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SINTESIS

Introduccion: Los tumores hepaticos primitivos malignos suponen una importante causa de
muerte debida al cancer. Cada vez existen mas trabajos que tratan de definir el origen 'y
evolucion de estos tumores, a través de vias moleculares y diferentes marcadores. En este
trabajo estudiaremos la relacién entre la positividad de los marcadores CD34 y Ki67 en el

hepatocarcinoma con la supervivencia y evolucién del mismo.

Material y Métodos: Estudio retrospectivo sobre una serie de 50 pacientes diagnosticados de
hepatocarcinoma durante un periodo de 18 afios (1999 — 2017) en el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa, estudiando sus caracteristicas clinicas e histopatolégicas. Las
variables principales de estudio son el indice de proliferacion Ki-67, la densidad de microvasos
con el marcador CD34 y la supervivencia. La expresividad de los marcadores se ha valorado
con la escala semicuantitativa de Zhang. Se ha realizado un andlisis descriptivo y analitico para

determinar si existe relacion entre las variables a estudio.

Resultados: Las 50 biopsias estudiadas son hepatocarcinomas que asientan en su totalidad
sobre un higado cirrético y su causa principal es el virus de la hepatitis C. El 90% eran varones
y el 81,2% tumores bien diferenciados (G1), no encontrando ningun tumor indiferenciado (G3) y
la supervivencia media era de 8,45 afios. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la expresiéon del CD34 tumoral y peritumoral con la supervivencia ni con la

expresiéon de Ki67 tumoral con la supervivencia.

Conclusiones: El uso de los marcadores Ki67 y CD34 puede ser (til para el diagnéstico
diferencial entre lesiones hepaticas benignas y tumores malignos pero en nuestro estudio no
se han encontrado evidencias de que puedan servir como indicador prondstico de en el

hepatocarcinoma.

Palabras Clave: Carcinoma hepatocelular, CD34, Ki67, trasplante hepatico.



ABSTRACT

Introduction: Malignant primitive liver tumors are an important cause of death due to cancer.
Every time there are more works that try to define the origin and evolution of these tumors,
through molecular pathways and different markers. In this paper we will study the relationship
between the positivity of the CD34 and Ki67 markers in hepatocellular carcinoma with the

survival and evolution of the same.

Materials and Methods: Retrospective study on a series of 50 patients diagnosed with
hepatocellular carcinoma during a period of 18 years (1999 - 2017) at the Lozano Blesa
University Clinical Hospital, studying their clinical and histopathological characteristics. The
main variables of study are the proliferation index Ki-67, the density of microvessels with CD34
and survival. The expressiveness of the markers has been assessed with Zhang's
semiguantitative scale. A descriptive and analytical analysis has been carried out to determine if

there is a relationship between the variables under study.

Results: The 50 biopsies studied are hepatocellular carcinomas that settle completely on a
cirrhotic liver and its main cause is the hepatitis C virus. 90% were male and 81.2% well
differentiated tumors (G1), not finding any undifferentiated tumor (G3) and the mean survival
was 8.45 years. No statistically significant differences were found between the expression of

tumor and peritumoral CD34 with survival or with the expression of tumor Ki67 with surviva.l

Conclusions: The use of Ki67 and CD34 markers may be useful for the differential diagnosis
between benign hepatic lesions and malignant tumors, but in our study there was no evidence

that they could serve as a prognostic indicator in hepatocellular carcinoma.

Key Words: Hepatocellular carcinoma, CD34, Ki67, liver transplant.
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ABREVIATURAS

CHC: Carcinoma hepatocelular.

CCR: Carcinoma colorrectal

VHC: Virus de la hepatitis C.

VHB: Virus de la hepatitis B.

AFP: Alfafetoproteina.

TC: Tomografia computerizada.

RM: Resonancia magnética.

TACE: Quimioembolizacién transarterial.

HCULB: Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

IHQ: Inmunohistoquimica.



1. INTRODUCCION

1.1 ANATOMIA HEPATICA

El higado es un érgano fundamental en el mantenimiento de la homeostasis metabdlica del
organismo y puede desarrollar numerosas patologias que hagan peligrar tanto la salud como la

vida del paciente."
1.1.1) ORGANIZACION MACROSCOPICA

El higado es el érgano parenquimatoso méas voluminoso del organismo. Esta constituido por
dos l6bulos, derecho e izquierdo, divididos por el ligamento falciforme. Desde un punto de vista

embriolégico, el higado deriva de la yema endodérmica del intestino anterior.”

Su color es pardo y su peso normal oscila entre los 1400 y los 1600g. El higado recibe una
oxigenacion doble, la arteria hepatica y la vena Porta. La arteria hepatica aporta el 30-40% de
la sangre al parénquima hepatico mientras que la vena porta suministra el 60-70% del total. La
sangre del higado drena a la vena cava inferior a través de las venas suprahepaticas. La bilis
formada en el higado, drena por los canaliculos de los lobulillos que se van ramificando y
aumentando su calibre y se fusionan en los conductos hepéticos derecho e izquierdo, que se

unen en el hilio formando el conducto colédoco.?
1.1.2) ORGANIZACION MICROSCOPICA

El higado se divide desde un punto de vista funcional en lobulillos de forma hexagonal, cuya
parte central la ocupan las venas hepéticas terminales o venas centrolobulillares que proceden
de la vena suprahepatica, y en la periferia de los lobulillos se encuentran los espacios porta.
Cada uno de los espacios porta contiene una rama de la arteria hepética, una rama de la vena
porta, un conductillo biliar y un capilar linfatico. Los cordones hepaticos se disponen desde la
vena centrolobulillar, formando hileras Unicas de un hepatocito de grosor a ambos lados del

canaliculo biliar que fluye hasta el espacio porta.’?
El lobulillo presenta tres zonas, defibidas por su relacién con la triada portal:

e Zona 1: Es periportal y recibe la sangre mas oxigenada puesto que es la zona mas

cercana al aporte vascular.
e Zona 2: Corresponde a la zona central del lobulillo hepético.

e Zona 3: Es centrolobulillar y es la que peor vascularizacion recibe, por encontrarse al

lado de la vena hepética terminal.



1.2 CARCINOMA HEPATOCELULAR

1.2.1) EPIDEMIOLOGIA

Segun la OMS el cancer de higado supone la sexta neoplasia mas frecuente (incidencia
841.000 nuevos casos en 2018) y la cuarta causa de muerte por cancer en el mundo (781.631
muertes en 2018) tras el cancer de pulmon, el carcinoma colorrectal (CCR) y el cancer de

estémago.”

Los varones presentan mayor riesgo que las mujeres de padecer dicho tumor.® El patrén de
distribucion mundial del CHC tiene importantes variaciones geograficas. Las incidencias mas
altas de CHC se encuentran en Africa Subsahariana y en el Sudeste Asiatico, con cifras
mayores a 15 casos/ 100.000 habitantes/afio, donde la prevalencia de infeccion por el Virus de
la Hepatitis B (VHB) es muy alta.® El norte de Europa y en América presenta una incidencia
mas baja, con unos 5 casos/100.000 habitantes/afio. Espafia, y en general el sur de Europa
presentan unas incidencias medias, con 5-10 casos/100.000 habitantes/afio donde los factores

més relacionados con el CHC son el virus de la Hepatitis C (VHC) y el alcoholismo.*’
1.2.2) FACTORES DE RIESGO:

Los principales factores de riesgo para el CHC son los virus hepatotropos (VHC y VHB), la
enfermedad hepatica alcohdlica y la esteatosis hepéatica no alcohdlica.” La mayoria de los
factores de riesgo para el CHC actian como carcinégenos de forma indirecta, mediante la
provocacién de una cirrosis hepatica (fibrosis y nédulos de regeneracién), que aumenta el
riesgo de aparicién de un CHC 3-7% al afio. De presentar solo fibrosis, el riesgo aumenta en un
1% al afio." "’

Se ha estudiado cémo la integracion del ADN del VHB induce la inestabilidad genética 'y la
mutagénesis de varios genes relacionados con el cancer. La proteina HBx presente en el VHB
estimula la expresién y la replicacion de los genes del virus y algunas vias del ciclo celular,
importantes para la supervivencia y crecimiento de los hepatocitos. El papel concreto del VHC
en el desarrollo del CHC sigue siendo desconocido, pero se esta investigando el poder

oncogénico de algunas proteinas, como la proteina central del VHC.”®

También se han asociado sustancias asociadas al desarrollo de CHC como el Thorotrast, un
contraste radiolégico de dioxido de torio que provoca la aparicion de CHC con una latencia de
20 afios, o la aflatoxina B1 que induce mutaciones en el p53 y actia sinérgicamente con el

VHB potenciando la carcinogénesis.’

Varios trastornos metabdlicos también pueden ser factores de riesgo, como son la
hemocromatosis hereditaria, el déficit de alfa 1 antitripsina, la enfermedad de Wilson o las
glucogenosis (especialmente la tipo 1a), la tirosinemia hereditaria y la porfiria cutanea parda.’

Mas recientemente, se ha observado que hay factores como la diabetes mellitus, la obesidad o
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el sindrome metabdlico, que se relacionan con un incremento de muerte relacionada con este

tumor.®

1.2.3) PREVENCION:

La vacunacion frente al VHB es la medida mas eficaz de evitar el desarrollo del CHC. Los
pacientes infectados con VHB o VHC se tratan con los farmacos antivirales pertinentes
previniéndose asi la evolucién a cirrosis. También es importante el cese de contacto con los

factores de riesgo como el consumo de alcohol, exposicion a aflatoxinas etc.’®

1.2.4) CRIBADO:
Existe indicacion de cribado de CHC mediante ecografias seriadas cada 6 meses a todo
paciente cirrotico (excepto pacientes en estadio Child-C que no sean candidatos a trasplante

hepatico).®

1.2.5) TIPOS DE CHC > *°,
1.2.5.1) CLASIFICACION MACROSCOPICA:
e CHC pequefio: menos de 2 cm de diametro

e Masivo: Una Unica masa que compromete un lébulo completo. Puede haber zonas con

hemorragia o necrosis.
e Nodular: Masa Unica, multinodular.
e Infiltrante difuso: Multiples nédulos que asemejan una cirrosis

e Infiltrativo: Pobremente demarcado, no encapsulado.

1.2.5.2) CLASIFICACION MICROSCOPICA:

La atipia celular depende del grado histol6gico del tumor. Las células tumorales se disponen en
trabéculas o hileras de méas de dos células, los nicleos cambian de tamafio y de forma y hay
un aumento en la relacién nucleo-citoplasma con un nucléolo prominente y citoplasma

eoisinofilo.*°

e Trabecular: Es el patrébn més frecuente. Cordones gruesos de células tumorales rodeados

por células sinusoidales capilarizadas.

e Acinar/pseudoglandular: Los hepatocitos tumorales forman estructuras glandulares.



e Solido o compacto: Crecimiento trabecular muy denso que comprime los sinusoides. Se

asemeja a tumores soélidos metastasicos.
1.2.5.3. VARIANTES DE CHC:

Existen variantes morfoldgicas del CHC como son el carcinoma escirroso que contiene gran
cantidad de estroma fibrosos, el CHC sarcomatoide, CHC de células claras que se caracteriza

por su citoplasma grande lleno de colageno, el inflamatorio, linfoepitelioma “like” o medular. 10

El CHC fibrolamelar es una variante que constituye el 5% de los hepatocarcinomas. Predomina
en adultos jévenes y no existe diferencia entre sexos. Se caracteriza por aparecer sobre un
higado sano, sin patologia previa ni cirrosis. Se presenta como una masa Unica y grande, en
general con una cicatriz fibrosa central. Presenta dos marcadores especificos: la nurotensina y

la proteina anormal de unién a la vitamina B12. Es el de mejor pronéstico de todos los CHC."*°

1.2.6) DISEMINACION:

El CHC puede extenderse en el propio higado mediante nddulos satélites. Es caracteristica la
diseminacion por via venosa-portal." El CHC metastatiza mayor frecuencia en pulmén,
seguido de los nédulos linfaticos y el hueso ’. Es mas comun la diseminacién metastasica en
aquellos tumores que no asientan sobre cirrosis previa. El cerebro, las suprarrenales y cabeza
y cuello son localizaciones menos frecuentes.” Las metastasis en el ovario, deben distinguirse

de los tumores hepatoides primarios del ovario™.

1.2.7) CLINICA:

En nuestro medio, el CHC se presenta generalmente con sintomas inespecificos como
anorexia, malestar, o dolor abdominal, ademas de ascitis y hepatomegalia en fases avanzadas.
La ictericia obstructiva puede deberse a la invasion tumoral en el conducto biliar comun. Se ha
asociado con numerosas manifestaciones sistémicas como hipoglucemia, hipercolesterolemia,
eritrocitosis, hipercalcemia, sindrome carcinoide, produccién ectépica de gonadotropina
coriénica y prostaglandinas, disfibrinogenemia y varias otras. En algunos casos, una fractura
patoldgica puede ser el primer signo de enfermedad.’

1.2.8) DIAGNOSTICO:

En el caso de que en el programa de cribado se encuentre un nédulo hepético, se seguira el
protocolo diagndstico del CHC (figural). Si el nddulo es menor de 1cm se realizaran vigilancia
periédica cada 4 meses mediante ecografias. Si el nddulo es mayor de 1cm se realiza una
prueba de imagen con contraste (TC o RM) que es diagndstica si muestra hipercaptacion del

contraste en fase arterial y lavado precoz en fase venosa. Si la prueba de imagen no es



diagnéstica, se repite una segunda prueba de imagen. Si persisten dudas se realiza una

biopsia hepatica que es la prueba diagndstica de mayor certeza.’
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1.2.9) PRONOSTICO:

Diagnéstico de carcinoma hepatocelular

Figura 1: Algoritmo diagnoéstico CHC.

Para el pronostico del CHC se utiliza principalmente la clasificacion de Barcelona-Clinic- Liver-

Cancer (BCLC) que relaciona la estadificacién y el tratamiento. (Figura 2). También es un

importante factor pronostico la escala ECOG que objetiva la calidad de vida del paciente.6
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Figura 2: Estadificacion y Pronéstico de Barclona Clinic Liver Cancer



1.2.10) TRATAMIENTO ®*
Tratamientos quirdrgicos:

e Reseccion quirargica: Es el tratamiento de primera eleccién para los pacientes sin cirrosis
gue presentan un nédulo Unico con una buena funcién hepatica y sin evidencias radiologica
de invasion vascular. Si existe cirrosis, debe estar compensada pero existe un mayor riesgo
de desarrollar un nuevo tumor tras la reseccién puesto que persiste la cirrosis de base y

pueden aparecer nuevos CHC.

» Trasplante hepatico: Es la mejor opcién curativa para los pacientes que presentan cirrosis
descompensada y CHC que cumpla criterios de Milan (tumores Unicos menores de 5 cm o
con un maximo de 3 nddulos menores de 3 cm, sin invasion vascular ni diseminacion

extrahepatica).
Tratamientos no quirlrgicos:

* Ablacién percutanea: La técnica de ablacion percutanea incluye la radiofrecuencia y la
inyeccion percutanea de etanol y constituye el tratamiento estandar en los pacientes con
hepatocarcinoma en estadio 0 0 A que no son candidatos a cirugia. Se prefiere la
radiofrecuencia a la inyeccién de etanol puesto que se realiza una Unica sesion y se puede
hacer durante una intervencion quirdrgica o guiada con ecografia. Actda produciendo una
necrosis coagulativa del tumor. La ablacién completa en tumores menores de 3cm es posible

en mas del 90% de los casos.

e Quimioembolizacién Transarterial (TACE): Consiste en la embolizacién de la rama nutricia del
tumor procedente de la arteria hepética, para reducir el flujo de sangre arterial lo cual
consigue la hipoxia tumoral y la necrosis del tumor. Ademas, se pueden administrar
particulas de agentes quimioterapicos. Esté indicado cuando existe un CHC multinodular sin
invasion vascular, sin clinica asociada al cancer y con la funcién hepética conservada.

e Radioterapia Transarterial: Consiste en introducir mediante un catéter dirigido microesferas
con radioisétopo en la proximidades del tumor. Estas microesferas de itrio-90 (Y-90) emiten
pequefias cantidades de radiacién al tumor. A diferencia de la TACE, donde supone una
contraindicacion, la radioterapia transarterial puede ser utilizada en caso de trombosis
neoplasica de la vena Porta.™

Tratamientos sistémicos:

® Sorafenib : Tratamiento sistémico utilizado en CHC avanzado. Su actuacion se lleva a cabo
por bloqueo de distintas vias de sefializacion que estan relacionadas con la
hepatocarcinogénesis. Sobre todo lo hace en la via RAF/MEK/ERK inhibiendo la Raf cinasa y
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diferentes tirosin-cinasas (VEGFR2, PDGFR, receptores c-Kit). Sus principales acciones son

reducir la angiogénesis y enlentecer la proliferacion celular.

e Regorafenib: Para los pacientes que pierden la respuesta a Sorafenib se dispone

actualmente de Regorafenib. El tratamiento con este farmaco es una opcidn para pacientes

con CHC cuya enfermedad progresa durante el tratamiento con Sorafenib.™

e Actualmente se esta estudiando un nuevo farmaco para el CHC, Palbociclib, como

tratamiento de segunda linea en pacientes no respondedores a Sorafenib. Su mecanismo de

accion es la inhibicion selectiva de la cinasas dependientes de ciclina (CDK) 4y 6 para

conseguir la detencion del ciclo celular.™

1.3 ESTUDIOS MOLECULARES EN LOS TUMORES MALIGNOS

HEPATICOS:

Los estudios de inmunohistoquimica son especialmente (tiles en el diagnéstico diferencial

entre carcinoma hepatocelular vs adenoma bien diferenciado o entre el hepatocarcinoma vs

los tumores metastasicos. Existen numerosos marcadores que pueden ser Utiles en casos de

dificil interpretacion para el diagnostico de CHC como el antigeno carcinoembrionario policlonal

(pCEA), el Hep-Par 1, la proteina HSP70, el glipican-3 (GPC-3), la glutaminasa-sintetasa (GS)

o la arginasa-1 (Arg-1) (tabla 1).°

HEPATOCARCINOMA

ADENOMA
HEPATOCELULAR

CARCINOMA
METASTASICO

Segun origen ( CK7,

HEPAR-1 HEPAR-1 CK19, CK20)
CD10 CD10 pCEA y mCEA
pCEA (canalicular) pCEA (canalicular) (membranoso y
TTF-1(citoplasmatico) TTF-1(citoplasmatico) | canalicular)
MARCADORES | giican-3 EMA, Ber-EP4
POSITIVOS CD34 MOC31
Cromogranina
Sinaptofisina
CK20 CK7, CK19, CK20
TTF-1(nuclear) mCEA, TTF1(nuclear)
MARCADORES | CDX2 CDX2, CD34
NEGATIVOS PSA, Receptores PSA, Receptores
hormonales hormonales

Tablal: Perfil inmunohistoquimico de las principales lesiones hepéticas”
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CD34:

El CD34 es una glucoproteina transmembrana que pertenece a la familia sialomucina de las
moléculas de superficie. Se expresa selectivamente en células madre precursoras de la
hematopoyésis, células endoteliales, fibroblastos embrionarios y células tumorales de origen
endotelial.**

Las células endoteliales hepaticas tienen numerosas fenestras y carecen de membrana basal.
La hepatopatia cronica produce una angiogénesis intrahepatica y un remodelado sinusoidal
caracterizado por la pérdida de las fenestras, la formacion de una membrana basal y por la
expresion de CD34. Este proceso se llama "Capilarizacién sinusoidal™.*®

El CD34 es uno de los marcadores inmunchistoquimicos mas utiles en la distincién entre
lesiones hepatocelulares malignas y benignas. En endotelio sinusoidal hepatico no expresa
este marcador. Sin embargo en el CHC, los capilares anormales expresan el marcador CD34
de forma intensa por todo el parénquima hepético. *° Los nédulos displasicos de bajo grado y
los nodulos cirréticos regenerativos, en cambio, pueden mostrar cierta tincion de CD34 cerca

de los septos fibrosos, en la periferia y en las areas periportales.'>***’

Es por ello que se
considera que el CD34 es el marcador méas sensible para evaluar la densidad de los
microvasos que en su asociacion con la inmunotinciéon puede constituir una distincion fiable

entre CHC y enfermedades hepaticas no neoplésicas."’

En la neoangiogénesis del CHC, se produce un cambio en el aporte vascular, disminuyendo el
flujo venoso portal y siendo irrigado el tumor en su totalidad por el flujo arterial. Este cambio en
el suministro vascular, produce un aumento de flujo y presiones que pueden ser responsables
de la capilarizacion sinusoidal y la expresiéon de CD34 en las células sinuosidades hepaticas.®
También puede ser la base biologica del diagnéstico radiolégico mediante el TC con contraste,
en el que se ve laimagen tipica de hipercaptacion tumoral en fase arterial sobre un fondo de
parenquima hepatico sin contraste y una imagen de lavado rapido en fase venosa. En el
articulo realizado por Wei Xiong, Gregory Cheeney et al. pretendieron determinar si existia
relacién entre una mayor positividad en la expresion de CD34 en el tejido tumoral (aumento en
la densidad de microvasos) y una mayor tasa de detecciéon de CHC en el TC. En dicho estudio
concluyeron que aquellos CHC que no eran detectados con técnicas de imagen correspondian
a tumores pequefos (< 2cm), bien diferenciados, con menor expresién de CD34 y una menor
densidad de microvasos.®

Por otra parte, en otro estudio realizado por Naoko Tsuji determinaron que la expresion de
CD34 en los capilares y sinusoides del tejido hepatico no canceroso es un factor de riesgo para
la recurrencia multicéntrica de CHC y concluyen que la evaluacion histolégica del tejido
hepatico con inmunohistoquimica CD34 podria ser Util para la evaluacion pronéstica de
pacientes con CHC después de la cirugia.™
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Ki67:

El Ki67 es una proteina codificada en el gen MKI67 que puede detectarse dentro del nicleo
celular. Esta presente en las fases activas del ciclo celular (G1, S, G2 y mitosis) pero esta
ausente en las fases de reposo (GO0), es por ello que es un buen marcador de proliferacion

19-21

celular tanto en tejidos normales como en neoplasicos .El Ki67 fue descubierto en la

década 1980 por un grupo de investigadores alemanes y lo llamaron Ki por la Universidad de

21, 22

Kiel, Alemania y 67 en relacién al nimero del clon. Es conocida la relacién pronostica

entre el Ki67 y los distintos tumores como el cancer de mama, cancer de laringe, adenomas
hipofisarios, linfomas, carcinoma ovario, carcinoma adrenocortical etc.'**

Los resultados del metaanalisis de 54 estudios con un total de 4.996 pacientes con CHC
revelaron que un nivel alto de ki67 se asocia significativamente con un estadio de CHC
avanzado, tumores grandes e indiferenciados, con un mayor nimero de ganglios tumorales
afectos, con metastasis, invasion venosa y el nivel de alfa-proteina. El articulo concluye que la
alta expresion de Ki67 puede ser un factor pronéstico desfavorable para aquellos pacientes con
CHC puesto que esta asociado a un grado tumoral mas alto y a una recurrencia mas temprana
de la enfermedad. En cambio este metaandlisis identificd que no existian evidencias
estadisticamente significativas entre los pacientes sometidos a trasplante y la supervivencia

tras el trasplante o el tiempo libre de enfermedad. #
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es comprobar si existe relacion entre los marcadores CD34 y Ki67 y

la supervivencia y el grado histolégico en el tumor hepatico primitivo. Ademas, queremos

estudiar:

Si existe relacion entre la positividad del CD34 en tejido tumoral y el grado histologico

del tumor

Si existe relacion entre la positividad del CD34 en el tejido peritumoral y el grado

histolégico

Si existe relacion entre la mortalidad y el grado histoldgico

Si existe relacion entre la positividad del CD34 en el tejido peritumoral y la mortalidad

Si existe relacion entre la positividad del CD34 en el tejido tumoral y la mortalidad

Si existe relacion entre la positividad del Ki67 y el grado histoldgico

Si existe relacion entre la positividad del Ki67 y la mortalidad.

3. HIPOTESIS

Segun la literatura encontrada, prevemos encontrar una mayor agresividad y una mayor

recurrencia en los tumores primarios hepaticos que presenten una mayor expresividad en los
marcadores Ki67 y CD34.
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4. MATERIAL METODOS

4.1 SELECCION DE LA MUESTRA:

Se ha llevado a cabo un andlisis retrospectivo donde se han estudiado las muestras de los
pacientes con CHC trasplantados durante el periodo comprendido desde el 24 de Mayo de
1999 hasta el 11 de Diciembre de 2017 que se encuentran almacenadas en el archivo del

Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.

Se ha realizado un andlisis basico para determinar su idoneidad para alcanzar los objetivos del
estudio, siendo los criterios de inclusion de nuestro trabajo que las muestras procedan de
pacientes mayores de 18 afios, diagnosticados de hepatocarcinomay que hayan sido

trasplantados en el HCULB entre los afios indicados.
4.2 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

Se procedi6 a observar las muestras de los pacientes incluidos bajo tincion de hematoxilina-
eosina al microscopio 6ptico a 40x aumentos, identificando cortes en los que exista tumor y

tejido adyacente no tumoral.

En las posiciones identificadas mediante hematoxilina eosina, se realizaron cortes de 3 micras
y posteriormente fueron tefiidas con los marcadores inmunohistoquimicos CD34 y Ki67. Los
estudios inmunohistoquimicos se realizaron utilizando el método del complejo de
estreptavidina-biotina, con un sistema de tinciébn automatizado. Se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-CD34 (clon QBENd-10, 1: 200; Dako) y anti-Ki67 (clon MIB-1, 1: 200; Dako)

Los portas de las biopsias obtenidos, fueron escaneadas mediante el programa Aperio Scan
Scope (Leica Byosistems, Wetzlar Alemania) y posteriormente descargadas para su posterior

recuento manual de las imagenes.
4.3 VARIABLES ESTUDIADAS Y PROCEDIMIENTO DE VALORACION:

Se extraen a partir de la historia clinica de los pacientes y del programa Patwin, las variables
demogréficas: sexo y edad, las variables clinicas: tipo de tumor, retrasplantes y supervivencia,
y las variables anatomopatolégicas: etiologia, grado de diferenciacién histoldgica, cirrosis,

ndamero de nédulos, delimitaciéon de los nédulos y la invasion vascular.

El grado de positividad de los marcadores se valoré mediante la escala semicuantitativa de
Zhang (tabla 2). Mediante esta escala asociamos el porcentaje de expresividad tanto en la
zona tumoral como peritumoral a un valor comprendido entre 0 y 3, correspondiendo 0 una
ausencia de tincion y 3 una gran expresividad del marcador. Se utiliz6 el mismo procedimiento
para la interpretacion de ambos marcadores pero en el marcador Ki67 se valoré Unicamente la

zona tumoral debido a la ausencia de tincion en toda la zona peritumoral.
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Escala semicuantitativa de Zhang

Puntuacion Significado

) Ausencia de tincion

] 0~ 10% de las células tefidas

2 10— 50% de las células tenixdas

3 50 - 100% de las células tefidas

Tabla 2: Escala semicuantitativa de Zhang

Mediante el estudio del Ki67 se pretende valorar el indice proliferativo del tumor, que esta
relacionado con el grado histolégico y la agresividad tumoral. Existen diferentes patrones de
expresion del ki67 segun la fase del ciclo celular. En fase G1 encontramos una débil
positividad nucleolar que se hace mas intensa conforme evoluciona a la fase de sintesis donde
la positividad es tambien nuclear pero se aprecia una imagen punteada. En fase G2, crece el
citoplasma y desaparece el nucleolo y es cuando la célula presenta una mayor tincion del
marcador. Algunas células endoteliales o células inflamatorias pueden tefiirse por lo que es
importante la previa identificacion de las células tumorales. También es importante no valorar
como mitosis imagenes confusas que puedan corresponde a apoptosis o a artefactos de la

tincion.?*

Asi pues, para la correcta valoracién de Ki67 hay que contar todas las células tumorales que
muestren positividad nuclear, independientemente de la intensidad de la misma ya que son
células que se encuentra en proliferacién celular. Las células en reposo estan en GO y son las

Unicas que no muestras expresion de ki67.%

Para la correcta metodologia en la valoracién del marcador ki67 se siguieron las indicaciones
de la OMS (adaptacién de la publicacién Neuroendocrine Tumor Society de 2008) donde
propone el recuento de 500 a 2000 células en aquellas areas donde la proliferacion sea mas
positiva (areas calientes). El resultado final se da en forma de porcentaje y se aconseja indicar
el nimero total de células que se han valorado. Esta metodologia es importante ya que la
expresion de ki-67 no es homogénea por todo el tumor por lo que es fundamental su recuento

siempre en zonas calientes.”

El CD34 tifie la membrana de las células endoteliales. En las figuras 3y 4 y en las figuras 13,
14, 15, 16, 17 y 18 que se adjuntan en el Anexo 2 se muestran iconografia microscoépica de las

tinciones realizadas.
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Figura 3: Positividad del marcador CD34 en un CHC

Figura 4: Positividad del marcador Ki67 en un CHC

17



4.4 ANALISIS ESTADISTICO:

Se introdujeron las variables previamente obtenidas en el programa Excel (Microsoft, Richmond
EEUU) para su tabulacion y su posterior analisis estadistico. El estudio descriptivo de nuestra
muestra, se realiz6 a través de medidas de tendencia central (moda, mediana, media) y
medidas de dispersién (rangos intercuartilicos, varianza etc.) con el fin de valorar el
comportamiento de nuestra variables a estudio en la poblacion a estudio en cuanto a su

tendencia central y variabilidad.

Se cuantifico, mediante la escala de Zhang, la expresividad de la zona tumoral y peritumoral de
los dos marcadores a estudiar en las muestras previamente y se introdujeron junto con el resto

de datos en la tabla de excel.

Posteriormente se realiz6é un analisis estadistico mediante el programa IBM SPSS versién 20
para detreminar si existe relacion entre la supervivencia y la expresividad de ambas tinciones.
A la hora de analizar la supervivencia vy la relacion entre la mortalidad y la expresion de los
marcadores inmunohistoquimicos (CD34 tumoral, CD34 peritumoral y Ki67 tumoral) se
utilizaron las curvas de Kaplan Meier y el test estadistico de Breslow (Wilcoxon Generalizado).
Para interpretar las variables cualitativas se ha obtado por el Chi-cuadrado. En aquellas tablas
2x2 que no cumplieron los requisitos para usar el Chi-cuadrado, han sido analizadas mediante

el estadistico de Fisher.
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5. RESULTADOS

Siguiendo el protocolo del estudio se seleccionaron 100 casos de pacientes trasplantados en el
H.C.U Lozano Blesa por un tumor hepatico primario, de los cuales 42 muestras se descartaron
tras el analisis debido a que los bloques de parafina contenian una muestra insuficiente o
porque ya no estaban disponibles en el archivo. Se excluyen ademas otras 8 de las muestras
debido a la dificil valoracién por la presencia de necrosis secundaria a quimioembolizacion, se

obteniendo finalmente una muestra de 50 pacientes (n=50). (Figura 5)

100 biopsias CHC reclutadas
en el archivo HCULB

42 pacientes excluidos por
muestra insuficiente o no

disponibilidad en el archivo

8 muestras excluidas por su
dificil valoracién.

n=50 pacientes

Figura 5: Diagrama de flujo del proceso de busqueda de pacientes.

Sexo:

De estos 50 pacientes encontramos que 45 pacientes eran varones (90%) y 5 de los pacientes

eran mujeres (10%). (Figura 6)

90%

Figura 6: Diagrama distribucién de la variable Sexo
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Edad:

La muestra escogida presenta una edad media de 56,64, una moda de 61afios y una mediana
de 58. La edad mas precoz de aparicion de CHC fue de 42 afios y la edad mas tardia de 68

afios. La edad media entre las mujeres era de 53.2 afios y entre los hombres de 57 afios.

Etiologia:

La etiologia mas frecuente fue debido al VHC representado por 26 pacientes (52%), seguida de
la endlica con 14 pacientes (28%), coexistiendo en un 2% de los pacientes la causa endlica y el
VHC. En una menor medida, encontramos que un 2% fue debido a hemocromatosis y en un

6% de los casos no se consiguié averiguar la causa. (tabla 3)

Etiologia Frecuencia Porcentaje

VHC 26 52%
ENOLICA 14 28%
VHB 5 10%
CRIPTOGENICA 3 6%
HEMOCROMATOSIS 1 2%
VHC ENOLICA 1 2%

ota 0 00,0

Tabla 3: Distribucién de la causas de CHC en nuestra muestra

Grado histoloégico:

En cuento al grado histol6gico de los tumores, observamos que en nuestra muestra
predominan los tumores bien diferenciados (G1) representando el 82%. Los tumores
moderadamente diferenciados (G2) constituyeron el 18%, no presentando en nuestra muestra

ningun tumor indiferenciado (G3).

Tipo tumoral:

Con respecto a los tipos de CHC en funcién de su organizaciéon microscopica, encontramos

gue 37 biopsias son de tipo trabecular, 6 acinares y 7 de tipo mixto (trabecular-acinar).
Cirrosis:

El 98% de los pacientes con CHC tenian antecedente de cirrosis (49 pacientes) y el 2%

restante de los pacientes presentaban un estado precirrético (1 paciente).
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Invasién vascular:

El 30% de los CHC estudiados presentaron invasion vascular tumoral. De las 15 biopsias
donde se apreciaba invasién vascular, 4 CHC eran de grado histolégico moderadamente
diferenciado (G2) y 11 CHC eran bien diferenciados G1. (Figura 7).

Figura 7 : Porcentaje de invasion vascular

Numero de nédulos tumorales:

El 34% de los CHC presentaban un Unico nédulo tumoral mientras que el 66% presentaban

multiples nédulos tumorales (figura 8).

UNICO
34%
MULTI
FOCAL
66%

Figura 8: Presencia de nédulos tumorales

Delimitacién de los nédulos:

En el 30% de los casos de CHC los bordes nodulares eran de tipo infiltrativo. De los pacientes
actualmente vivos, la mayoria no presentaban bordes infiltrantes (80%), mientras que el 100%
de los pacientes que presentaron una supervivencia tras el trasplante inferior de un afio,

mostraban noédulos con bordes infiltrantes.
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Pacientes sometidos a retrasplante:

Cuatro pacientes del total de la muestra, necesitaron ser retrasplantados representando un 8%
del total. Los cuatro pacientes presentaban un tumor bien diferenciado (G1). Tres pacientes
fueron retrasplantados debido a una recidiva del virus de la Hepatitis C y en el Ultimo caso por

un rechazo cénico del érgano. En ninguno de los cuatro se encontro recidiva tumoral.

Marcador CD34:

En cuanto a la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos, la expresion de CD34 en el
tejido tumoral fue moderadamente positiva ( grado 2 en la escala de Zhang) en el 20% (10
pacientes) y elevadamente positiva (grado 3 en la escala se Zhang) en el 80% (40 pacientes)
de las muestras. La expresion del marcador CD34 peritumoral fue negativa en el 4% (2
pacientes) de las muestras, levemente positiva (grado 1 escala Zhang) en el 50% (25
pacientes) de las muestras y moderadamente positiva (grado 2 en la escala se Zhang) en el

46% (23 pacientes) de las muestras.

Marcador Ki67:

Respecto al marcador Ki67 en el tejido tumoral, el 8% (4 pacientes) de las muestras
presentaron ausencia de tincion, el 82% presentaron una tincion leve (grado 1 escala Zhang) y

un 10% presentaron una tincién moderada (grado 2 de la escala de Zhang).

Analisis de supervivencia:

Con respecto a la supervivencia tras el trasplante, murieron 9 pacientes antes del primer afio (1
antes del primer mes, 4 antes de los 6 meses y 4 pacientes entre los 6 meses y el afio).
Fallecieron 5 pacientes antes de los 3 afios tras el trasplante, 5 pacientes antes de los 5 afios,
15 pacientes antes de los 10 afios y 16 pacientes siguen todavia vivos con un periodo libre de

enfermedad mayor a 10 afios. (Figura 9)

La supervivencia media de la muestra fue de 3085 dias que corresponde a 8,45 afios. En la
figura 9y en latabla 9 que se adjunta en el anexo 1 se muestra la mortalidad tras el trasplante

de los pacientes estudiados.

22



Funcion de supervivencia
FUnchin de supstreencia
104 - Cantur

08

044

Supervivencia acum

T ¥
000 4000 6000

dias_superv

Figura 9: Curva de supervivencia

5.1 RELACION CD34 TUMORAL Y EL GRADO HISTOLOGICO:

En la tabla 4 podemos observar como en nuestra muestra de 50 pacientes, el 20% de los CHC
presentan una positividad de 2 en la escala de Zhang y el 80% de los CHC presenta un valor
de 3. Analizando la variable CD34 valor 2, se observa que el 60% de ese grupo se
corresponde con un grado histolégico bien diferenciado (G1) y el 40% corresponde a un grado
histol6gico moderadamente diferenciado (G2). Estudiando la variable CD34 valor 3, se observa
que el 87,5% de ese grupo presenta un grado histolégico bien diferenciado (G1) y el 12,5%
presenta un grado histol6gico moderadamente diferenciado (G2).

En nuestro trabajo se observa como las zonas con mayor positividad para el marcador CD34
corresponden con mayor frecuencia a tumores bien diferenciados (G1) que a tumores

moderadamente diferenciados (G2).

Utilizando el analisis estadistico de Fisher, se obtiene una p de 0,65 que no es significativa, por

lo que no podemos afirmar que la positividad del CD34 se asocie a una mayor diferenciacion

histolégica.
Gl G2 TOTAL
CD34 tumoral 2 6 (60%) 4 (40%) 10 (20%)
CD34 tumoral 3 35 (87,5 %) 5 (12,5%) 40 (80%)
OTA 4 32% 9 3% 0 00%

Tabla 4: Relacion expresion CD34 tumoral y grado histolégico.
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5.2 RELACION VALOR CD34 PERITUMORAL Y EL GRADO HISTOLOGICO:

Gl G2 TOTAL
CD34 peritumoral 0 2 (100%) 0 (0%) 2 (4%)
CD34 peritumoral 1 20 (80%) 5 (20%) 25 (50%)
CD34 peritumoral 2 19 (82,6%) 4 (17,4%) 26 (46%)

41 (82%) 9 (18%) (100%)

Tabla 5: Relacion expresion CD34 peritumoral y grado histolégico.

Se observa en la tabla 5 como de las 50 biopsias de CHC de nuestro estudio, el 4% presento
un valor igual a 0 en la expresién de CD34 en el tejido peritumoral, correspondiendo ambos dos

pacientes a un CHC bien diferenciado (G1).

El 50% de los CHC mostraron una expresividad de 1 en el tejido peritumoral, de los cuales el
80% fueron tumores bien diferenciados (G1) y el 20% tumores moderadamente diferenciados
(G2).

El 46% de total de biopsias, presentaron un valor de 2 en la expresién de CD34 peritumoral,
correspondiendo en su mayoria a tumores bien difrenciados (82,6%) y siendo moderadamente

diferenciados en un 17,4%.

Podemos ver una mayor positividad del CD34 peritumoral en aquellos tumores bhien

diferenciados.

5.3 RELACION ENTRE LA SUPERVIVENCIA Y EL GRADO HISTOLOGICO:

De nuestra muestra de 50 pacientes, el 32% de los CHC siguen vivos (16 pacientes)
actualmente tras el trasplante mientras que el 68% fallecieron (34 pacientes). De los pacientes
vivos, el 87,5% corresponde con un grado histoldgico bien diferenciado (G1) y el 12,5%
corresponde con un tumor moderadamente diferenciado (G2).

Analizando los pacientes fallecidos, el 79,4% se corresponden con un tumor G1y el 20,6%
corresponde a G2.

Utilizando el andlisis estadistico de Fisher, se obtiene una p de 0,699 que no es significativa,

por lo que no podemos afirmar que exista asociacion entre la mortalidad y el grado histolégico.
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5.4 RELACION ENTRE LA EXPRESION CD34 PERITUMORAL Y LA
SUPERVIVENCIA:

Funciones de supervivencia

Supervivencia acum

| T T L
0 2000 4020 6000

dias_supervy

Figura 10: Distribucion de supervivencia en funcién del valor de CD34 peritumoral

En relacién a la figura 10, se muestra la relacién existente entre la supervivencia tras el
trasplante hepético y la expresividad del marcador CD34 en el tejido peritumoral. En ella se
demuestra que la supervivencia no se ve influenciada por los valores de expresividad del
marcador CD34.

Se observa en la siguiente tabla (Tabla 6), como hay una supervivencia del 50% en los
pacientes con un valor 0 de CD34 peritumoral, una supervivencia del 36% en los pacientes con

valor 1y de 26,1% en los pacientes con un valor de 2 en la expresion de CD34 peritumoral.

CD34 PERITUMORAL- EXITUS
CD34 Peritumoral | N°total | N°de Exitus Pacientes Vivos
N° Porcentaje
2 1 1 50,0%
25 16 9 36,0%
23 17 6 26,1%

Global

Tabla 6: Relacién de los pacientes fallecidos en funcién de la variable CD34 peritumoral

Se realiza es test de Breslow (Wilcoxon generalizado), obteniéndose una p de 0,574 que no es

estadisticamente significativa. Por lo tanto, aunque vemos en nuestros datos una leve
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tendencia a que una mayor positividad del CD34 peritumoral se asocia a una peor
supervivencia, no podemos afirmar que exista relacion entre la expresion del de CD34 en el
tejido peritumoral y la mortalidad.

En la tabla 10 que se adjunta en el anexo 1 se muestra la mortalidad tras el trasplante de los

pacientes estudiados en relacion con la expresividad del marcador CD34 peritumoral.

5.5 RELACION ENTRE EXPRESION CD34 TUMORAL Y LA
SUPERVIVENCIA:

Funciones de supervivencia
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Figura 11: Distribucién de la supervivencia en funcion del valor de CD34 tumoral

En relacién a la figura 11, se muestra la relacién existente entre la supervivencia tras el
trasplante hepético y la expresividad del marcador CD34 en el tejido tumoral. En ella se
demuestra que la supervivencia no se ve influenciada por los valores de expresividad del
marcador CD34. En la tabla 11 que se adjunta en el anexo 1 se muestra la mortalidad tras el
trasplante de los pacientes estudiados en relacion con la expresividad del marcador CD34

tumoral.

La media de supervivencia total es igual a 8,45 afios, mientras que la media de supervivencia
en aquellos pacientes con un CHC con expresion igual a 2 fue de 8 afios y los pacientes con un
CHC de expresion 3 en la escala de Zhang tienen una media de supervivencia de 8,3 afios.

Se realiza es test de Breslow (Wilcoxon generalizado), obteniéndose una p de 0,737 que no es
estadisticamente significativa. Por lo tanto no podemos afirmar que exista relacion entre una

mayor expresividad del marcador CD34 en el tejido tumoral y una mayor mortalidad.
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5.6 RELACION ENTRE EL VALOR DE K167 Y EL GRADO HISTOLOGICO:

G1 G2 TOTAL
Ki67 Tumoral 0 5 (83,3%) 1 (16,7%) 6 (12%)
Ki67 Tumoral 1 33 (84,6%) 6 (15,4%) 39 (78%)
Ki67 Tumoral 2 3 (60%) 2 (40%) 5 (10%)

41 (82%) 9 (18%) 50 (100%)

Tabla 7: Relacion entre el ki67 y el grado tumoral

La tabla 7 nos muestra como del total de 50 CHC, el 12% presentan en tejido tumoral una
ausencia de tincion ( valor 0 segun escala de Zhang), el 78% de los CHC presentaron un valor

igual a1y el 10% un valor igual a 2.

Analizando la variable Ki67 valor 0, se observa que el 83,3% son tumores bien diferenciados

(G1) y el 16,7% se corresponden con tumores moderadamente diferenciados (G2).

De los 39 CHC que presentan una expresividad igual a 1 en la escala se Zhang, el 84,6%
corresponden a tumores bien diferenciados (G1) y el 15,4% corresponde a tumores

moderadamente diferenciados (G2).

Finalmente, de los 5 pacientes que presentan una expresividad del Ki67 igual a 2, el 60% son

tumores bien diferenciados (G1) y el 40% son tumores moderadamente diferenciados (G2).

5.7 RELACION ENTRE EXPRESION DE Ki67 TUMORAL Y LA
SUPERVIVENCIA :

0.0+

Supervivencia acum

T
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Figura 12: Curva de supervivencia en funcion de la expresion de Ki67
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En la figura 12 y en la tabla 8 podemos observar la relacion entre la mortalidad y el valor
otorgado de expresividad de Ki67 en el tejido tumoral. En la tabla 12 que se adjunta en el
anexo 1 se muestra la mortalidad tras el trasplante de los pacientes estudiados en relacion con
la expresividad del marcador Ki67 tumoral.

La media de supervivencia global de la muestra es de 8,45 afios. En los pacientes con un valor
0 en la expresion de ki67 la supervivencia fue de 7,4 afios mientras que los pacientes con valor
1 tuvieron una supervivencia media de 7,7 afios y los pacientes con valor 2 la supervivencia fue
de 10,3 afios. En la tabla 5 se observa el porcentaje de pacientes vivos segun los valores de
tincion de la escala de Zhang.

Se utilizo el test de Breslow (Wilcoxon generalizado) y se obtuvo una p igual a 0.516. Al no ser
la p significativa, no podemos afirmar que exista una relacion entre la expresividad del
marcador Ki67 y la supervivencia aunque en nuestra muestra exista aparentemente una menor

mortalidad en aquellos pacientes con mayor positividad para el marcador.

: : Pacientes vivos
Ki67 Tumoral | N° total N° de Exitus -
N° Porcentaje
6 5 1 16,7%
39 26 13 33,3%
5 3 2 40,0%

Global

Tabla 8: Relacién de los pacientes fallecidos en funcién de la variable Ki67 tumoral
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6. DISCUSION

En los paises desarrollados, el CHC es mas frecuente en varones y los factores de riesgo mas
importantes son el virus de la Hepatitis C (VHC) y el alcoholismo. Concretamente, el VHC es el
factor de riesgo mas relevante. La adquisicion de dicha infeccion suele darse en la edad adulta,
por lo que el CHC aparece sobre los 60-70 afios®. Ademas en el 75-90% de los casos se
encuentra cirrosis como lesién previa.' Estos datos se corresponden a los datos obtenidos de
nuestra muestra, donde existe un predominio de varones (90%), la etiologia mas frecuente es
el VHC (52%) seguida de la causa endlica (28%) y el 98% de los pacientes presentaban

cirrosis, existiendo pecirrosis en un 2%.

Relacién entre la expresién CD34 v la mortalidad:

En nuestro trabajo, encontramos que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre la expresividad del marcador CD34 y la supervivencia tras el trasplante por lo que no
podamos afirmar que exista una mayor mortalidad en aquellos pacientes con una mayor

expresion del marcador.

Wenijiao Zeng *° concluye que no se encuentran diferencias en pacientes trasplantados, pero si
gue existe un mejor prondstico en pacientes con una mayor densidad de microvasos (mayor
expresividad de CD34) tras la reseccion hepética parcial en comparacién con los pacientes con
una MVD baja (menor expresividad de CD34). Una posible explicacion es que, las metastasis
intrahepaticas son con frecuencia el primer lugar de diseminacién, que son resecadas durante
el trasplante hepético. En cambio tras la reseccion hepética parcial, el higado remanente puede
albergar metastasis no detectables clinicamente que dan lugar a recurrencias en el debido

tiempo.

Relacién entre la expresion de CD34 vy el grado histoldgico:

Aunque no es estadisticamente significativo se observa en nuestro trabajo como una mayor
expresion del marcador CD34 en el tejido tumoral y peritumoral se asocia a una mejor

diferenciacién histologica.

Relacién entre la expresion del Ki67 y el grado histoldgico:

En cuanto al marcador Ki67, no se pudo estudiar la asociacion del marcador respecto al grado
tumoral por no cumplir los requisitos del estadistico Chi-cuadrado.

D’Errico el al *® mostraron en su articulo como una alta expresién de Ki67 en tejido tumoral de
CHC, se asociaba a tumores de alto grado histolégico. En cambio en el articulo realizado por
Cao et al *°, concluyen que el ki67 esta relacionado con un mayor TNM pero que no encuentran

asociacion entre el Ki67 y el grado histologico.
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Relacién entre la expresion del Ki67 y la mortalidad:

En nuestro estudio se sugiere una mayor supervivencia en los CHC con una mayor expresion
de Ki67, aunque no podemos afirmar que exista relacion puesto que no es estadisticamente
significativo. En contraposicion a nuestros datos encontrados, en el estudio realizado por
Schmilovitz-Weiss % se observa como una elevada expresién del marcador se correlaciona con
una mayor mortalidad, y en el estudio realizado por Nakanishi et al * afirman como alta

expresion de Ki67 se asocia con una mayor y mas temprana recurrencia tumoral.

Luo Y et al. realizaron un metaanalisis en el cual concluye que la alta expresién de Ki67 puede
ser un factor prondstico desfavorable para aquellos pacientes con CHC puesto que esta
asociado a un grado tumoral mas alto, a una recurrencia mas temprana de la enfermedad y
una mayor mortalidad. En cambio identificd que no existian evidencias estadisticamente
significativas entre los pacientes tratados con trasplante y la supervivencia o el tiempo libre de
enfermedad. ** Estos datos concuerdan con los resultados obtenidos en nuestro estudio donde
no hemos encontrado evidencias significativas entre una alta expresion de Ki67 y un mayor
grado histologico o una mayor mortalidad. Este hallazgo podria significar que la expresion del
marcador inmunohistoquimico Ki67 puede relacionarse con una mayor agresividad tumoral en
CHC pero no sea significativo en aguellos tumores tratados con trasplante hepético. Su
conclusién final es que el Ki67 es un marcador de mal prondstico en el CHC y que su
valoracién podria ayudar para determinar en el tratamiento y prondstico de tumor pero que para
validar estos resultados se requieren mas estudios en pacientes trasplantados.?

Nuestros datos no han sido concluyentes puesto que no existe evidencias de una mayor
expresiéon de los marcadores inmunohistoquimicos CD34 y Ki67 se asocien a una mayor
agresividad tumoral 0 a una menor supervivencia posiblemente por las limitaciones de nuestro
estudio, ya que se ha analizado una muestra pequefia y muy homogénea. Considero que seria
necesario el realizar mas estudios sobre este tema con un mayor tamafio muestral y utilizando

recuento del grado de tincién informatico que sea mas preciso y objetivo para su valoracion.
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/. CONCLUSIONES

En nuestro estudio, hemos encontrado en concordancia con la bibliografia consultada,

como el CD34 es de mayor positividad en la zona tumoral que en la peritumoral.

Siendo pues mas profusa la vascularizacion y capilarizacion sinusoidal en el tumor que

en el higado peritumoral.

Aunque no existan diferencias estadisticamente significativas, se observa una
tendencia a una mayor expresion del marcador CD34 en los tumores bien
diferenciados (G1) que en los moderadamente diferenciados (G2).

En nuestro estudio, la causa del fracaso del trasplante hepatico y posterior

retrasplante, no tuvo relacion con la recidiva tumoral.

En nuestro estudio, la supervivencia no ha mostrado una relacién estadisticamente
significativa con una mayor expresividad de los marcadores CD34 y Ki67. Pensamos
que puede deberse a la heterogeneidad de la muestray al nimero limitado de casos

de la misma.
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