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RESUMEN

INTRODUCCION: El hepatocarcinoma es la neoplasia primaria de higado mas
frecuente (1). Por ello, actualmente hay un gran interés en conocer la implicacion de
diferentes marcadores bioldgicos que podrian estar implicados en el pronostico y la
recidiva tumoral (2).

Uno de estos marcadores, relacionado con la inflamacion y la carcinogénesis, es la
COX2. El interés en su estudio, ha derivado de su implicacion en la progresion del
cancer de colon, esofago y estdbmago, pero no se conoce con exactitud cuél es su papel
prondstico en el hepatocarcinoma (27, 28, 29).

Otro marcador interesante relacionado con la proliferacion celular es el Ki67. Su
elevada expresion se ha asociado con un mal pronoéstico del tumor (36, 37).

El estudio de COX2 y Ki67 podria identificar a un subgrupo de pacientes de riesgo y
realizar un tratamiento mas especifico en el fututo (2).

HIPOTESIS: ¢Podrian existir marcadores relacionados con la inflamacion (COX2) y la
proliferacion celular (ki67) del hepatocarcinoma implicados en la agresividad del tumor
y en su probabilidad de recurrencia tras el trasplante?

PALABRAS CLAVE: Hepatocarcinoma, COX2, Ki67, recidiva, prondstico,

trasplante.

CONCLUSIONES:

1. Los marcadores estudiados (COX2 y Ki67) tienen, por lo general, una mayor
expresion en el tejido tumoral que en el peritumoral.

2. El marcador de proliferacion celular, Ki67, presentd de forma general una tincion
débil en el tumor, por lo que podemos afirmar que, en nuestro trabajo, el
hepatocarcinoma ha presentado un bajo indice de proliferacién celular.

3. Con los resultados obtenidos en nuestro estudio, no podemos afirmar que exista
asociacion entre la expresion de COX2 y Ki67 y la recidiva del hepatocarcinoma
tras el trasplante hepatico.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Hepatocellular carcinoma is the most common primary
malignancy in the liver (1). Therefore, there is currently a great interest in knowing the
implication of different biological markers that could be involved in prognosis and
tumor recurrence (2).

One of these markers, related to inflammation and carcinogenesis, is COX2. Interest in
their study has derived from their involvement in the progression of colon, oesophageal
and stomach cancer, but it is not known exactly what its prognostic role in
hepatocellular carcinoma (27, 28, 29).

Another interesting marker related to cell proliferation is Ki67. Its high expression has
been associated with a poor prognosis of the tumor (36, 37).

The COX2 and Ki67 study could identify a subset of patients at risk and perform a more
specific treatment in the future (2).

HYPOTHESIS: Could there be markers related to inflammation (COX2) and cell
proliferation (ki67) of hepatocellular carcinoma involved in the aggressiveness of the
tumor and its probability of recurrence after transplantation?

KEYWORDS: Hepatocellular carcinoma, COX2, Ki67, recurrence, prognosis,
transplantation.

CONCLUSIONS:

1. The markers studied (COX2 and Ki67) generally have a greater expression in tumor
tissue than in peritumoral tissue.

2. The cell proliferation marker, Ki67, generally had a weak staining in the tumor, so
we can state that, in our study, hepatocellular carcinoma has presented a low rate of
cell proliferation.

3. With the results obtained in our study, we can not affirm that there is an association
between the expression of COX2 and Ki67 and the recurrence of hepatocellular

carcinoma after liver transplantation.
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1. INTRODUCCION

1.1. EPIDEMIOLOGIA

El hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (HCC) es la neoplasia primaria
de higado mas frecuente del adulto. En las Gltimas décadas, ha presentado un aumento
progresivo de su incidencia en el mundo occidental, siendo la sexta neoplasia mas
frecuente y ocupando el tercer lugar entre las causas de mortalidad relacionadas con el
cancer, asi como la principal causa de muerte en pacientes cirroticos (1).

La incidencia varia de unas regiones a otras, diferenciandose tres categorias:
alta, intermedia y baja. Las zonas de alta incidencia, de 13,5 a 35,5 casos por 100.000
habitantes, corresponden al sudeste de Asia, China y Africa subsahariana. Espafia y el
sur de Europa representan zonas de incidencia intermedia (5-9,8 casos nuevos por
100.000 habitantes). Por altimo, las zonas de baja incidencia son Norteamérica, Oceania
y el norte de Europa, con 2,2-4,8 casos por 100.000 habitantes (2). Estas variaciones
geogréficas van en paralelo a factores raciales o genéticos y a factores ambientales.

En nuestro medio se preveé un aumento de incidencia en los préximos afios
debido al incremento de infectados por virus de la hepatitis C (VHC) durante 1940-1960
y por el aumento de la inmigracién. Sin embargo, también se prevé una disminucion de
HCC secundario a infeccion cronica por virus de la hepatitis B (VHB), gracias a la
vacunacion.

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. Es méas frecuente en varones con

una proporcion de entre 2:1y 6:1, dependiendo del area geografica (3).

1.2. FACTORES DE RIESGO

El desarrollo del HCC esta vinculado en el 80% de los casos a la existencia de
cirrosis hepatica de cualquier etiologia (2). Los factores de riesgo mas conocidos son:

— La infeccion cronica por VHB. Este hecho explica la alta incidencia de HCC en
zonas endémicas en virus B, como Asia oriental y Africa subsahariana. Parece ser
que el VHB acttia como un agente carcindgeno tanto indirecta como directamente.
Cuando la infeccion se cronifica, se producen fendmenos de inflamacion crénica,
necrosis y regeneracion, que pueden ocasionar una cirrosis, sobre la cual, se

desarrollaria el tumor (via indirecta). Con respecto a la via directa de la
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carcinogénesis, al ser un virus DNA, el VHB puede integrarse en el genoma del
huésped y provocar alteraciones genéticas que finalmente podrian conducir al
desarrollo de un hepatocarcinoma en ausencia de cirrosis (4). Entre el 10 y 30% de
los HCC relacionados con VHB se desarrollan sobre higado no cirrético (5).

La infeccion crénica por VHC: es la causa mas frecuente en Estados Unidos,

Europa y el area mediterranea. En Espafia, entre un 60-75% de los HCC se asocian
a infeccion por VHC (2). A diferencia del VHB, el VHC no se integra en el genoma
de la célula huésped, por lo que el mecanismo carcinogénico es indirecto, a través
de procesos inflamatorios, de muerte celular, fibrosis y cirrosis (6). La progresion a
cirrosis se ve potenciada por otros factores, como la edad, sexo masculino,
obesidad, diabetes, coinfeccion por VIH y VHB, tabaco, alcohol, etc (2).
Aflatoxina B: es una microtoxina producida en pequefias concentraciones por
hongos del género Aspergillus. Esta toxina contamina los cereales almacenados en
condiciones de humedad en regiones de Africa y Asia. La aflatoxina puede causar
mutaciones en los protooncogenes o en los genes supresores de tumores, en
especial el p53 (7). Parece que existe un efecto sinérgico entre la aflatoxina y
coexistencia con infeccion del VHB, aumentando 60 veces el riesgo de desarrollar
HCC (2).

Enolismo: la ingesta alcohdlica elevada (definida como 50-70 grs al dia) esta
relacionada con el riesgo de desarrollar cirrosis y, por tanto, hepatocarcinoma. La
coexistencia de infeccion crénica por VHC o VHB vy la ingesta de alcohol potencia
el riesgo de desarrollar HCC (8).

Cirrosis hepatica de otro origen: los pacientes afectados de hepatopatia cronica o
cirrosis hepatica de cualquier etiologia (hemocromatosis, cirrosis biliar primaria,
enfermedad de Willson, etc), tienen un riesgo mas elevado de padecer HCC (2).

La esteatohepatitis no alcohdlica, la obesidad y la diabetes mellitus: varios estudios
epidemioldgicos establecen la relacion entre diabetes mellitus, esteatohepatitis no
alcohdlica e incremento del riesgo de HCC, debido a que se produce una mayor

actividad necroinflamatoria y fibrosis (9).
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1.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

Habitualmente el HCC es asintomético. El desarrollo de sintomas no suele
producirse hasta que el tumor alcanza tamarios entre 4,5y 8 cm. La mayoria de HCC se
desarrollan sobre un higado cirrético, por ello el paciente suele padecer los sintomas
propios de la cirrosis (dolor mal definido en abdomen superior, malestar, fatiga, pérdida
de peso o sensacion de plenitud abdominal), siendo frecuente la palpacion de
hepatomegalia. La descompensacion de un cirrético debe hacer pensar en la aparicion
de un HCC entre otras causas (5).

Han sido descritas en la literatura otras presentaciones mas raras, como la
ictericia obstructiva cuando la tumoracién comprime la via biliar, hemobilia si la
tumoracion se rompe hacia el conducto biliar, hemoperitoneo si se rompe hacia el
peritoneo, dolor 6seo o disnea si la presentacion es metastasica y fiebre si el HCC es
grande y presenta necrosis central tumoral (7).

Estos pacientes pueden desarrollar sindromes paraneoplasicos, asociados a mal
prondstico. Entre los mas comunes se encuentran la aparicion de hipoglucemia debida a
aumento de metabolismo, hipercalcemia por secrecion de proteinas relacionadas con la
hormona paratiroidea 0 metéstasis dseas, eritrocitosis por secrecion de eritropoyetina o
diarrea acuosa severa que se relaciona con la secrecion de péptidos (10).

1.4. DIAGNOSTICO

En la actualidad, las guias clinicas de la American Association for the Study of
Liver Diseases (AASLD) recomiendan la realizacion de screening de hepatocarcinoma
en determinados grupos de riesgo a través de ecografias en intervalos de 6 meses. La
ecografia posee una sensibilidad del 94% para la deteccion de HCC, aunque disminuye
a sblo 63% para el diagnostico de lesiones precoces. A esto puede afiadirse la
determinacion de niveles de alfa fetoproteina (AFP) en sangre. Se aconseja screening de
HCC en:

- Varones asiaticos > 40 afios y mujeres asiaticas > 50 afios portadores del VHB.

Pacientes cirrdticos con VHB.

- Historia familiar de HCC.

- Pacientes cirroticos por alcohol, VHC, hemocromatosis, cirrosis biliar primaria
o cualquier hepatopatia inflamatoria como deficiencia de alfa-1-antitripsina,

esteatohepatitis no alcoholica y hepatitis autoinmune.
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- Pacientes en lista de espera para trasplante hepatico.

El seguimiento mediante ecografia y deteccion de alfa-fetoproteina debe hacerse
de la siguiente manera:

- Los nddulos < 1 cm deben ser seguidos con ecografia cada 3 meses. Si no hay
crecimiento en dos afios, se debe volver al seguimiento habitual (cada 6 meses).

- Los nodulos entre 1 y 2 cm por ecografia, deben ser estudiados con otras dos
pruebas: TC, RM o ecografia con contraste. Si las pruebas sugieren HCC
(hipervascular en fase arterial y lavado en las fases portal y venosa) en dos
pruebas, el nodulo debe ser considerado HCC. Si las pruebas no son
concluyentes deben ser biopsiados.

- Los nddulos > 2 c¢cm con estudio ecogréfico sugestivo de HCC y una alfa-
fetoproteina > 200 ng/ml no necesitan ser biopsiados (Sse considera ya
diagnostico de HCC). En caso contrario o en nddulos que aparecen sobre higado

sano, si se requiere biopsia (11). (Anexo 1: tabla 1).

1.5. PRONOSTICO Y TRATAMIENTO

El hepatocarcinoma suele aparecer en el contexto de una enfermedad hepatica
evolucionada. Las opciones de tratamiento y por lo tanto su prondstico, estaran
condicionados no solo por la extension del tumor, sino también por la funcionalidad del

higado sobre el que se desarrolla, evaluada por la escala de Child-Pugh entre otras.

Tabla 1. Escala de Child Pugh

Derdmero Puntos asignados

1 2 3
Ascitis Ausente Leve Moderada
Bilirrubina <Z2mg/dL 2-3mg/dl >3 mg/dL
Albumina >3.5 g/dL 2'31_[18.5 <28 ydL
Tiempo de potrombina
INR <1.7 1.7-23 >2.3
Segundos por encima del control <4 4-6 >6
Encefalopatia No (;arz_ld; %rf_ldﬁ

Se han desarrollado multiples herramientas para establecer el prondstico del
hepatocarcinoma. Desde un punto de vista practico, las dos mas utilizadas son el TNM

(sistema de estadificacion por tumor, ganglios y metastasis.) y el propuesto por el
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BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) (5). De forma global la mediana de

supervivencia de los pacientes en el momento del diagnostico suele ser de 6 a 20 meses
(12) (Anexo 1: tabla2 y 3).

El TNM no tiene en cuenta la funcion hepatica o la presencia de sintomas, que

son las que determinaran la posibilidad de tratamiento y con ello el prondstico en los

pacientes cirréticos (5).

El sistema BCLC aporta una vision mas global, incluye variables asociadas al

estadio tumoral, la reserva funcional hepatica y la presencia de sintomas, y establece el

prondstico de acuerdo con 5 estadios que se vinculan a la posible indicacion de
tratamiento (13, 5):

Estadio 0 (muy inicial): Incluye a pacientes con buena funcion hepatica (Child-
Pugh A), ausencia de sintomas, y con un unico tumor en un estadio muy inicial o
carcinoma in situ. En este grupo, mediante tratamiento con hepatectomia o
ablacion (ya sea por radiofrecuencia o alcoholizacion) la supervivencia esperada
a los 5 afos es de entorno al 80% (2).

Estadio A (estadio inicial): tumor Gnico < 5 cm 0 un maximo de tres nédulos < 3
cm, en pacientes con buena funcion hepatica y ausencia de sintomas (Child A-
B). Son candidatos a tratamientos con intencion curativa: reseccién quirurgica,
trasplante hepético y ablacion percutanea, pudiendo presentar una supervivencia
a los 5 afos del 50-70%.

Estadio B (estadio intermedio): tumores que exceden los limites del estadio A,
sin afectacion vascular ni invasién extrahepatica, con buena funcién hepética y
estado general conservado. El Unico tratamiento que ha mostrado aumento de la
supervivencia es la quimioembolizacion transarterial, obteniendo una
supervivencia aproximada de 20 meses.

Estadio C (estadio avanzado): tumores con invasion vascular y/o extrahepatica
en pacientes con buena funcién hepatica y afectacion leve del estado general. En
estos casos, el Unico tratamiento que hasta la fecha ha demostrado alargar la
supervivencia es el sorafenib. En estos pacientes la supervivencia estimada es de
unos 11 meses.

Estadio D (estadio terminal): son aquellos pacientes con tumor de gran tamario,
con disfuncion hepatica severa o sintomas invalidantes (Child C). La
supervivencia suele ser menor de 6 meses y Unicamente se puede ofrecer

tratamiento sintomatico o paliativo (13). (Anexo 1: Tabla 3)
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1.6. TRASPLANTE HEPATICO

Indicado en pacientes no candidatos a reseccion que presenten los criterios de
Milan: a) tumor tinico < 5 cm; b) tres tumores, ninguno mayor de 3 cm; ¢) sin invasion
vascular, y d) sin metastasis ganglionares ni a distancia. La tasa de supervivencia es
superior al 75% a los cinco afios. Estas cifras de supervivencia son similares o solo
discretamente peores a las de aquellos pacientes trasplantados por causas no malignas
(14, 2).

Las desventajas del trasplante son la escasez de donantes y, por tanto, el tiempo
en lista de espera, lo que puede hacer progresar la enfermedad. Para evitar la progresion
del HCC en lista de espera, algunos autores defienden la quimioembolizacion
transarterial (TACE) o la radiofrecuencia (RFA), asi como la opcion de donante vivo
(3).

Aunque los criterios de Milan sean un buen limite para establecer el riesgo de
recidiva, no son exactos. Aun cumpliendo estrictamente los criterios pretrasplante
pueden presentar una recidiva del hepatocarcinoma. Por ello, cada vez hay mas interés
en estudiar factores anatomopatolégicos (grado de diferenciacion tumoral,
microsatélites, microinvasion vascular, presencia de capsula tumoral, etc) y moleculares
(marcadores de inflamacion, angiogénesis, proliferacién celular, mutaciones como el
p53, etc) que permitan predecir con mayor precision la recidiva del tumor con la

consiguiente optimizacion del tratamiento (15, 2).

1.7. MORFOLOGIA

Morfologicamente el carcinoma hepatocelular puede presentarse como una masa

Unica, ser multifocal o un cancer infiltrativo difuso. Estas tres presentaciones pueden
causar hepatomegalia, siendo mas evidente en las dos primeras (7). (Anexo 2: imagen
1,2,3,4,5)

Las caracteristicas macroscopicas del HCC varian dependiendo del tamafio del
tumor y de la presencia o ausencia de cirrosis hepatica. En general, la mayoria de HCC
asociados a cirrosis, tienden a presentarse como un tumor expansivo con una capsula
fibrosa y septos intratumorales, mientras los no asociados a higado cirrético tienden a

ser masivos y no encapsulados. Los diferentes grados de infiltracion, la presencia de
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trombos tumorales en la vena porta y de metastasis intrahepaticas, modifican su aspecto
macroscopico. (Anexo 2: imagen 6y 7)

Con respecto a la histopatologia, el HCC puede presentar diferentes patrones
estructurales:

- Trabecular: patron mas comdn en tumores bien y moderadamente diferenciados.
Las células tumorales crecen en cordones separados por espacios sinusoidales.
(Anexo 2: imagen 8)

- Pseudoglandular y acinar: es frecuente la presencia de un patron glandular, a
menudo mezclado con un patron trabecular. Su estructura consta de una sola
capa de células tumorales. Estas estructuras glandulares y acinares se forman por
la dilatacion de canaliculos biliares entre las celulas tumorales. (Anexo 2:
imagen 9)

- Compacto: espacios sinusoidales poco visibles, dando al tumor una apariencia
solida.

- Escirro: patron poco comdn, caracterizado por una marcada fibrosis en los
espacios sinusoidales con diferentes grados de atrofia, sobre un tumor
trabecular. También puede haber cambios fibroéticos similares tras quimioterapia,
radiacion y quimioembolizacion arterial.

Podemos encontrar otras variantes citoldgicas, como el tumor de células
pleomorficas, que aparece en las formas pobremente diferenciadas, y presenta
numerosas células gigantes anaplasicas, o el tumor de células claras, con citoplasma
claro por la presencia de glucéneno (Anexo 2: imagen 10).

Existe una variante sarcomatosa con células fusiformes, dificil de distinguir de
fibrosarcomas o sarcomas miogénicos. Suele darse con frecuencia tras quimioterapia y
guimioembolizacion (Anexo 2: imagen 11y 12).

Una variante peculiar es el carcinoma fibrolamelar. Este tumor se produce en
pacientes jovenes (entre 20 y 40 afios de edad), no tiene asociacion con los factores de
riesgo anteriormente descritos y tiene mejor pronostico. Se presenta como un nodulo
unico constituido por células poligonales bien diferenciadas. Las células tumorales
crecen en laminas o pequefias trabéculas separadas por fibras de coldgeno con un patrén
lamelar caracteristico (Anexo 2: imagen 13,14).

Todos los patrones de HCC tienen propension a la invasion de los canales

vasculares. Aparecen grandes metastasis intrahepaticas y, en ocasiones, grandes masas

10
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serpinginosas tumorales que invaden la vena porta, con oclusion de la circulacién portal,
o la vena cava inferior, extendiéndose incluso hasta el lado derecho del corazon.

Las metéstasis fuera del higado se producen por via venosa, en especial dentro
del sistema venoso hepéatico. Las metastasis hematdgenas, especialmente las
pulmonares, se dan en estadios tardios de la enfermedad.

Las metastasis a ganglios linfaticos, se desarrollan en menos de la mitad de los
hepatocarcinomas que se propagan fuera del higado (16).

1.8. MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS RELACIONADOS CON LA
PROGRESION Y EL PRONOSTICO DEL HEPATOCARCINOMA
En la actualidad hay un gran interés en conocer la implicacion de diferentes

marcadores bioldgicos relacionados con la carcinogénesis y la proliferacion celular, ya

gue nos aportarian importante informacién a cerca del prondstico de la enfermedad.

1.8.1. CICLOOXIGENASA 2 (COX2):

Es la enzima que cataliza la transformacion del &cido araquidénico (AA) a
prostaglandina H2. Existen dos isoformas de la COX, la COX1, que se expresa de
forma constitutiva en practicamente todos los tejidos y esta involucrada en las funciones
homeostaticas de las prostaglandinas, y la COX2, que aparece en procesos inflamatorios
y en algunos tipos de neoplasia (17).

El interés del estudio de la relacion de la COX2 con la hepatocarcinogénesis ha
derivado de la implicacion de COX2 en la carcinogénesis en otros tejidos,
principalmente en el cancer de colon (18), adenocarcinoma de es6fago, gastrico y
carcinoma de células escamosas (19).

En el higado, la COX2 y las prostaglandinas producidas por su induccién se han
implicado en la regeneracion hepatica, la remodelacion tisular y la hipertension portal
(17).

No se conoce con exactitud el mecanismo molecular por el cual la COX2 se
relaciona con la carcinogénesis. En el proceso carcinogénico hepatico, parece claro que
estd implicada en la induccidn de angiogénesis via factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF), en la inhibicion de la via apoptotica y el aumento de la adhesion a la
matriz extracelular de las células que sobreexpresaban COX2 (20, 21).

Con respecto a su relacion con la angiogénesis, numerosos estudios han

concluido que la COX2, al aumentar la produccion de prostaglandinas, estimula la

11
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produccién del VEGF. (22) Del mismo modo, parece ser que la COX2, a través de la
estimulacion de la via del VEGF, podria intervenir en el inicio de la angiogénesis del
hepatocarcinoma, ya que se ha descrito la asociacion entre los niveles de ambas
sustancias, tanto a nivel tumoral como peritumoral. En cuanto a su relacion con
marcadores anatomopatologicos, los niveles elevados de COX2 en el tumor podrian
ademaés estar asociados con un estadio tumoral avanzado en la clasificacion TNM y en
definitiva, un mal pronostico de la enfermedad (23, 24, 25).

Sobre la base de evidencias experimentales la inhibicion selectiva de COX2

podria ser util en la quimioprevencion de los tumores hepaticos primarios (21).

1.8.2. KI67:

Es un antigeno nuclear que ha demostrado tener un papel importante en la
regulacién del ciclo celular. ElI gen del Ki67 estd ubicado en el brazo largo del
cromosoma humano numero 10. No aparece en las células estacionadas o sin
replicacion, y alcanza niveles méximos de expresion durante la mitosis, concretamente
se expresa en las fases G1, S, G2, M y no se expresa en las células en fase GO. El nivel
de expresion de Ki67 da una idea por lo tanto del estado proliferativo de la célula
tumoral y de su dindmica.

El Ki67 se ha utilizado en diversos estudios para evaluar la actividad
proliferativa del hepatocarcinoma. Un indice de proliferacion elevado, se asocia con la

recidiva tumoral tras hepatectomia y con un peor prondéstico (26, 27).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. HIPOTESIS:

¢Podrian existir marcadores relacionados con la inflamacién (COX2) y la

proliferacion celular (ki67) del hepatocarcinoma implicados en la agresividad del tumor
y en su probabilidad de recurrencia tras el trasplante?

El estudio de estos marcadores nos permitiria identificar un subgrupo de
pacientes con un mayor riesgo de recidiva y que, por tanto, precisarian un mayor

seguimiento o quizas, en un futuro, un tratamiento mas especifico.
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2.2. OBJETIVOS:

e Estudiar si la expresion de factores de inflamacion (COX2), tanto en tejido
tumoral como peritumoral, se relaciona con la recidiva del hepatocarcinoma tras
el trasplante hepatico.

e Investigar si la expresion de marcadores de proliferacion celular, como el Ki67,
en tejido tumoral y peritumoral, se relaciona con la recidiva del
hepatocarcinoma tras el trasplante hepatico.

e Analizar si la presencia de determinados factores morfologicos vy
anatomopatologicos de agresividad tumoral se relacionan con la recidiva
postrasplante del hepatocarcinoma.

e Estudiar si existe una relacion entre la expresion inmunohistoquimica de estos
marcadores de inflamacion y proliferacion celular con otros factores

morfoldgicos y anatomopatolédgicos de agresividad tumoral.

3. MATERIAL Y METODOS
3.1. MATERIAL

Para alcanzar los objetivos en nuestro trabajo, en primer lugar, se revisaron los

577 trasplantes hepaticos realizados en el Hospital Clinico universitario Lozano Blesa
de Zaragoza entre diciembre de 1998 y diciembre de 2016.

De estos trasplantes, 138 fueron diagnosticados de hepatocarcinoma en la pieza
de explante (higado nativo), y de ellos, seleccionamos como muestra para nuestro
estudio, los 100 ultimos trasplantes que cumplian los siguientes requisitos:

e Pacientes trasplantados hepaticos en el periodo de tiempo establecido.

e Presencia de hepatocarcinoma en el explante.

e Muestras anatomopatoldgicas disponibles, tanto de tejido tumoral como

peritumoral, en el archivo del HCU Lozano Blesa.

En segundo lugar, dentro de los 100 trasplantes anteriores, se selecciono una
muestra mas reducida que comprendia las piezas de los ualtimos 20 explantes,

habiéndose producido en 2 de ellos recidiva del hepatocarcinoma (18 sin recidiva).

3.2. METODOS

En nuestra primera muestra de 100 pacientes, estudiamos sus caracteristicas

epidemioldgicas, clinicas y anatomopatoldgicas:
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e Sexo

e Edad en el momento del trasplante
e Patologia hepatica de base

e Presencia de cirrosis

e Recidiva tumoral

e Grado del HCC

e N°de nédulos tumorales

e Tamafio de los nédulos tumorales
e Presencia de necrosis

e Invasion vascular

e Presencia de capsula

Ademas, en el segundo grupo de 20 pacientes, hemos estudiado la expresion de
marcadores relacionados con la carcinogénesis y la proliferacion celular, como COX2 y
Ki67, mediante técnicas de inmunohistoquimica en el tejido hepético, tanto a nivel del
hepatocarcinoma, como a nivel peritumoral.

Tras el trasplante hepatico, las muestras fueron fijadas en formaldehido al 10%
durante, al menos, 48 horas y luego incluidas en bloques de parafina, que se
almacenaron en el archivo de Anatomia Patoldgica del centro.

Todos los explantes fueron estudiados por un anatomopatdlogo especializado en
patologia hepatica. Tras una evaluacion inicial del higado entero, éste fue seccionado en
laminas de unos 2 cm de grosor. De las zonas que se consideran mas interesantes a nivel
macroscopico, incluidas las tumoraciones, se cortan bloques que también se conservan
incluidos en parafina y son archivados. A partir de estos bloques, se obtienen cortes de 3
pm de grosor y son tefiidos con Hematoxilina-Eosina.

Una vez realizada la seleccion de los cortes, se realizaron los siguientes pasos
para llevar a cabo las técnicas de inmunohistoquimica:

a. Desparafinado.

b. Hidratacion: con etanol al 96% y 70% sucesivamente, y posteriormente, en

agua destilada.

c. Recuperacion antigénica: por calor.

d. Tincion: se realiza la misma técnica con todos los anticuerpos empleados en

este trabajo:
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- Inhibicion de la peroxidada endogena con Peroxidasa Bloqueante.

- Lavados con buffer-tampon, 5 minutos.

- Incubacidn con el anticuerpo primario durante 30 minutos.

- Tres lavados con buffer de lavado, de 5 minutos cada uno.
Amplificacion de la sefial: Se incuban las muestras con un anticuerpo
secundario durante 30 minutos.

Tres lavados, de 5 minutos cada uno.
Deshidratacion:

- Alcohol al 70% durante 2 minutos.

- Alcohol al 96% durante 3 minutos.

- Alcohol al 100% durante 5 minutos

- Unos pases rapidos con xilol
Contratincion: Con Hematoxilina durante 5 minutos.

Montaje de las muestras con Eukitt.

3.2.1. Valoracién de la Inmunohistoguimica

La COX2 fue valorada mediante una escala semicuantitativa. Actualmente no

existe una escala de valoracion estandarizada para valorar la tincion de este marcador.

Por ello, tras revisar la literatura (2), se decidié emplear la escala semicuantitativa de

Koga para valorar la COX2, por estimarla completa y de facil interpretacion.

Parametro Puntuacion
0= No tincién
Intensidad Méaxima en la 1= Tincion levemente positiva
0-3 e .
muestra 2= Tincion moderadamente positiva
3= Tincion muy positiva
0= No tincién
Intensidad mas frecuente 1= Tincion levemente positiva
0-3 R .
en la muestra 2= Tincion moderadamente positiva
3= Tincion muy positiva
1= 0-25% de las células tefiidas
Extension de Positividad 14 2= 25-50% de las células tefidas
3=50-75% de las células tefiidas
4=75-100% de las células tefiidas
Total 1-10

Tabla 1: Escala semicuantitativa de Koga
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La tincion mediante inmunohistoquimica de marcadores de proliferacion celular,
como el Ki67, se valora en modo estandar mediante el Indice de Proliferacion celular,

que equivale al porcentaje de células con nucleo tefiido respecto al total de células.

3.2.2. Analisis estadistico

En primer lugar, se llevd a cabo un estudio descriptivo de la muestra, en
concreto un estudio transversal o de prevalencia (analisis de las variables de la
enfermedad en un momento concreto en el tiempo). Posteriormente, en los Gltimos 20
pacientes de la muestra, se valord la relacién entre el aumento de expresion de
marcadores inmunohistoquimicos (COX2 y Ki67) y la recidiva tumoral tras el
trasplante.

La relacion establecida en el estudio descriptivo debe ser posteriormente
verificada por un estudio analitico para lo cual se planteé un estudio de casos y
controles:

e Casos: aquellos pacientes trasplantados hepaticos por HCC que presentan
recidiva tumoral postrasplante.

e Controles: aquellos pacientes trasplantados hepaticos por HCC que no presentan
recidiva tumoral postrasplante.

e Factor de riesgo/protector: presencia de marcadores inmunohistoquimicos en la
pieza de explante (COX2 y Ki67).

La fuerza de asociacion entre el factor de riesgo/protector y la recidiva tumoral
tras el trasplante, fue medida mediante la odds ratio, la cual se define como la
posibilidad de que una condicién de salud o enfermedad se presente en un grupo de
poblacién frente al riesgo de que ocurra en otro grupo de poblacion de similares

caracteristicas en relacién a la exposicion previa a un factor de riesgo.

Recidiva No recidiva
Positividad Total
COX2/ Ki67 a b Expuestos
Negatividad Total
COX2/ Ki67 ¢ d no expuestos
Total casos Total controles Total muestra

Tabla 2: Célculo de odds ratio
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En nuestro caso, la odds ratio es el cociente entre la oportunidad de enfermedad
del grupo expuesto (positividad marcador) a/b y la oportunidad de enfermedad del
grupo no expuesto (negatividad marcador) c/d. Férmula de calculo odds ratio:

OR=a/b
c/d

Posibles resultados:
e OR > 1: La positividad del marcador supondria un factor de riesgo para la
supervivencia en el HCC.
e OR < 1: La positividad del marcador supondria un factor protector para la
supervivencia en el HCC.
e OR = 1: No hay asociacion entre las variables, es decir, el prondstico de la

enfermedad no varia en relacion con la positividad del marcador.

Una vez realizados los estudios epidemioldgicos se plante6 la realizacion de un
analisis estadistico mediante un estudio de contraste de hipétesis para lo cual se aplico
el test U de Mann-Whitney, una prueba no paramétrica Gtil para mostrar la relacion
entre dos variables independientes en una muestra pequefia (menor de 30 sujetos).

Para toda la investigacion se estableci6 el nivel de significacion estadistica p menor de
0,05.

4. RESULTADOS
4.1. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA PRIMERA MUESTRA

Se incluyeron en el estudio 100 pacientes trasplantados por hepatocarcinoma, de

los cuales, 90 eran varones (90%) y 10 eran mujeres (10%).

Grafico 1: Sexo
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La edad media de la muestra fue de 56,7 afios, con un rango de edades situado
entre 35 y 68 afios. Para analizar la edad de aparicién de los hepatocarcinomas,
dividimos a los pacientes en 3 grupos:

- <40 afos.
- 40-60 anos.
- >60 afos.

En nuestra muestra, encontramos 1 paciente menor de 40 afos (1%), 61
pacientes con una edad entre 40 y 60 afios (61%) y 38 pacientes mayores de 60 afios
(38%).

Gréfico 2: Edad
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La etiologia méas frecuente fue la infeccién por el virus de la hepatitis C
presentada por 45 pacientes (45%), seguida de enolismo con 21 pacientes (21%). 19
pacientes muestran una etiologia desconocida o sin filiar (19%). Con un porcentaje
menor, se encuentran la asociacion de VHC y alcohol (3%), la etiologia autoinmune

(3%) y la hemocromatosis (1%).
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Gréfico 3: Etiologia
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De los pacientes estudiados, 95 presentaban un higado cirrético (95%) y

Unicamente 5 de ellos no presentaban cirrosis (5%).

Gréafico 4: Presencia de cirrosis

m5%

OCirrosis
B No cirrosis

095%

Con respecto al grado histologico del Hepatocarcinoma, se consideraron 85
pacientes como un G1, 14 pacientes como un G2 y 1 paciente clasificado como grado
intermedio entre G1-G2.
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Gréfico 5: Grado Histoldgico
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Otro aspecto a valorar en el hepatocarcinoma fue el nimero de nddulos
presentes en el higado. En nuestra muestra se hizo una clasificacion en funcion de la
presencia de un Gnico nddulo (28 pacientes), entre 2 y 3 nddulos (16 pacientes) 0 méas
de 3 nédulos (43 pacientes). El Gltimo grupo estaba formado por aquellos cuyo numero

de nddulos hepaticos era desconocido (13 pacientes).

Gréfico 6: Numero de nddulos hepéticos
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La necrosis en el hepatocarcinoma, la presentaban Unicamente 13 de los casos
estudiados (13% del total) frente a 87 casos que no la presentaban (87%). Esta necrosis

podia considerarse como propia de la enfermedad en 7 de los casos. En los 6 casos
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restantes que presentaban necrosis, la causa fue yatrogénica por quimioembolizacion del

tumor.

Grafico 7: Presencia de Necrosis
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En nuestro estudio, 17 de los pacientes estudiados presentaban invasion vascular
(17%) y los 83 restantes no la presentaban (83%).

Grafico 8: Invasion vascular
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Otra caracteristica anatomopatoldgica que hemos estudiado, ha sido la presencia
0 no de capsula periférica tumoral. Aparecia Unicamente en 4 de nuestros pacientes
(4%).

Grafico 9: Presencia de capsula tumoral
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El Gltimo criterio anatomopatoldgico que hemos examinado, ha sido el grado de
inflamacién del hepatocarcinoma. 55 de nuestros pacientes presentaban inflamacion

leve (55%), 44 inflamacién moderada (44%), 1 inflamacion leve-moderada (1%).

Gréfico 10: Grado de inflamacion
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De nuestros 100 pacientes estudiados, tnicamente 2 de ellos presentaron

recidiva del hepatocarcinoma tras el trasplante hepatico (2%).

Grafico 11: Recidiva tumoral postrasplante

02%

O Recidiva
B No recidiva

B 98%

4.2. RESULTADOS DESCRIPTIVOS DE LA SEGUNDA MUESTRA

En nuestra muestra mas reducida de 20 pacientes, 2 de ellos presentaban recidiva

tumoral tras el trasplante (casos) y 18 no la presentaban (controles). A continuacion, se
expone una comparacion de las caracteristicas anatomopatoldgicas de agresividad

tumoral presentes en las recidivas y en los tumores no recidivantes. (Anexo 1: Tabla 4)

Gréfico 12: Grado Histologico Graéfico 13: N° de nddulos tumorales
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Gréfico 14: Necrosis tumoral Gréfico 15: Invasion vascular por el tumor
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Gréfico 16: Presencia de capsula tumoral Gréfico 17: Grado de inflamacién tumoral
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En relacion a las caracteristicas de agresividad del tumor:

Ninguna de las dos recidivas presentd una diferenciacion pobre del tumor (G2),
ambas eran bien diferenciadas (G1). En cifras totales, el 12,5% de los tumores
considerados como G1 presentaron recidiva postrasplante.

8 de los 20 pacientes presentaron multifocalidad (>3 nddulos) y 5 de ellos
presentaron un Unico nddulo. En cifras totales, el 12,5% de los tumores multifocales
y el 20% de los tumores con un Gnico nddulo presentaron recidiva tras el trasplante.

Unicamente 4 de los 20 pacientes totales (20%) presentaron necrosis tumoral. De
aquellos que presentaban necrosis, el 25% recidivo tras el trasplante.

La invasion vascular se dio en 4 pacientes, de los cuales, uno de ellos (25%)
presento recidiva posterior.

La capsula tumoral unicamente se observd en uno de los pacientes de la muestra
(5%), que ademas presentd recidiva postrasplante. En el resto de pacientes, en los
que no se observo capsula tumoral, se produjo recidiva del tumor en el 5,2%.

11 de los 20 pacientes (55% de la muestra) presentaron un grado de inflamacién

moderado en el tumor. De ellos, el 9% presento recidiva tras el trasplante hepatico.
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En relacion al tiempo transcurrido entre la fecha del trasplante y la recidiva tumoral,
en el primero de los casos pasaron 9 afios y 3 meses y en el segundo caso, 1 afio y 7
meses. En los 18 controles que no presentaban recidiva tumoral, el tiempo medio libre
de enfermedad fue de 3,71 afios (con un tiempo minimo de 3 meses y un maximo de 6
afios y 8 meses).

Cabe destacar, que 6 de los pacientes de la muestra (30%) fallecieron antes del
primer afio postrasplante, por lo que presentaron un tiempo libre de enfermedad corto.

4.3. RESULTADOS DE LOS MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

4.3.1. Valoracion de COX2

La COX2 se expresdé como una proteina citoplasmatica. Se evidencié su
expresion tanto en tejido cirrético peritumoral como en las células tumorales, pero en
ocasiones de un modo poco homogéneo. Este hecho queda debidamente recogido en la

escala de Koga que hemos empleado.

Tabla 1: Expresién de COX2 en tumor y tejido peritumoral segun la Escala Koga.

No Intensidad Intensidad mas Extension de Total
Recidiva Maxima frecuente Positividad

Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral

1 3 3 3 3 4 4 10 10
2 3 2 3 2 4 4 10 8
3 2 2 2 1 4 4 8 7
4 2 2 2 2 4 4 8 8
5 3 2 2 2 4 4 9 8
6 2 2 2 2 4 4 8 8
7 1 0 0 0 1 0 2 0
8 3 2 2 2 4 4 <) 8
9 3 2 3 2 4 4 10 8
10 3 3 1 1 4 4 8 8
11 2 2 2 2 4 4 8 8
12 2 1 2 1 4 4 8 6
13 2 2 2 2 4 4 8 8
14 3 2 3 2 4 4 12 10
15 3 3 3 3 4 4 12 12
16 3 2 1 1 3 3 7 6
17 2 3 1 1 4 4 7 8
18 2 2 1 1 3 3 6 6

N
o1



Trabajo Fin de Grado Medicina | Lorena Gdmez Latorre

Recidiva Intensidad Intensidad mas Extension de Total
Maéaxima frecuente Positividad

Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral Tumor Peritumoral

19 1 1 1 1 3 3 5 5
20 1 2 1 1 2 2 4 5

Tabla 2: Extension de la positividad para COX2 en tejido tumoral y peritumoral segun la recidiva.

Tumor Tejido Peritumoral
COX2 COX2 COX2 COX2
<50% céls >50% céls <50% céls >50% céls
Recidiva (n=2) 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%) 1 (50%)
No recidiva 1 (5,6%) 17 (94,4%) 1 (5,6%) 17 (94,4%)

(n=18)

En los 18 pacientes que no presentaron recidiva tras el trasplante, hemos
obtenido:

e Una Intensidad Maxima media de 2,44 en el tejido tumoral y de 2,05 en el tejido
peritumoral

e La Intensidad mas frecuente media fue de 1,94 en el tumor y de 1,67 en el tejido
peritumoral.

e La Extension de positividad media fue de 3,72 en el tumor y de 3,67 en el tejido
peritumoral, que en ambos casos se corresponderia con una tincién media de
mas del 50% de las células.

e Una puntuacion total media en la escala Koga de 8,33 en el tumor y de 7,61 en
el tejido peritumoral.

En los 2 pacientes que presentaron recidiva postrasplante observamos:

e Una Intensidad Maxima media de 1 en el tumor y de 1,5 en el tejido peritumoral.

e La Intensidad maés frecuente media fue de 1 tanto en el tumor como en el tejido
peritumoral.

e La Extension de positividad media fue de 2,5 en region tumoral y peritumoral,
existiendo en uno de los casos una tincion de menos del 50% de las células tanto

en tejido tumoral como peritumoral.
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e LaPuntuacion total media en la escala de Koga fue de 4,5 en el tumoral y de 5
en el peritumoral.
Como podemos observar, en el grupo que no presenta recidiva, encontramos una
mayor expresion de la COX2 a nivel tumoral que a nivel peritumoral.
En los casos que recidivan tras el trasplante, la expresion de la COX2 es a nivel
general menor que en el grupo control. Ademas, se ha expresado con mayor intensidad

en el tejido peritumoral que en el tumoral.

Grafico 18: COX2 en el tumor Gréafico 19: COX2 en tejido peritumoral
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4.3.2. Valoracion del Ki67

La tincién inmunohistoquimica del Ki67, se localiz6 a nivel de los nucleos de las

celulas en proliferacion, tanto a nivel tumoral como peritumoral.

La expresion de Ki67 fue baja a nivel global en nuestra muestra. A nivel
peritumoral no se evidenci6 expresion del Ki67 en ninguna de las piezas (porcentaje
medio de expresion del 0%).

A nivel tumoral, en los sujetos que no presentaron recidiva, el porcentaje medio
de expresion del Ki67 fue del 11,4%, mientras que en las recidivas postrasplante el

porcentaje medio fue del 6,5%.
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Tabla 3: Porcentaje de expresion de Ki67 en tejido tumoral y peritumoral segun la recidiva.

No Recidivas Porcentaje de proliferacion
Celular
- Tumor  Peritumoral
1 0% 0%
2 4% 0%
3 0% 0%
4 5% 0%
5 2% 0%
6 40% 0%
7 38% 0%
8 1% 0%
9 3% 0%
10 4% 0%
11 2% 0%
12 20% 0%
13 60% 0%
14 6% 0%
15 20% 0%
16 0% 0%
17 0% 0%
18 0% 0%
Recidivas Porcentaje de proliferacion
Celular
- Tumor  Peritumoral
19 1% 0%
20 12% 0%

Gréfico 20: Expresion media de Ki67
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En un segundo analisis, se decidio dividir a los tejidos tumorales en bajo o alto

nivel de proliferacion celular, usando como punto de corte el percentil 75 de la

distribucién:

e Percentil 75 Ki67 tumoral: 12%

Tabla 4: Relacién entre recidiva tumoral y grado de proliferacion celular en el HCC.

Tejido Tumoral

Baja proliferacion
Celular (<12%)

Alta proliferacion
Celular (>12%)

No recidiva (n=18)

13 (72,2%)

5 (27,8%)

Recidiva (n=2)

2 (100%)

0 (0%)

Los dos casos que recidivaron tras el trasplante, presentaron un bajo nivel de
proliferacion celular (<12% de células tefiidas con Ki67), asi como la mayoria de los
pacientes sin recidiva tumoral. Unicamente presentaron un nivel de proliferacion
elevado (>12% de células tefiidas con Ki67), el 27,8 % de las piezas que no recidivan

postrasplante.

5. DISCUSION

El principal objetivo de nuestro trabajo ha sido la evaluacion de diferentes

marcadores de inflamacién y de proliferacion celular (COX2 y Ki67), asi como la
presencia de determinadas caracteristicas anatomopatoldgicas en el tumor, y su relacion
con la recidiva del hepatocarcinoma tras el trasplante hepatico.

Una vez obtenidos los resultados de nuestro estudio, procedemos a realizar un
analisis de los mismos y una comparacion con bibliografia y estudios previos.

En primer lugar, hemos encontrado una mayor prevalencia del hepatocarcinoma
en varones, con una proporcion de 9:1 con respecto al sexo femenino. La edad de
presentacion mas frecuente estaba comprendida entre la cuarta y sexta década de vida.
La bibliografia revisada apoya estos resultados, indicando un claro predominio del
hepatocarcinoma en varones a nivel mundial, asi como una mayor prevalencia entre los
45 y los 60 afios, existiendo variaciones segun el &rea geografica y el grado de
desarrollo (5).

Con respecto a la etiologia, hemos observado un predominio de la infeccion
cronica por el VHC, seguida de la causa endlica. Siendo poco frecuentes, la causa

autoinmune, metabdlica o la asentacion sobre un higado sano. Referencias publicadas,
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afirman que, en los paises desarrollados, los factores de riesgo méas frecuentemente
asociados al HCC son la infeccidn cronica por el VHC y el alcoholismo (28).

La etiologia autoinmune ha sido menos frecuente entre las causas de HCC. Cabe
destacar, que de los 3 pacientes que presentaban patologia autoinmune, 2 de ellos eran
mujeres. En la bibliografia se hace referencia a una mayor incidencia de cirrosis
secundaria a hepatitis autoinmune en el sexo femenino (29). Para que el tumor llegue a
producirse, es necesario que haya un higado cirrético secundario a la hepatitis
autoinmune cronica. Una vez desarrollada la cirrosis, el riesgo del desarrollo del tumor
es comparable con el riesgo de carcinoma hepatocelular en pacientes con cirrosis
secundaria a VHB, VHC, hemocromatosis o etiologia alcohdlica (30).

La presencia de cirrosis parece ser el factor de mayor relevancia en el desarrollo
del hepatocarcinoma. En nuestra muestra, estaba presente en el 95% de las piezas de
explante, coincidiendo con los datos bibliograficos que estiman que mas del 80% de los
HCC aparecen sobre un higado cirrético (13).

Uno de los factores anatomopatoldgicos a tener en cuenta en el prondstico del
tumor es el Grado histolégico. La mayoria de los tumores estudiados (85%) eran bien
diferenciados, por lo que se consideraron como G1. Los tumores pobremente
diferenciados o indiferenciados, se relacionan con una mayor agresividad y progresion
del tumor, asi como con una mayor probabilidad de invasion del territorio vascular (31).
Los dos pacientes estudiados que presentaban recidiva, eran bien diferenciados, por lo
que, en este caso, no hemos encontrado asociacién o no ha sido ésta la causa de la
recidiva.

Otro aspecto destacable a valorar en el hepatocarcinoma, fue el nimero de
nodulos tumorales presentes en el higado. Existen evidencias de que la presencia de
multifocalidad y de un tamafio nodular elevado son factores de mal prondstico en el
tumor. La presencia de varios nddulos puede deberse a metastasis del hepatocarcinoma
inicial o bien a varios tumores distintos que se desarrollan de forma sincronica. Esta
ultima situacién es mas frecuente en pacientes infectados por el VHB (5).

En nuestra muestra, casi la mitad de piezas hepaticas (43%) presentaban mas de
3 nddulos tumorales, aunque se aplicaron correctamente los criterios de Milan para el
trasplante hepatico. Esto puede explicarse por la progresion del tumor durante el tiempo
de lista de espera. En cuanto a los dos casos que recidivaron tras el trasplante, uno de
ellos presenté 6 nodulos menores de 3 cm y el otro, un Unico nodulo de 20 cm de
didmetro, por lo que la multifocalidad y el gran tamafio si que han podido influir en la
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reaparicion de estos tumores postrasplante, aunque no podemos afirmarlo con
significacion estadistica debido al limitado tamafio muestral.

La presencia de cépsula tumoral, necrosis e invasion vascular han sido
caracteristicas anatomopatologicas poco frecuentes en nuestra muestra.

En nuestro estudio, Unicamente 4 de las piezas presentaban capsula tumoral. La
presencia 0 ausencia de cépsula influye en el tratamiento quirdrgico del
hepatocarcinoma ya que la existencia de un tumor localizado y encapsulado apoya a la
reseccion de la lesion, mientras que un tumor multifocal e infiltrante apoya al trasplante
hepatico, siempre que cumpla los criterios de Milan (32). La poblacion de la cual ha
sido obtenida la muestra estd compuesta por higados que han sido trasplantados, por lo
tanto, gran parte de estos hepatocarcinomas no presentaran capsula o si la presentan,
ésta habra sido infiltrada por el tumor.

La necrosis tumoral se considera una caracteristica de agresividad en el
hepatocarcinoma. Unicamente en el 7% de los higados estudiados se observo una
necrosis producida por la propia enfermedad. Otra causa secundaria de necrosis, es la
yatrogénica, producida en pacientes tratados con quimioembolizacion, que se observo
en el 6% de los casos.

La invasion vascular por el tumor es también una caracteristica histologica de
agresividad, y existen evidencias de que posee un papel importante en cuanto al
prondstico y la recidiva de la enfermedad tras el trasplante (33). En nuestro estudio, s6lo
ha estado presente en el 17% de los pacientes.

En uno de los casos recidivantes, hemos encontrado necrosis, invasion vascular
y una céapsula invadida por el tumor, todas ellas, caracteristicas de mal prondéstico. En el
otro caso que presenta recidiva, no hemos encontrado necrosis ni invasién vascular en la
pieza de explante, pero si una inflamacion importante en la regién tumoral.

Con respecto a los marcadores inmunohistoquimicos estudiados (COX2 y Ki67),
los resultados obtenidos no nos permiten confirmar su relacion con el pronostico del
hepatocarcinoma y la recidiva tras el trasplante hepatico.

Nuestro estudio tiene como principales limitaciones el haberse llevado a cabo de
modo retrospectivo y con un tamafio muestral limitado. A ello hay que afiadir que los
casos, es decir, los pacientes trasplantados con hepatocarcinoma y posterior recidiva
tumoral, suponen un grupo reducido en nuestro medio. De los 100 pacientes

seleccionados en nuestra muestra, Unicamente 2 de ellos presentaron recidiva, que
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posteriormente utilizamos como casos en nuestro estudio. Como controles se
seleccionaron 18 pacientes con hepatocarcinoma en el explante sin posterior recidiva.

Otro aspecto a tener en cuenta, fue el tiempo que transcurrié desde la fecha de
trasplante hasta la recidiva, siendo de 9 afios y 3 meses en uno de los casos y de 1 afio y
7 meses en el otro. EI 30% de los controles de nuestro estudio, fallecieron en el primer
afio postrasplante, por lo que no habria existido tiempo suficiente para que se
desarrollara una recidiva de la enfermedad.

En cuanto a la valoracion de COX2, al comparar su expresion en el tumor y en el
tejido peritumoral, se observd cémo ésta era superior en las células tumorales.
Revisando la bibliografia, encontramos resultados similares (34), aunque existen
diferencias entre los distintos estudios segin la escala de medicion utilizada en la
valoracion de la COX2. En otros trabajos, como el de Tang (35) se observd una
expresion similar en el tejido tumoral y peritumoral. Esto puede ser debido a que, al ser
llevados a cabo en Asia, incluyen una mayoria de pacientes con VHB, que podria
producir una inflamacion y una expresion de COX2 mas generalizada. En nuestro caso,
dada la limitacion del tamafio muestral, no se llevo a cabo un analisis segun la etiologia
de la cirrosis.

Al analizar el valor prondstico de la COX2, no encontramos asociacion entre su
expresion en el tumor y la recidiva tumoral postrasplante, ya que no contamos con
resultados estadisticamente significativos. La bibliografia revisada si que defiende una
relacién entre el aumento de COX2 y la progresion del dafio hepético, asi como una
mayor recurrencia tumoral y una menor supervivencia libre de enfermedad (36).

Por ultimo, se estudid la proliferacion celular en el hepatocarcinoma mediante la
cuantificacion de nucleos que expresaban el marcador Ki67. En el tejido peritumoral, no
se expresoO el marcador en ninguna de las muestras y en el tumor, se expresé de forma
débil. Por ello, podemos afirmar que el Ki67 presentd una baja expresion en el
hepatocarcinoma. La bibliografia revisada indica que, por lo general, la expresion del
Ki67 en el hepatocarcinoma es baja, salvo en tumores muy agresivos, que suelen
presentar una expresion elevada (27).

En cuanto al valor prondéstico del Ki67, no observamos que su nivel de expresion
se asociara con la recidiva tumoral y no contamos con la suficiente significacion
estadistica. La baja o nula expresion del Ki67 en algunas de las muestras, puede ser
debida a un defecto en la tincién inmunohistoquimica debido a la antigiiedad de las

piezas utilizadas, por lo que podriamos estar frente a resultados falsos negativos.
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La mayoria de trabajos revisados si que apuntan a que un indice elevado de

proliferacion celular, se asocia con la recidiva tumoral tras la hepatectomia (26, 27).

6. CONCLUSIONES

e En nuestro estudio, el hepatocarcinoma es mas frecuente en el sexo masculino
(90%) y en edades medias de la vida (61% entre 40 y 60 afios).

e Se trata de un tumor de elevada incidencia en determinados grupos de riesgo,
como pacientes con infeccion cronica por el virus de la hepatitis C (45%) y
alcoholismo (21%).

e Lamayoria de hepatocarcinomas se producen sobre un higado cirrético (95%).

e EI marcador de proliferacion celular, Ki67, presentd de forma general una
tincién débil en el tumor, por lo que podemos afirmar que el hepatocarcinoma ha
presentado un bajo indice de proliferacion celular en nuestro trabajo.

e Los marcadores estudiados (COX2 y Ki67) tienen, por lo general, una mayor
expresion en el tejido tumoral que en el peritumoral.

e Con los resultados obtenidos en nuestro estudio, no podemos afirmar que exista
asociacion entre la expresion de COX2 y Ki67 y la recidiva del hepatocarcinoma
tras el trasplante hepatico.

e Las dos recidivas estudiadas, presentaban 6 nédulos y un tumor tnico de 20 cm
respectivamente, por lo que la multifocalidad y el gran tamarfio del tumor si que

parecen tener un papel prondstico.
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ANEXO 1

Tabla 1: Algoritmo diagnostico y terapéutico de un nédulo hepético. (3)

m Algoritmo para el manejo y seguimiento de un nodulo
hepatico detectado por ecografia

Nédulo detectado mediante ecografia de cribado en un higado cirrético

= =
== ﬁ
=[EE

i Y

Adaptado de Fornmer et al®. AFP: alfa-fetoproteina.

Diagnostico de carcicoma
hepatocelular

'
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Tabla 2: TNM del hepatocarcinoma. (3)

m Clasificacion TMM para el hepatocarcinoma segin el American Joint Committee on Cancer®*

Estadificacién THM para sl hepatocarcinoma

Tumor primario (T}

Lk Tumar peimario que no puede ser veribioada

T Sin evidencia de tumos primeario

m™ Tumor solitaio sn invsion wsalar

T2 Tumor solitio con irvasiin wsoular, o tumcses midltiples ninguno mayor de 5 cm
T3 Tumares midhiples mayores de 5 cm o umaor que alacta 8 una mma mayor portal o de venas suprahepiticas
T ;I'ué':rr:“relm can invasidin dinecta die drgancs adyacentes, diferente a la vesioula biliar o imvadienda el peritanea
Gangllios linfaticos regicnalas (M)

MK Lo ganglios linfaticos regionales no pueden ser verificados

[, ] Sin motistasis & ganglios linkiticos regionales

M1 Metistasis a ganglios linfiticos regionales

Metdstasts a cistancla (M)

[ La meatistasis a distancia no puede ser verificada

A Sin metistass a distancia

L4 Metdstasis o distancia

Grado da Bhrosis [FP

F Fibeosis grado 0-4 (ibross de nula 8 moderadal

F1 liboss gladu 5. {fibsoss sovera o ciross)

Estadios

Estadio | T 1] 511

Estadio Il T2 ND 5 10]

Estadio NlA T3 L] (S 1H]

Estadio NIB T4 L Mo

Estadio NC Cuabquier T M1 5 10]

Estadia W Cuabeuior T Cualquicr M M1

*H grado de fibrosls conmsponds a |5 delinickon de tshakn. Flyzdudnﬁhndimmﬂdnmmﬂnmpummmwnnh
suparrivencla global, pero no s tlane an cuanta para L dafiniclon dal astadio
=4 0 Cancer Stating Manual, sth adition. Mew Youk: Sprincer-vieslag; 2007,
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Tabla 3: Sistema de estadificacion del BCLC (3).

m Sistema de estadificacion del Barcelona Clinic Liver Cancer

(BCLC)

= @

@
S
2

l

=

k.

Reseccidn || Trasplante hepitico PEVRF | | Quimicembolizacién Numm" Tratamiento
| Tratamientos paliatives (30%) inteamaenke
Tratamientos curativos (40%) sintomatico (30%)
Supervivencia a los 5 afios: 50-70% Supervivencia Supervivencia Supervivencia al
mediana: 20 meses | | mediana: 11 meses ano (10%)

A de Former et al™.
- hepatoca

reinoma; PEL: inyeccidn percutinea de etanol; PS: capaddad funcional del sujeto (perfomance status); RF: radiofrecuancia.
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Tabla 4: Caracteristicas anatomopatoldgicas de la muestra estudiada (20 pacientes).

Sexo | Edad | Etiologia Cirrosis | Grado | No6dulos Necrosis Invasion Céapsula | Inflamacién | Fecha TX
vascular
\% 58 Autoinmune | Si Gl 6 No No No Moderada 04/07/2001
(CBP)
\ 63 Endlica Si Gl 1(20cm) Si Si Si Leve 15/05/2000
M 50 No conocida | Si Gl Multifocal No No No Moderada 15/09/2010
\% 47 VHC Si Gl 2 No Si No Moderada 16/09/2010
\Y 64 Enolica Si Gl 2 No No No Leve 04/10/2010
\% 50 VHC Si Gl Multifocal | Si Si No Moderada 22/01/2011
\% 61 VHC Si Gl 2 No No No Moderada 13/05/2011
\% 62 VHC Si G2 6 No Si No Moderada 03/09/2011
\% 50 VHC Si Gl 3 No No No Leve 23/12/2011
\% 65 No conocida | Si Gl 3 No No No Leve 24/05/2012
\% 50 Endlica Si Gl 3 No No No Moderada 31/01/2013
\% 56 No conocida | Si Gl Multifocal No No No Moderada 16/02/2013
\% 64 No conocida | Si Gl Multifocal No No No Moderada 26/03/2013
\% 63 Enodlica Si G2 4 No No No Leve 06/06/2011
\% 65 Enodlica Si G2 7 No No No Moderada 14/09/2012
\Y 54 VHC Si Gl 1 No No No Moderada 02/04/2013
V 44 VHC+ Si Gl 2 Si No No Leve 26/02/2016
Alcohol
\% 55 Enodlica Si G2 1 No No No Leve 24/12/2011
M 66 Autoinmune | Si Gl 1 Si No No Leve 06/04/2012
\% 51 VHC Si Gl 1 No No No Leve 27/09/2012

[ Recidiva del tumor tras el trasplante hepatico.

[] No recidiva del tumor tras el trasplante hepético.
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ANEXO 2

Imagen 1: Imagen macroscopica en fresco. Hepatectomia con cirrosis por VHC
(superficie micronodular).

Imagen 2: Imagen macroscopica a la apertura de la cavidad abdominal durante una
autopsia. Higado con cirrosis (superficie hepatica macro-micro nodular)
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Imagen 3: Imagen macroscopica en fresco. Corte de hepatectomia con cirrosis
(superficie macro-micro nodular) y nédulo correspondiente a hepatocarcinoma.

Imagen 4: HE. Imagen microscopica de higado cirrético, en la que se observan septos
fibrosos dividiendo al parénquima en micronodulos.
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Imagen 5: Tricromico de Masson. Imagen microscépica de infeccion por VHC, en la
que se observa la fibrosis de color azul, dividiendo el parénquima en micronodulos.

Imagen 6: Imagen macroscopica de hepatocarcinoma sobre higado cirrético.
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Imagen 7: Imagen macroscopica de hepatocarcinoma sobre higado cirrético con
superficie macro-micro nodular.

Imagen 8: HE. Imagen microscopica de hepatocarcinoma con patrdn trabecular y zona
de transicion con tejido hepatico sano.
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Imagen 9: HE. Imagen microscopica de hepatocarcinoma con patron pseudoglandular.

Imagen 10: HE. Imagen microscopica de hepatocarcinoma con variante citologica de
celulas claras.
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Imagen 11: HE. Imagen microscopica de necrosis tisular y oclusion vascular, tras
tratamiento de un hepatocarcinoma con quimioembolizacion arterial.

Imagen 12: HE. Imagen microscépica de necrosis tisular y oclusion vascular, tras
tratamiento de un hepatocarcinoma con quimioembolizacion arterial.
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Imagen 13: Imagen macroscépica de un hepatocarcinoma fibrolamelar.
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Imagen 15: HE. Imagen microscopica de atipia nuclear (flecha) en el contexto de un
hepatocarcinoma.

Imagen 16: Pérdida de la trama de reticulina en Hepatocarcinoma bien diferenciado.
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*Fuente de las imagenes: Servicio de AP HCULB
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