé p63TA (Figura 11C,
p<0,5, p<0,01), p73TA (Figura 11E, p<0,5, p<0,01), CD95 (Figura 11G, p<0,5,
p<0,01), TNF-R1 (Figura 11H, p<0,001, p<0,5), TRAIL-R1 (Figura 11l, p<0,01),
y activacion caspasa-8 (Figura 11J, 11K; p<0,001) en células Huh 7 y Hep 3b,
respectivamente. La administracion de Sorafenib indujo una disminucion de la
expresion de la isoforma p63AN (Figura 11D, p<0,01), aunque no de p73 AN

(Figura 11F), en los tumores procedentes del implante de Huh 7 y Hep 3b.
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Figura 11A: Efecto de Sorafenib en la expresién de p53 en los tumores
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Figura 11B: Efecto de Sorafenib en la expresién de p53BP2 en los tumores
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Figura 11C: Efecto de Sorafenib en la expresion de p63TA en los tumores

1,8

1,6 T
1,4
1,2 4

% %k

0,8 +—
0,6
0,4
02 +

Unidades arbitrarias/ mg proteina
(=Y
I

Hep G2 Huh 7 Hep 3b

Figura 11D: Efecto de Sorafenib en la expresion de p63AN en los tumores
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Figura 11F: Efecto de Sorafenib en la expresion de p73AN en los tumores
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Figura 11G: Efecto de Sorafenib en la expresion de TNF-R1 en los tumores
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Figura 111: Efecto de Sorafenib en la expresion de TRAII-R1 en los tumores
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El CHC representa mas del 90% de los tumores primarios en el higado,
siendo la sexta neoplasia mas frecuente (2), y la tercera causa de fallecimiento
por cancer. EI CHC se desarrolla mayoritariamente en un contexto de
enfermedad hepética cronica lo que condiciona las opciones terapéuticas. Los
primeros estadios de la enfermedad tienen una elevada tasa de supervivencia
gracias a las herramientas quirdrgicas curativas como son la reseccion
hepatica y el TH. Sin embargo, la presencia de factores de mal pronostico
como el tamafo del tumor (=3 cm) (6), invasion vascular, presencia de
metéstasis extra-hepéticas (N1 y M1) y deterioro de la sintomatologia, hacen
que la tasa de recurrencia tumoral, progresion tumoral y mortalidad sean
elevadas. El tratamiento recomendado para pacientes en estado avanzado de
la enfermedad es Sorafenib, inhibidor de serinal/treonina quinasas y de los
receptores tirosina quinasa, que ha demostrado un incremento moderado pero
significativo de la supervivencia en los ensayos clinicos SHARP (10,7 vs 7,9
meses) y Asia-Pacifico (6,5 vs 4,2 meses). El tratamiento con Sorafenib esta
asociado a una serie de complicaciones relacionadas con el sindrome de
manos/pies, eventos dermatolégicos dispersos, diarrea, hipertension,
hemorragia, pérdida de peso e infecciones, etc que se atenlan con la
disminucién al 50% de la dosis del farmaco. Para obtener una mayor
efectividad del tratamiento es necesaria una adecuada caracterizacion
molecular del paciente con CHC antes del tratamiento. En este sentido, a pesar
de los importantes avances en el estudio de los mecanismos de accion de
Sorafenib, poco se conoce a cerca del mecanismo molecular de este farmaco.
La reduccién de la expresion de los receptores de muerte celular y su relacion

con la alteracion de la sefal dependiente de p53 se ha relacionado con el CHC.
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El presente estudio investiga la relevancia de los procesos de muerte celular y
sefalizacion dependiente de los genes de la familia de p53 en la actividad

antitumoral de Sorafenib en células de CHC.

La apoptosis es un proceso regulado mediante el cual se eliminan las
células que sufren una alteracion molecular que compromete su viabilidad o
control. La sefial de muerte celular extrinseca mediada por receptores, asi
como p53 son genes relacionados con la induccién y/o progresion del cancer.
Por lo tanto, la alteracion de la correcta activacion de los procesos apoptoticos
es un evento clave en la oncogénesis. La regulacion de la sefial de muerte
celular por diversos genes de la familia de p53 se ha asociado con el CHC. En
este sentido, la pérdida de la expresion de CD95 se relaciona de forma
mayoritaria con la mutacion de p53 en el CHC. p53 y otros genes de la familia,
como p63 y p73, regulan la expresion de los receptores de muerte celular y la
actividad antitumoral de diversos quimioterapicos comunes en lineas
establecidas de hepatoma. Este efecto parece deberse a un efecto sinérgico,
asi como aditivo ya que los agentes quimioterapicos producen dafios a nivel del
ADN vy por tanto aumentan la sintesis de p53 como sensor de lesion de ADN

coincidiendo esto con el efecto del Sorafenib.

En el presente estudio se observa que la mortalidad de los pacientes
debida a la recurrencia tumoral se asocia con un incremento de las formas
p63AN y p73AN vy reduccién de la expresion de los receptores de muerte
celular (CD95, TNF-R1 y TRAIL-R1). De hecho, las isoformas AN actuan como
represores transcripcionales de la accion de las isoformas p63TA y p73TA. La
expresion de la isoformas p73AN en el tejido tumoral se ha relacionado con el

mal pronostico de los pacientes con HCC. Otro estudio, observa que p73AN
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estd sobreexpresado en una importante proporcion de pacientes con HCC
(37%), que ademas presentan un tiempo de supervivencia mucho mas corto
que aquellos pacientes cuyos tumores no sobreexpresan p73AN. La forma
nativa de p53 y las isoformas con la secuencia de transactivacion TA, p63TA 'y

p73TA, regulan positivamente la expresion de los receptores de muerte celular.

Sorafenib sensibiliza a las células tumorales frente a los factores pro-
apoptoticos fisioldégicos en células de hepatoma. Asi como, es capaz de inducir
la activacion de TRAIL en células deficientes en bax mediante un mecanismo
que implica la disminucion de la expresion de Mcl-1 y clAP2 (proteinas
antiapoptoticas). Los datos obtenidos en el presente estudio apoyan el papel
pro-apoptético de Sorafenib (102) basado en el incremento de la expresion de
los receptores de muerte celular a través de la actividad transcripcional
dependiendo de los genes de la familia de p53 en funcion del patron genético
de cada linea celular. En este sentido, en las células Hep G2 con p53 funcional
el incremento de la expresién de TNF-R1, pero no de CD95 y TRAIL-R1, y la
apoptosis por Sorafenib es a través de p53 nativo, sin alterar las isoformas
p63TA y p73TA. Por otro lado, las lineas de hepatoma que presentan alterada
la via de p53, bien por mutacién puntual de la secuencia (Huh 7) o por
mutacion sin sentido que elimina la expresion (Hep3b), permiten el incremento
de la expresion de los receptores de muerte celular y apoptosis por Sorafenib
de las isoformas p63TA y p73TA (213). Se esta actualmente investigando los
mecanismos mediante los cuales la sefial de CD95 no es funcional en la linea
Huh 7 a pesar del incremento de su expresion durante el tratamiento con

Sorafenib.
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El incremento de la expresion de los tres receptores de muerte celular,
CD95, TNF-R1 y TRAIL-R1, por las isoformas TA de p63 y p73 (Huh 7 y Hep
3b), en lugar del efecto de p53 sobre el receptor de TNF-R1 (HepG2) durante el
tratamiento con Sorafenib sugiere un patrén de transactivacion transcripcional
especifico entre las isoformas de los genes de p53. Resulta remarcable que el
tratamiento con Sorafenib reduce la expresiéon de p63AN en todas las lineas
celulares. Sin embargo, y a pesar de que se encuentra asociado con la
reduccion de la expresion de los receptores de muerte celular tanto en los
tumores procedentes de los pacientes con HCC fallecidos por recurrencia
tumoral como en las tres lineas celulares, los estudios de sobreexpresion e
interferencia de esta isoforma no demuestran una relacion con la sefal de
muerte celular. El grupo esta actualmente investigando su papel en la

mediacién del efecto antiproliferativo de Sorafenib.

Nuestro estudio también demuestra que la administracion de Sorafenib
por via oral siguiendo una pauta y dosificacion similar a la seguida en la
practica clinica habitual es capaz de inducir la expresion de los genes de la
familia de p53, receptores de muerte celular y apoptosis con un patrén similar a
los observados en los estudios in vitro dependiendo de la estirpe celular de
CHC implantada. La induccion de apoptosis medida por TUNEL (medicion de
apoptosis en tejido tumoral) en los tumores se relaciona con una clara
regresion del tamafio y volumen tumoral. De forma interesante, el efecto pro-
apoptético observado con el tratamiento con Sorafenib se asocia con una
relevante actividad anti-proliferativa (Ki67), anti-angiogénica (CD31) y anti-
fibrética (a-SMA) (228) que se encuentra probablemente relacionada con su

actividad inhibidora sobre la sefial dependiente de VEGFR, PDGFR, FGFR, c-
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Kit y Raf. Estos datos concuerdan con los desarrollados por otros autores que
observaron una disminucién del crecimiento tumoral y angiogénesis por
Sorafenib en el implante subcutdneo de células de hepatoma PLC/PRF/5 en

ratones inmunodeprimidos.
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Conclusiones --

Sorafenib induce el aumento de la transcripcién/expresion de los

receptores de muerte celular en células tumorales hepéticas.

La familia de la familia de p53 (p53, p63 y p73) media en el efecto
inductor de la transcripcion de los receptores de muerte celular por
Sorafenib. A pesar del efecto pro-apoptético de los genes de la familia
de p53, existen relevantes diferencias en relacion a su actividad
transcripcional sobre TNF-R1, CD95 y Trail-R1 en las células

tumorales hepaticas.

La administracion oral de Sorafenib incrementa la apoptosis, y reduce
la proliferacion celular, angiogénesis, fibrogénesis y crecimiento
tumoral de las células de hepatoma implantadas subcutdneamente en
un modelo de xenoimplante en ratones inmunodeprimidos. En este
sentido, la identificacién del patron de expresion de las isoformas de
p53 en los pacientes puede ser relevante en la prediccion de
respuesta al tratamiento con Sorafenib en términos de induccion de
muerte hepatocelular, asi como para la busqueda de sinergias y otros
factores reguladores que potenciarian el efecto antitumoral del

farmaco.
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