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Introduccion

El carcinoma hepatocelular (CHC) es una de las neoplasias malignas mds prevalentes en
todo el mundo. El trasplante de higado (TOH) es la mejor opcidn terapéutica potencialmente
curativa en pacientes cirréticos seleccionados (criterios de Milan). Sin embargo, la escasez de
donantes alarga el tiempo en la lista de espera y promueve la progresién del tumor. Ademas,
la tasa de recidiva después del TOH es alta, en torno al 10-20%. Hoy en dia no existen
marcadores eficientes de actividad bioldgica previa al TOH que puedan predecir la recaida. La
determinacion de células tumorales circulantes (CTC) en sangre periférica, podria desempefiar

un papel importante.

El objetivo de este trabajo es determinar el nimero de CTC en pacientes con CHC incluidos
en la lista de espera para TOH, estudiar su posible asociacion con los niveles de
alfafetoproteina (AFP), captacién en el PET-TC y variables clinicas (invasion vascular, tamafio
tumoral, tiempo en lista de espera, recidiva, etc) y comparar los niveles de CTC antes del TOH y

durante los dos primeros afios de seguimiento.

Pacientes y método

Se obtuvo sangre periférica de 30 pacientes incluidos en lista de espera para TOH y al cabo
de 1y 6 meses, y 1y 2 afios del TOH. La determinacién de CTC se realizd a partir de sangre
periférica por el método Isoflux, basado en anticuerpos inmunomagnéticos anti-EpCAM vy
posterior recuento por inmunofluorescencia. Andlisis estadistico: se emplearon los test Rho
Spearman, U de Mann-Whitney y test de Wicoxon cuando era apropiado (SPSS 22.0; Inc.,
Chicago, Ill, USA).

Resultados

Se incluyeron 30 pacientes con CHC dentro de los criterios de Mildn. El 90% fueron varones,
con una mediana de edad de 57 afios. La mediana de seguimiento fue de 57 meses (RI: 45-62).

Durante el seguimiento, 4 pacientes (13,3%) presentaron recidiva.

A todos los pacientes se les extrajo una muestra sanguinea para la determinacién de CTC
antes del TOH y en 24 de ellos (80%) se contabilizé al menos una CTC. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles preTOH y los niveles de CTC al afio
(p=0,018) y a los 2 afios (p=0,038). Los niveles de CTC a lo largo del seguimiento en los

pacientes con y sin recidiva fueron similares.
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Los niveles pretrasplante de CTC se asociaron a un mayor tiempo en lista de espera
(p=0,002), PET-TC positivo (p=0,024), mayor tamafio tumoral (p=0,001), mayor suma del

didmetro de los tumores viables (p=0,006) y presencia de invasién microvascular (p=0,033).

En los pacientes con PET-TC positivo fue mas frecuente la presencia de invasion
microvascular (30% vs 0; p=0,03) y se asocid a mayores niveles de CTC pretrasplante (p=0,028)

y mayor suma del diametro de tumores viables (p=0,034).

Los pacientes con recidiva presentaron un SUVmax mas elevado (5,2 vs 1,1; p=0,013),
mayor tamafio tumoral (5 cm vs 2 cm, p = 0,036), mayor suma de los diametros de los tumores
viables (8,3 cm vs 2,8 cm; p=0,031), mayor frecuencia de invasidn microvascular (50% vs 3,8%;
p = 0,039), menor supervivencia libre de enfermedad (SLE) (8 meses vs 59,5 meses, p=0,003) y
menor supervivencia global (22 meses vs 59,5 meses; p=0,017). Ademas, se observd una

tendencia descendente en los niveles de CTC.

La SLE fue menor en pacientes con SUVmax > 3,5 (p<0,001) y niveles pretrasplante de CTC 2

9 (p=0,040).

Conclusiones

Los niveles de CTC disminuyen significativamente después del TOH. La concentracién de
CTC en sangre periférica y la captacion en el PET-TC en pacientes con CHC sometidos a TOH
esta asociada con factores de mal prondstico y a una menor SLE. La determinacion de estos

marcadores antes del TOH es util para predecir la recidiva.
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Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most prevalent malignancies worldwide. Liver
transplantation (LT) is the best potentially curative therapeutic option in selected cirrhotic
patients (Milan criteria). Nevertheless, the shortage of organ donors lengthens the wait time
and promotes tumor progression. What is more, the recurrence rate after LT is high, around 10
to 20%. Nowadays, there are not efficient markers of biological pretransplant activity that
could predict early recurrence. In this context, the investigation of circulating tumor cells

(CTCs) in peripheral blood, also termed liquid biopsy, could play a major role.

The aim of this work is to determine the number of CTCs in patients with HCC awaiting for
LT, to study its possible association with AFP levels, positivity of PET-CT and clinical variables
(vascular invasion, tumor size, waiting list time, post-LT recurrence...) and to compare CTC

levels before and after LT (one and six months and one and two years).

Patients and method

Peripheral blood was obtained from 30 patients on the waiting list for LT and after 1 month,
6 months and one and two years of the LT. CTCs immunomagnetic isolation was performed
with anti-EpCAM antibodies by IsoFlux™ system. Statistical analysis: Rho Spearman test, Mann-
Whitney U test and Wilcoxon test were used when appropriate (SPSS 22.0; Inc., Chicago, llI,
USA).

Results

A total of 30 patients with HCC within Milan criteria were included. Ninety percent were
male, with a median age of 57 years. The median follow-up was 57 months (IQR: 45-62).

During follow-up, 4 patients (13.3%) had a recurrence.

A blood sample was taken from all patients for the determination of CTCs before LT, and in
24 of them (80%) at least one CTC was counted. Statistically significant differences were found
between the pre-LT levels and the CTC levels at one year (p=0.018) and at 2 years (p=0.038).

Throughout follow-up, CTC levels were similar in patients with and without recurrence.

Pre-LT levels of CTC were associated with a prolonged waiting time on the list (p=0.002),
positive PET-CT (p=0.024), larger tumor size (p=0.001), increase in the sum of the diameters of
viable tumors (p=0.006) and presence of microvascular invasion (p=0.033). No significant

correlation was found between pre-LT CTC levels and recurrence.
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In patients with positive PET-CT, the presence of microvascular invasion was more frequent
(p=0.03) and was associated with higher levels of pre-LT CTCs (p=0.028) and an increase in the

sumsum of viable tumors diameter (p=0.034).

Patients with recurrence presented a higher SUVmax (5.2 vs 1.1; p=0.013), larger tumor size
(5 cm vs 2 cm, p=0.036), and greater sum of the diameters of viable tumors (8, 3 cm vs 2.8 cm;
p = 0.031), higher frequency of microvascular invasion (50% vs 3.8%; p=0.039), lower
recurrence-free survival (8 months vs 59.5 months, p = 0.003) and lower overall survival (22

months vs 59.5 months; p=0.017). Also, a downward trend was observed in CTC levels.

The recurrence-free survival was lower in patients with SUVmax > 3.5 (p<0.001) and pre-LT

CTC levels > 9 (p=0.040).

Conclusion

CTC levels decrease significantly after LT. CTC levels and PET-CT uptake in patients with HCC
undergoing LT is associated with clinical and pathological factors of poor prognosis and lower
recurrence-free survival. Therefore, the determination of these markers before transplantation

is useful to predict recurrence.
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AASLD, American Association for the study of Liver Diseases

AFP, alfafetoproteina

AJCC, American Joint Comitte on Cancer

BCLC, Barcelona Clinic Liver Cancer

CHC, carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma
CSC, circulating stem cells (células madre circulantes)
CTC, células tumorales circulantes

ECOG, Eastern Cooperative Oncology Group

EMT, transicion epitelio-mesenquimal

EpCAM, molécula de adhesion de células epiteliales
QE, quimioembolizacion

LEQ, lista de espera quirurgica

MELD, Model of End-Stage Liver Disease

TACE, transarterial chemoembolization (quimioembolizacion transarterial)

TC, tomografia computarizada
TOH, trasplante ortotdpico hepdtico
VHB, virus de la hepatitis B

VHC, virus de la hepatitis C
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Introduccion

El hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (CHC) es la sexta neoplasia maligna mas
frecuente en el mundo y la segunda en términos de mortalidad. Este tumor a menudo se
desarrolla en el contexto de una hepatopatia crénica (1,2) en cuyo caso el trasplante hepatico
es la mejor opcion potencialmente curativa en pacientes seleccionados (criterios de Milan) (3)
con una supervivencia global a 5 afios inferior al 70% (4). Sin embargo, la escasez de donantes
alarga el tiempo en lista de espera, promoviendo la progresion de la enfermedad. A su vez, la
tasa de recurrencia postrasplante no es desdefiable: del 10 al 20% de los pacientes sufrira
recidiva tumoral al cabo del primer afio. Esto mermard considerablemente su supervivencia al
extenderse el tumor a otras localizaciones y disminuir la probabilidad de reintervencién con

intencion curativa (5).

Se han descrito varios factores prondsticos asociados al fendmeno de recurrencia. Sin
embargo, estdn basados en caracteristicas macro y microscépicas tras el andlisis
anatomopatoldgico del higado enfermo explantado. Esto factores prondsticos son
fundamentalmente el tamafo y nimero de nddulos, el grado de diferenciacidn y la presencia
de invasion microvascular. Actualmente no existen marcadores eficientes de la actividad

tumoral pretrasplante que permitan predecir de forma precoz la recidiva de la enfermedad.

En este contexto, la determinaciéon de células tumorales circulantes (CTC) en sangre
periférica, también denominada biopsia liquida, podria desempefiar un papel importante.
Estas células provienen de un tumor sélido primario o bien de un foco metastasico y son
diseminadas por todo el organismo a través del torrente sanguineo, lo que da pie al desarrollo
de nuevos focos de enfermedad tumoral. Hoy en dia estan consideradas marcadores
emergentes del proceso metastdsico, proporcionando informacidn en tiempo real sobre el
estado oncolégico de forma individualizada. Entre sus principales aplicaciones clinicas se
encuentran el diagndstico precoz de cancer, la deteccion de recidiva o progresion de la
enfermedad, la optimizacién del tratamiento y la monitorizacidn de la respuesta al mismo.
Precisamente, dos de las principales razones por las que fracasa el tratamiento frente a una
enfermedad cancerigena son la incapacidad para monitorizar la evolucion del tumor a lo largo
del tiempo y adaptar el tratamiento de acuerdo a estos cambios y la dificultad para identificar

la reaparicion de la enfermedad precozmente.

Los niveles de CTC en pacientes con hepatocarcinoma han demostrado asociarse con la
supervivencia global, la supervivencia libre de enfermedad, el tamafo tumoral, la presencia o

no de invasion microvascular, los niveles de AFP, etc. Asimismo, se ha demostrado su
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aplicabilidad como factor predictor de recurrencia tras la cirugia. Sin embargo, el peso de la
evidencia cientifica recae sobre aquellos casos sometidos a cirugias resectivas curativas, y se
desconoce el papel que juegan en pacientes trasplantados de higado por hepatocarcinoma. En
estos casos, debido a una completa exéresis del tumor (higado explantado) y al implante de un
nuevo injerto libre de enfermedad, la presencia de CTC extrahepdticas pretrasplante se ha

postulado como la fuente de recurrencia y aparicién de metdstasis postrasplante.

El objetivo de este trabajo es estudiar la evolucidn de las CTC antes y después del trasplante
hepatico en pacientes diagnosticados de CHC dentro de los criterios de Milan, analizar su papel
en la recaida de la enfermedad y determinar su posible asociacion con la captacién en el PET-

TC, los niveles de AFP y los factores de mal prondstico conocidos.
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1.1. HEPATOCARCINOMA

El hepatocarcinoma es la neoplasia primaria del higado mas frecuente. Suele desarrollarse
en pacientes que presentan una cirrosis hepatica establecida y supone una de las principales
causas de muerte en este grupo, lo que lo convierte en una de las neoplasias mas letales y, por
tanto, en un problema médico relevante. Esto ha impulsado el desarrollo de nuevas
herramientas para lograr un diagndstico precoz y tratarlo eficazmente en todas sus fases

evolutivas.

1.1.1. Epidemiologia

El CHC es el séptimo cancer mas frecuente a nivel mundial (quinto en varones y noveno en
mujeres) y el segundo en términos de mortalidad, con aproximadamente 800.000 muertes al
afio. Las tasas de incidencia y mortalidad de los varones triplican a las de mujeres (15,3 vs 5,3%
y 14,3 vs 5,1% respectivamente) (6,7). Suele aparecer a la edad media de 50-60 afios (8). Su
distribucion a lo largo y ancho del globo terrdqueo es heterogénea, siendo el Sudeste asiatico y
Africa subsahariana las regiones mas afectadas (mas de 15 casos/100.000 hab/afio). Un dato
preocupante es que la incidencia de CHC estd aumentando a nivel mundial (9). Ademas,
también se ha constatado un aumento en la tasa de mortalidad, a diferencia de otras
neoplasias (10). Los paises del sur de Europa, entre ellos Espaia, pertenecen a las regiones de

incidencia intermedia, entre 5-10 casos/100.000 hab/afio (11).

La mayoria de casos se desarrollan en el seno de una hepatopatia crénica avanzada
(cirrosis) (12) y se han identificado varios factores de riesgo importantes para el desarrollo de
CHC. Estos incluyen la infeccion por el virus de la hepatitis B (VHB), la infeccion crdnica por el
virus de la hepatitis C (VHC), la hemocromatosis hereditaria y la cirrosis de casi cualquier causa
(23). En un analisis de 770.000 casos de CHC en todo el mundo en 2012, mas del 50% de los
casos se atribuyeron al VHB y el 20% a la infeccidn por VHC (14). En Espafia, el principal factor
de riesgo asociado a la apariciéon de CHC es el VHC (11,15). El riesgo de desarrollar CHC es
menor del 1% anual en pacientes con hepatitis crénica sin fibrosis significativa y aumenta a un
3-7% anual cuando se establece la cirrosis, debido a la inflamacién crénica durante el proceso
de necrosis-regeneracién (16). Otros factores que se han asociado con un riesgo incrementado
de desarrollar CHC son el tabaco, la diabetes mellitus, el déficit de alfa-1-antitripsina, la

esteatosis hepatica no alcohdlica y la aflatoxina. En Espafia, la disponibilidad en la actualidad
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de un tratamiento eficaz contra el VHC es posible que conduzca a cambios en la incidencia de
CHC en los proximos afos. Las guias espafiolas (17) recomiendan la vacunacién universal
contra el VHB (reduce la incidencia de CHC) y el tratamiento antivirico en pacientes con
hepatitis virica crénica (previene la evolucién a cirrosis y, por tanto, la aparicion de CHC).
Ademas, una vez establecida la lesion hepatica oncogénica, la eliminacion del agente

etiolégico disminuye (pero no elimina) el riesgo de aparicién de CHC.

1.1.2. Clinica

El CHC es un tumor que a menudo crece de forma silente y requiere la realizacién de varias
pruebas de imagen para su diagndstico. La ausencia de signos o sintomas especificos durante
el curso clinico conlleva que muchos pacientes sean diagnosticados en una fase avanzada en la
gue no existe un tratamiento curativo. La mediana de supervivencia desde el diagndstico es de

6 a 20 meses (18-20).

La mayoria de los pacientes no presentan sintomas mas alld de los propios de la cirrosis. La
aparicion de ascitis, encefalopatia, ictericia o hemorragia digestiva, es decir, Ia
descompensacién de una cirrosis que hasta entonces se mantenia estable, puede sugerir la
presencia de CHC. Los sintomas descritos en la literatura son inespecificos: astenia, anorexia,
pérdida de peso, dolor abdominal, ictericia (por invasién del arbol biliar), dolor dseo (por
metdstasis), fiebre (por necrosis tumoral), hemorragia intraabdominal (por rotura tumoral) o la

(rarisima) presencia de un absceso hepatico piégeno (18).

1.1.3. Diagnostico

En nuestro entorno, mas del 80% de los CHC se desarrollan en el seno de una cirrosis y en
estos pacientes la presencia de CHC es una de las principales causas de muerte (21). En un
paciente cirrético el hallazgo de un nédulo hepatico (especialmente si es mayor de 1 cm) debe

considerarse sospechoso de CHC y estudiarse (Figura 1) (22).

El analisis de laboratorio es inespecifico y muchos pacientes mostrardn alteraciones propias
de la cirrosis: trombocitopenia, hipoalbuminemia, hiperbilirrubinemia, hiponatremia,

hipopotasemia, alargamiento del tiempo de protrombina, etc.
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El CHC recibe principalmente flujo sanguineo arterial (a diferencia del parénquima hepatico,
que también recibe flujo portal), lo que condiciona un patrén de captacion de contraste
especifico en las pruebas de imagen que consiste en hipervascularizaciéon en fase arterial
seguida de lavado precoz en fase venosa portal. De acuerdo a estos criterios, es posible
establecer el diagndstico no invasivo de CHC como todo nédulo mayor de 1 cm que presenta
dicho patrén vascular en una prueba de imagen dindmica (resonancia magnética — RM — o
tomografia computerizada — TC — con contraste) sobre un higado cirrdtico (19,22). Si el nédulo
no presenta un patrén vascular tipico, se deberia confirmar histolégicamente mediante
puncion-biopsia, que no siempre es factible en estos pacientes (ascitis, alteraciones de la
coagulacioén, etc). En los nddulos menores de 1 cm se recomienda observacion con ecografias

seriadas cada 3 o0 4 meses (23).

Las pruebas de imagen mas empleadas en el diagndstico de CHC son ecografia, TC, RM y
angiografia, siendo la primera de ellas la técnica de eleccidn en el estudio de cribado. La TCy la
RM aportan mas informacion y permite establecer el diagndstico con una sensibilidad y
especificidad elevadas (24). La angiografia ocupa hoy en dia la segunda linea como técnica

diagndstica, empledandose fundamentalmente en el tratamiento (quimiembolizacidn).

En el momento del diagndstico, tan solo el 5-15% de los pacientes presentan diseminacién
extrahepatica y es mas comun en aquellos tumores de mayor tamano (> 5 cm) o con presencia
de invasion vascular extensa. La recurrencia extrahepatica tras terapias locorregionales
tampoco es habitual (5-24%). CHC metastatiza preferentemente en el pulmdn, seguido de

ganglios linfaticos locorregionales, hueso y gldndula suprarrenal (25-27).

Segun el documento de consenso de las sociedades espafiolas AEEH, SEOM, SERAM, SERVEI
y SETH (17), los nédulos < 1 cm detectados mediante ecografia de cribado deben ser seguidos
mediante una ecografia cada 3-6 meses. Si tras 2 afios no se detecta crecimiento, se debe
volver al cribado habitual cada 6 meses. Por otro lado, los nédulos > 1 cm detectados mediante
ecografia en pacientes cirrdticos pueden ser diagnosticados de CHC sin necesidad de obtener
una confirmacion histoldgica si presentan una captacion de contraste en fase arterial seguido
de lavado en fases venosas en una técnica de imagen (TC y RM dinamicas). Si el patron
vascular no es especifico de CHC se recomienda una puncidn diagnéstica del nédulo. En este
caso, si el andlisis patoldgico es negativo, no se puede descartar el diagndstico de CHC y se

debe valorar la realizacion de una nueva puncion diagndstica o seguimiento estrecho de la
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lesion. En el caso de pacientes sin cirrosis establecida, la aplicacion de estos criterios de

imagen no es valida y es necesaria la realizacién de una puncidn para obtener el diagndstico.

u Ndédulo ecografico en higado cirrético o hepatitis crénica VHB

L <lcm

Repetir ecografia cada 3 meses

Estable
durante 18- Crecimiento
24 meses
Volver al Iniciar
cribado algoritmo

convencional diagndstico

] >1cm

TC o RM dindmica

Hipervascularizacidn arterial +
lavado venoso precoz

Positivo Negativo
Achi Biopsia
Diagndstico (ﬁc;ai;eacgnéaa P
CEES (TC o RM)

Hipervascularizacion
arterial + lavado venoso
precoz

Positivo Negativo

Figura 1. Algoritmo diagndstico propuesto para el estudio de un néddulo hepatico. Adaptado de

Bruix et al (19).
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El papel del PET: estado actual del tema

El uso de la tomografia por emisidn de positrones (de sus siglas en inglés, PET) en las
enfermedades oncoldgicas se ha vuelto algo habitual en la ultima década. Se trata de una
técnica no invasiva que aporta informacion sobre el grado de actividad bioldgica (o
metabdlica) de un tumor y que permite por tanto determinar su agresividad, su extensién
(metastasis) y su reaparicion (recidiva) durante el seguimiento, ademas de monitorizar la
respuesta a diferentes lineas de tratamiento oncoldgico. El uso del PET en el CHC también ha
cobrado interés y la informacién que proporciona podria cambiar en algunos escenarios las

indicaciones o el manejo de los pacientes con CHC que son candidatos a TOH.

El PET se basa en la captacidon anémala por las células tumorales (que suelen presentar un
consumo superior de glucosa) de un radiofdrmaco (habitualmente fluorodesoxiglucosa,
18FDG). En el higado, la positividad del PET se determina examinando si la captacién de FDG
en el tumor es significativamente mayor que en el parénquima hepatico circundante. Esta
captacion se manifiesta habitualmente mediante el “indice de captacién estdndar maximo” o
SUVmax (Standard Uptake Value). Los valores de SUVmax de las lesiones se calculan
delimitando un area de interés donde la captacién de FDG es mayor. Otros parametros
empleados con frecuencia son el ratio entre el SUVmax en el tumor y el SUVmax en el
parénquima hepatico sano (Tmax/Lmax) y el ratio entre el SUVmax tumoral y el SUVmedio del
higado (Tmax/Lmean) (28-33). Varios trabajos han coincidido en sefialar un ratio Tmax/Lmax

superior a 1,15 como punto de corte predictor de SLE (28,34).

El papel del PET en el diagndstico de CHC permanece sin aclarar, siendo sus principales
aplicaciones como herramienta para monitorizar la respuesta al tratamiento, predecir el
prondstico y rastrear la enfermedad metastasica (35—38). En la Figura 2 se muestra la imagen

mediante TC de un CHCy su captacion en el PET.
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Figura 2. LOE hepdtica hipercaptante en fase arterial compatible con CHC (A) que muestra una

captacién patoldgica en el PET-TC (B).

El 18F-FDG PET posee una sensibilidad del 50-70% en la deteccion de CHC (39,40). El
consumo de 18F-FDG por las células tumorales depende de varios mecanismos enzimaticos:
transporte de glucosa (GLUT 1), fosforilacién por una hexokinasa (HK 1) y defosforilacion de
FDG-6-P a FDG (glucosa-6-fosfatasa). En los CHC bien diferenciados, el comportamiento del
tejido tumoral no difiere significativamente del parénquima hepatico circundante; sin
embargo, en los CHC pobremente diferenciados existe un mayor acimulo del trazador debido
a una menor actividad de la glucosa-6-fosfatasa. En base a esto, Okazumi et al (41)
propusieron una clasificacion del CHC de acuerdo a tres patrones de captacién en el 18F-FDG

PET (Tabla 1).

Tabla 1. Clasificacién de Okazumi: tipos de CHC segun su captacion en el PET.

Tipo CHC Diferenciacion Actividad enzimatica Captacion del trazador
Okazumitipol Poco diferenciado HKI 1, glucosa-6-fosfatasa | Mayor que higado sano
Okazumi tipo 2 Diferenciado Normal Igual que higado sano

Okazumi tipo 3 Diferenciado Glucosa-6-fosfatasa 1 Menor que higado sano

10
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Los tipos 2 y 3 de la clasificacién anterior representarian cerca del 45% de los falsos
negativos en los PET realizados a pacientes con CHC. Sin embargo, esta relacidon hoy en dia
parece ser mds compleja. Jo et al (42), en un trabajo reciente, evidenciaron que solo
aproximadamente el 30% de los pacientes con un PET positivo desarrollaron posteriormente
metdstasis. En el resto de pacientes, la positividad del PET la atribuyeron a un aumento de la
expresion de GLUT 1 en respuesta a un microambiente tumoral carente de glucosa pero que
no necesariamente se relacionaria con una mayor agresividad tumoral. De este modo, el
potencial de una neoplasia para metastatizar se veria influenciado por el microambiente
tumoral en el que evoluciona. Las condiciones de hipoxia, déficit de glucosa y disminucién de
las sefiales de proliferacion propiciarian el desarrollo de fenotipos invasivos (transicion

epitelio-mesénquimal) que no siempre captan en el PET.

En un intento por incrementar la sensibilidad del PET en la diagnéstico del CHC, también se
ha recurrido a otros trazadores como 11C-acetato o 18F-colina (43,44). El primero de ellos
tiene la desventaja de presentar una baja afinidad por los CHC poco diferenciados y los focos
metastasicos. También se ha propuesto su uso combinado con 18F-FDG. El 18F-colina ha
demostrado ser efectivo en la deteccién de CHC subcentimétricos y mas sensible que 18F-FDG
para detectar CHC bien diferenciados. Sin embargo, la hiperplasia nodular focal y algunas
lesiones inflamatorias hepdticas también muestran captacién con este trazador, lo que merma
su especificidad. En pacientes con CHC sometidos a TOH, varios estudios han sefialado que, si
bien el 11C-acetato tiene una tasa de deteccién de lesiones bien diferenciadas mas alta y su
uso combinado con 18F-FDG aumenta la sensibilidad y especificidad, el 18F-FDG sigue siendo

mas util para evaluar tumores poco diferenciados (39,45).

Papel del PET en el CHC tratado mediante trasplante hepatico

Los criterios de seleccion de pacientes con CHC para TOH se encuentran en constante
evolucion. A los factores conocidos (tamafio, invasion vascular o grado de diferenciacidn,) se
les han sumado en las dos ultimas décadas nuevos criterios bioldgicos (biomarcadores) y
morfoldgicos (basados en pruebas de imagen como el PET-TC), en un intento de mejorar la

precision a la hora de predecir la recidiva.

En pacientes con CHC, varios estudios han descrito la relacion entre los hallazgos en el PET y
algunos de los factores prondsticos conocidos como la invasién microvascular, el grado de

diferenciacion tumoral, el tamafio y nimero de nddulos o la respuesta a TACE o RFA (46—49).

11
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Algunos trabajos también han mostrado una asociacion consistente entre los hallazgos en el
PET-TC y SLE y SG, hallando altas tasas de recidiva después del trasplante en pacientes con

tumores hipercaptantes (28,29,34,50-54).

Por tanto, existe una amplia evidencia de que el PET aporta informacién util para predecir
el pronéstico postrasplante, con el afiadido de permitir estudiar la actividad biolégica tumoral

mas alla de los criterios morfoldgicos clasicos.

Los principales trabajos que abordan la utilidad del PET-TC en el manejo del CHC

susceptible de TOH se recogen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Estudios realizados sobre el valor prondstico del (18) FDG-PET/TC en CHC con TOH.

Trabajo

Yang et al
(50), 2006

Kornberg et al

(51), 2009

Lee et al (28),

2009

Kornberg et al

(52), 2012

Lee et al (53),

2013

Cho et al (55),

2014

Detry et al
(34), 2015

Lee et al (56),

2015

Numero

pacientes

38

42

59

91

191

457

27

280

Parametros

PET

Analisis

visual (+/-)

Analisis

visual (+/-)

Tmax/Lmax

Analisis

visual (+/-)

Analisis

visual (+/-)

Analisis

visual (+/-)

Tmax/Lmax

Analisis

visual (+/-)

Valor de
Hallazgos
corte
PET negativo se asocia a mayor
NA
SLE.
PET positivo, mayor recurrencia y
NA menor SLE y predictor de invasion
microvascular.
Tmax/Lmax factor independiente
1,15
predictor de SLE.
PET positivo es factor prondstico
NA independiente de SLE y predictor
de exclusién de la LEQ.
PET factor prondstico para SLE y
NA
recurrencia precoz.
PET mejora el estadiaje y la
NA
deteccion de metdstasis.
Tmax/Lmax factor independiente
1,15
predictor de SLE.
PET-TC factor prondstico en
NA pacientes fuera de los criterios de

Milan.
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Hong et al
(31), 2016

Hsu et al (30),
2016

Lee et al (29),
2016

Hyun et al
(57), 2016

Castilla-Lievre
et al (43),
2016

Kobayashi et
al (58), 2016

Boussouar et

al (32), 2016

Kim et al (59),
2016

Bailly et al
(60), 2016

Kornberg et al

(54), 2017

123

147

280

317

33

60

28

110

34

116

TLR

SUVyTLR

Analisis

visual (+/-)

TLR

Analisis

visual (+/-)

Analisis

visual (+/-)

Tmax/Lmax

TLR

Andlisis
visual (+/-) y

Tmax/Lmax

Analisis

visual (+/-)

Introduccion

AFP + PET predicen mejor la SLE

1,1
que los criterios de Milan.
PET en combinacidn con criterios
4,8y2
UCSF predice riesgo recidiva.
Tamano tumoral + PET predicen
NA
SLE y SG.
2 TLR > 2, peor SG.
18F-FDG-PET negativoy 11C-
NA colina-PET positivo se asocié con
menor tasa de recidiva.
PET+ se relaciona con invasion
NA
vascular y recurrencia posTOH.
Tmax/Lmax se correlaciona con
1,15 AFP, tamafio tumoral y pobre
diferenciacidon tumoral.
Ratio TLR >1,16 factor predictor de
1,16
recidiva.
Tmax/Lmax > 1,15 predictor de
1,15 invasidon microvascular y grado de
diferenciacion.
Combinacidn de criterios Up-to-
NA

seven y PET predice SLE.
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Takada et al Analisis PET positivo factor de riesgo
182 NA
(61), 2017 visual (+/-) independiente para SLE.

La SLE en pacientes fuera de
Ye et al (62), Analisis criterios de Milan y PET negativo,
103 NA
2017 visual (+/-) fue comparable a la de pacientes

dentro de criterios de Milan.

Lin et al (33), SUVmax y Ratio TSUVmax/LSUVmax
65 NA
2017 Tmax/Lmax predictor de invasidn vascular.

Tmax/Lmax > 1,21 predictor de

Refaat et al SUVmax y
100 1,21 progresion tras terapia puente y
(63), 2018 Tmax/Lmax
correlacién con AFP.
Ling et al (64), TLR > 2 predictor de histologia
258 TLR 2
2019 desfavorable.
AFP, tamafio y nimero de tumores
Kang et al
239 TBRmax 2,8 y TBRmax, factores independientes
(48), 2019
de recidiva.
Analisis
Ding et al visual, Diferentes pardmetros del PET son
93 NA
(65), 2020 SUVmax, TLR factores pronésticos.
y otros

AFP, alfafetoproteina; CHC, carcinoma hepatocelular; FDG, fluorodesoxiglucosa; PET,
tomografia por emisidn de positrones; SUV; Standardized uptake value; TLR, ratio de captacidn
tumor - higado (tumor-to-non-tumor liver uptake ratio); Tmax/Lmax, ratio de la maxima
captacién de FDG en el tumor y en parénquima hepatico sano; TBRmax, tumor-to-blood pool

ratio; UCSF, University of California San Francisco.
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Otro aspecto interesante es la relacion entre el PET y los pacientes con CHC avanzado
(fuera de los criterios de Milan). Varios estudios han publicado resultados satisfactorios en
términos de SLE en pacientes con CHC fuera de los criterios de Milan y con un PET negativo.
Esto podria ayudar en la toma de decisiones a la hora de incluir a pacientes con CHC fuera de
los criterios de Milan en lista de espera para TOH, indicando el procedimiento en aquellos
casos en los que el PET es negativo (52). Por otra parte, en pacientes con tumores avanzados,
el PET puede ser util a la hora de establecer la respuesta a los tratamientos administrados,

como TACE, sorafenib y radioembolizacién (66—68).

Marcadores tumorales

Alfafetoproteina (AFP)

El marcador tumoral mas empleado en CHC es la alfafetoproteina (AFP). Se trata de una
glucoproteina de sintesis hepdtica durante la gestacidon. En el individuo adulto sano, se
consideran normales niveles de AFP menores de 20 ng/ml. Su concentracion sérica se eleva a
menudo en pacientes con CHC, aunque no se ha establecido una correlacion clara entre los
niveles de AFP y otros aspectos histomorfoldgicos del tumor, como el tamafio, la presencia de
invasion vascular y un bajo grado de diferenciacion. Ademas, hasta el 40% de los CHC pueden
asociarse con niveles normales de AFP (especialmente en los estadios iniciales) (69).
Unicamente en pacientes con alto riesgo, unos niveles muy elevados de AFP (>400 ng/ml)
pueden sugerir la presencia de CHC (70). Por otro lado, la AFP también se puede elevar en
otros procesos hepaticos (agresion y/o regeneracidén) como la reseccidén hepatica, hepatopatia
cronica en ausencia de CHC y en las hepatitis viricas; asi como en otras circunstancias no
relacionadas con el higado, como el embarazo y algunos tumores gonadales. Por tanto, su

rendimiento diagndstico es bajo (22,71).

Lo anteriormente expuesto convierte a la AFP en una regular herramienta de despistaje,
con una sensibilidad de 39 - 64%, especificidad de 76 - 91% y valor predictivo positivo de 9 -

33% (72) y las guias actuales no recomiendan su inclusién en los programas de cribado.

Del mismo modo que en el diagndstico de CHC la AFP ocupa un lugar marginal, numerosos

trabajos sefalan hoy en dia su utilidad como marcador prondstico (especialmente en aquellos
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pacientes candidatos a TOH) y los niveles de AFP se incluyen en la mayoria de algoritmos que
tratan de predecir el riesgo de recurrencia. Aln asi, a pesar de que su uso se ha aceptado de
forma generalizada, no existe consenso en cuanto a los valores a emplear como punto de corte
que permitan estratificar el riesgo de recidiva, existiendo en la literatura mas de 25 trabajos en
los que se establecen puntos de corte en un rango de 100 a 1.000 ng/ml. La mayoria de estos
trabajos concuerdan en que unos niveles inferiores a 15 ng/ml se asocian a un prondstico
excelente mientras que los pacientes con concentraciones de AFP superiores a 1.000 ng/ml
deberian excluirse del TOH. En cuanto al punto de corte, se han sugerido valores entre 100 y
400, siendo esta ultima la cifra mas extendida (72). En otro enfoque interesante, varios grupos
han realizado determinaciones seriadas de los niveles de AFP, concluyendo que un incremento
mensual superior a 15 - 50 ng/ml o 0,1 ng/ml al dia es un factor de riesgo de recidiva y se

asocia con una menor supervivencia (73-76).

En definitiva, la AFP es un elemento clave en el manejo de pacientes con CHC que son
candidatos a TOH. Aunque no es Util en el diagndstico de CHC, la AFP puede ser de gran ayuda
a la hora de predecir la agresividad del tumor y el riesgo de recurrencia postrasplante. En este
ambito, su principal aplicacién es su capacidad para estratificar a los mejores candidatos a TOH
y, en combinacién con otros pardmetros (tamafio y nimero de tumores, histopatologia, PET),
es un excelente criterio de seleccién que permite, de forma razonable, ampliar los clasicos
criterios de Milan. De este modo, incluir el limite de 1.000 ng/ml en los criterios de seleccién
permitiria la exclusidn de los pacientes que si cumplen los criterios de Mildn pero que tienen
un alto riesgo de recurrencia (y por tanto no se beneficiardn del TOH). También se ha
demostrado que los pacientes fuera de los criterios de Milan (pero dentro de Up-to-7 o UCSF)

y con AFP < 100 ng/ml tienen un bajo riesgo de recurrencia (77,78).

Ademds, la AFP puede ser util en la monitorizacién de la evolucidn del tumor mientras el
paciente se encuentra en lista de espera, especialmente para evaluar la respuesta a terapias
puente (downstaging) y para el seguimiento postrasplante. Los retos del futuro pasan por
implementar el uso de la AFP en las guias internacionales como herramienta de seleccién y
dilucidar los valores exactos que deben considerarse como puntos de corte para la

estratificacion de los pacientes en funcién del riesgo de recidiva.
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Otros biomarcadores

Las herramientas diagndsticas mas novedosas son las basadas en técnicas de biologia
molecular, auspiciadas por un mejor conocimiento de las vias moleculares que determinan la
aparicion de CHC. La determinacién mediante inmunohistoquimica de estos biomarcadores
emergentes sin embargo no ha logrado desbancar a las técnicas diagndsticas habituales
(79,80). Esto es debido a que los CHC, al igual que la mayoria de neoplasias, presentan una alta
heterogeneidad tanto desde el punto de vista genotipico como fenotipico y hallar un
biomarcador altamente sensible y especifico se vuelve una tarea harto complicada. Algunos de
estos marcadores en boga son las metaloproteasas de matriz (MMP), el glipicano-3 (GPC3), la
osteopontina (OPN), el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y la interleucina-8 (IL-
8). Su papel en el diagndstico, prondstico y tratamiento del CHC se encuentra actualmente en

estudio.

1.1.4. Diagndstico precoz — cribado

En oncologia, los programas de screening o cribado tienen como fin reducir la mortalidad
asociada a una neoplasia. En nuestro entorno, mas del 80% de los CHC se desarrollan en el
seno de una cirrosis y en estos pacientes la presencia de esta neoplasia es una de las
principales causas de muerte (21). En 1999, Zhang et al (81) demostraron que aplicar un
programa de cribado en pacientes cirréticos mejoraba la supervivencia, siendo la realizacion
de ecografias seriadas preferible al cribado combinado con determinacién de AFP, que no
demostrd ser eficiente. Hoy en dia, se recomienda con un grado alto de consenso la inclusién
en programas de cribado a todo paciente con cirrosis establecida (independientemente de su
etiologia) que potencialmente pueda ser tratado en caso de detectarse CHC. En base a la
evidencia cientifica disponible hasta la fecha, se preconiza un intervalo de 6 meses entre
exploraciones ya que acortarlo a cada 3 meses Unicamente aumenta los costes y espaciarlo a

cada afo disminuye la supervivencia (82,83).

Con una sensibilidad entre el 60 y 80% y una especificidad superior al 90% (84), una buena
relacidn coste-eficacia y su “no invasividad”, la ecografia (en manos de personal experto) es la
técnica de eleccion para el cribado de CHC. Con respecto al uso de test seroldgicos, a pesar de
disponer de varios marcadores tumorales (principalmente AFP), no se aconseja su empleo

como herramienta de cribado por su baja eficacia (85).
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Las guias espafiolas recomiendan en su documento de consenso (17) que los pacientes
afectos de cirrosis hepatica deben ser considerados para participar en programas de cribado,
siendo la técnica mas adecuada la ecografia abdominal, que debe realizarse cada 6 meses,

independientemente del riesgo de desarrollar CHC.

1.1.5. Estadiaje y prondostico

En estos pacientes, el grado de alteracion de la funcidon hepatica influye en las opciones
terapéuticas disponibles y la supervivencia mas alla del estadiaje tumoral, de modo que sera
necesario valorar no solo la extension de la neoplasia sino la funcidn hepatica y la presencia de

sintomas relacionados con el tumor.

Para evaluar el grado de disfuncién hepdtica, los sistemas mas empleados son la
clasificacidon Child-Pugh (Tabla 3) y la escala MELD (Tabla 4) (86) mientras que para valorar la
reserva funcional del paciente oncoldgico las escalas mas empleadas son el indice Karnofsky
(Tabla 5) (87) la clasificacidon Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) performance status
(Tabla 6) (88), utiles para evaluar la capacidad del paciente para tolerar diferentes

tratamientos (quimioterapia, cirugia, etc) y determinar el pronéstico a corto plazo.
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Tabla 3. Clasificacion Child-Pugh.

Bilirrubina total* (mg/dL) <2 2-3 >3
Albumina sérica (g/L) >3,5 2,8-3,5 >2,8
Tiempo de protrombina (INR) <1,8 1,8-2,3 >2,3
Ascitis Ausente Leve Moderada — Severa

(refractaria)
Encefalopatia hepatica Ausente Grado | -1l Grado Il - IV

*En la colangitis biliar primaria y la colangitis esclerosante primaria, el limite superior para
asignar 1 punto es 4 y para 2 puntos, 10.

Puntos Clase Supervivencia 1 afio Supervivencia 2 aios
5-6 A 100% 85%
7-9 B 81% 57%

10- 15 C 45% 35%
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Tabla 4. Sistema de puntuacion MELD.

MELD = 3,78 [Ln Bilirrubina (mg/dL)] + 11,2 [Ln INR} + 9,57 [Ln Creatinina (mg/dL)] + 6,43

Si los pacientes han sido sometidos a didlisis al menos 2 veces en la ultima semana, se usara
“4” como valor de creatinina.

Cualquier valor menor a 1 se sustituira por 1.
Mortalidad a los 3 meses

Valor
>40 71,3 - 100%
30-39 52,6 —-74,5%
20-29 19,6 —45,5%
10-19 6-20%
<9 1,9-3,7%
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Tabla 5. indice Karnofsky (IK) (87).

Categorias
generales

Capaz de realizar
actividades
normales, no
requiere cuidados
especiales

Incapaz de
trabajar, puede
viviren casay
autocuidarse con
ayuda variable

Incapaz de
autocuidarse.
Requiere cuidados
especiales,
susceptible de
hospitalizacion.
Probable avance
rapido de la
enfermedad.

Grado

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

Descripcion

Actividad normal. Sin evidencia de enfermedad.
Actividad normal. Signos y sintomas leves de enfermedad.

Actividad normal. Algunos signos y sintomas de enfermedad.

Cuida de si mismo pero es incapaz de llevar a cabo una
actividad o trabajo normal.

Necesita ayuda ocasional de otros pero es capaz de cuidar de si
mismo en la mayor parte de sus necesidades.

Requiere ayuda considerable de otro y cuidados especiales
frecuentes.

Incapacitado. Requiere cuidados especiales.

Severamente incapacitado. Indicacion de hospitalizacidn
aunque no hay indicios de muerte inminente.

Gravemente enfermo. Necesita asistencia activa de soporte.
Moribundo.

Fallecido.
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Tabla 6. Clasificacion ECOG (88).

Grado Equivalencia IK Descripcion

0 IK 100 — 90% Paciente totalmente asintomatico y capaz de realizar un trabajo y
actividades normales de la vida diaria.

1 IK 80 —70% Paciente con sintomas que le impiden realizar trabajos arduos,
aunque se desempeiia normalmente en sus actividades cotidianas
y en trabajos ligeros. El paciente solo permanece en la cama
durante las horas de suefio nocturno.

2 IK 60 — 50% Paciente incapaz de desempefiar ningun trabajo, se encuentra con
sintomas que le obligan a permanecer en la cama durante varias
horas al dia, ademas de las de la noche, pero que no superan el
50% del dia. El individuo satisface la mayoria de sus necesidades
personales solo.

3 IK 40 -30% Paciente encamado mas de la mitad del dia por la presencia de
sintomas. Necesita ayuda para la mayoria de las actividades de la
vida diaria como, por ejemplo, vestirse.

4 IK20-10% Paciente encamado el 100% del dia y que necesita ayuda para
todas las actividades de la vida diaria como, por ejemplo, la
higiene corporal, la movilizacién en la cama e incluso la
alimentacion.

5 IK 0% Paciente fallecido.

Hoy en dia, el sistema mds empleado en el manejo del CHC es el sistema Barcelona-Clinic-
Liver-Cancer (BCLC) (89), que ha sido validado en multiples estudios (90). El sistema BCLC tiene
en cuenta el estadio del tumor, el grado de disfuncion hepatica y la presencia de sintomas y es
el Unico que relaciona el pronéstico predicho con la opcidn terapéutica recomendada (Figura
3). Segun este sistema, con los tratamientos curativos (reseccién, TOH y ablacidn, aplicables en
el 40% de los CHC) se estima una supervivencia a 5 afios del 50-70%; con los tratamientos
paliativos (quimioembolizacion y sorafenib, aplicables en el 30% de los CHC), la mediana de
supervivencia se sitia en 20 meses para la quimioembolizacién y 11 meses para sorafenib vy,
por ultimo, el 30% restante (estadio terminal) solo optan a tratamiento sintomatico, con una

mediana de supervivencia de 3 meses y una supervivencia estimada al afio del 10% (91).

23



Introduccion

CHC
Estadio muy " o " Estadio ' Estadio Estadio
inicial (0) Estadzx)mlaal intermedio (B) avanzado (C) teral)i)nal
Unico<2cm i 5 Multinodular Invasion e
Child A, PS 0O nico: o . portal, ildC,
N 2 a Child A-B, 2,
J nédulos <3 cm ! o | PS3-4
Candidato a Child A-B,PSO | | PSO extrahepdtica
TOH \ I Child A-B,
. TACE , PS1-2
.. b\
A St L e 3 nédulos
<3cm
Ablacién .,
Presion
portal, .
Br Enfermedades sorafenib
asociadas
Tratamiento
Normal = T ; sintomatico
No Si \
Reseccion TOH Ablacion

Figura 3. Algoritmo de manejo de CHC segun el Barcelona-Clinic-Liver-Cancer (BCLC). PS,
performance status; TOH, trasplante ortotdpico de higado; Br, bilirrubina; TACE, transarterial

chemoembolization. Adaptado de Bruix et al (91).

Otro sistema empleado (especialmente en Estados Unidos) es la clasificacion TNM (Tabla
7), propuesta por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la Union for International
Cancer Control (UICC) (92). Es un sistema similar al empleado en otras neoplasias, donde “T”
representa el tamafio tumoral, “N” la presencia o no de infiltracion de ganglios linfaticos
adyacentes y “M” la presencia o no de enfermedad metastdsica. Al no tener en cuenta la

funcién hepatica no es un buen predictor de supervivencia (93).
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Tabla 7. Clasificacién TNM del hepatocarcinoma (adaptado de AJCC Cancer Staging Manual)

(92).

Estadio

1A

A

IVA

IVB

TNM

Tla
NO
MO

Tib
NO
MO

T2
NO
MO

T3
NO
MO

T4
NO
MO

Cualquier T
N1
MO

Cualquier T
Cualquier N

M1

Caracteristicas

Tumor Unico £ 2 cm (T1a).

Sin metastasis ganglionares (NO) o a distancia (MO).

Tumor Unico > 2 cm sin infiltracidon vascular (T1b).

Sin metastasis ganglionares (NO) o a distancia (MO).

Tumor Unico > 2cm y con infiltracidn vascular o multiples tumores,
ninguno >5 cm (T2).

Sin metastasis ganglionares (NO) o a distancia (MO).

Muiltiples tumores con al menos uno >5 cm (T3).

Sin metastasis ganglionares (NO) o a distancia (MO).

Al menos un tumor (de cualquier tamafio) que infiltra una rama
venosa principal (vena hepatica o vena porta) o invasion de 6rganos
adyacentes distintos de la vesicula biliar o perforacién del peritoneo

visceral (T4).

Sin metastasis ganglionares (NO) o a distancia (MO).
Un solo tumor o muchos tumores de cualquier tamanio (Cualquier T)

que se ha diseminado a los ganglios linfaticos adyacentes (N1), pero
no a distancia (MO0).

Un solo tumor o muchos de cualquier tamafio (cualquier T).

Puede o no haberse diseminado a los ganglios linfaticos adyacentes
(cualquier N).

Presencia de metastasis (M1).
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1.1.6. Tratamiento

Gracias a la aplicacién de programas de cribado y el manejo multidisciplinar centralizado
por equipos con dilatada experiencia, el CHC ha pasado de tener un prondstico ominoso (su
diagnéstico tardio en fases avanzadas intratables hacia que se considerase como un episodio
terminal en la cirrosis) a disponer de tratamientos potencialmente curativos como la reseccién

quirdrgica y el trasplante hepatico.

Desafortunadamente, la mayoria de los pacientes no son candidatos a estas dos opciones
debido a la extension del tumor, la disfuncidon hepatica subyacente y la escasez de érganos
para trasplante. Esto ha llevado al desarrollo de otros tratamientos, como la ablacién tumoral
local, la qumioembolizacion hepatica y la combinacién con otras técnicas en diferentes

estrategias terapéuticas.

1.1.6.1. Reseccidn quirurgica

La reseccidn quirlrgica es la primera opcion terapéutica en tumores Unicos en ausencia de
cirrosis, algo infrecuente en nuestro medio. A pesar de un enfoque quirdrgico agresivo, la
enfermedad suele encontrarse demasiado extendida para considerar esta opcidn terapéutica.
Se estima que solo del 10 al 30% de los pacientes diagnosticados de CHC seran candidatos a
una reseccion quirurgica (94). A su vez, de estos pacientes con tumores considerados

“resecables”, tan solo en la mitad de los casos realmente podra llevarse a cabo la cirugia (95).

En pacientes que presentan una cirrosis compensada se recomienda individualizar en cada
caso tras una evaluacion pormenorizada de la funciéon hepatica de modo que la supervivencia
no sea inferior a la esperada con otros tratamientos potencialmente curativos como el TOH o
la ablacidn. El candidato ideal seria el que presenta un Unico tumor con bilirrubinemia normal
y sin hipertension portal clinicamente relevante (gradiente de presién de vena suprahepatica
inferior a 10 mmHg, ausencia de ascitis y ausencia de varices esofagicas) (96). Si existen
hiperbilirrubinemia o signos de hipertensién portal, el paciente seria tributario de TOH y en
caso de que este no sea factible, ablacién. En cuanto al tamafio tumoral, no existe un punto de
corte definido siempre y cuando la masa esté bien delimitada. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que a mayor tamafio, mas posibilidades de que fendmenos como la invasidn vascular o
la satelitosis estén presentes, lo que aumenta el riesgo de recidiva, siendo en estos casos la

reseccion quirurgica menos atractiva que otras alternativas terapéuticas como el TOH (97).
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El tipo de reseccion dependerd de la localizacion tumoral y del grado de cirrosis, pudiendo
realizar resecciones anatémicas (segun los segmentos de Couinaud) o menos agresivas en
tumores menores de 1,5 cm (en los que el potencial de invasién microvascular es muy bajo)
con el fin de minimizar la pérdida de parénquima hepdtico en pacientes cirrdticos (98).
Mientras que en pacientes con higados sanos se pueden resecar hasta dos tercios del
parénquima hepatico, en pacientes cirréticos se recomienda no extender la reseccién mas alla
del 25% del parénguima funcional. Hay que tener presente que la insuficiencia hepatica tras la
reseccion es la principal causa de muerte en el posoperatorio inmediato (99,100). En este
contexto, el estudio preoperatorio del higado remanente (en términos de volumen y grado de
funcionalidad) mediante la realizacion de una volumetria hepatica es altamente
recomendable, sobre todo si se va a realizar una embolizacién portal como paso previo a la
reseccion con el fin de hipertrofiar el higado sano (101,102). Esta técnica ha demostrado ser
eficaz y segura a la hora de inducir la hipertrofia del parénquima sano y prevenir la aparicion
de insuficiencia hepatica tras la reseccién (103). El empleo de esta técnica en combinacidn con
la TACE también parece ser una opcion vdlida, logrando tasas mas elevadas de necrosis
tumoral y de supervivencia libre de enfermedad, aunque la evidencia disponible en la
actualidad es baja (104). Con el fin de optimizar la eficacia de la reseccidn quirlrgica se

recomienda disponer de ecografia intraoperatoria que permita detectar nddulos de 0,5a 1 cm.

A pesar de una seleccion cuidadosa de los pacientes que pueden optar a la reseccién
quirdrgica y de los buenos resultados obtenidos en términos de supervivencia, la tasa de
recidiva de la enfermedad es muy alta, pudiendo llegar al 70% a los 5 afios (105), motivo por el
gue se han realizado estudios con multiples tratamientos adyuvantes. Sin embargo, ninguno

ha demostrado ser eficaz en la prevencién de la recidiva (106).
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1.1.6.2. Trasplante hepatico

El TOH es el tratamiento de eleccidon en aquellos pacientes que no son susceptibles de una
reseccion hepatica, siempre y cuando cumplan los criterios de Milan (tumor Unico <5 cm o con
un maximo de 3 nddulos menores de 3 cm, sin invasién vascular ni diseminacidn

extrahepatica) y no presenten comorbilidades que contraindiquen la intervencién (18).

El hecho de lograr la reseccién completa del tumor maligno al mismo tiempo que se
reemplaza el higado cirrdtico (en el que podrian aparecer nuevas lesiones), lo convierten en
una opcion atractiva. Inicialmente, la experiencia fue decepcionante: las tasas de mortalidad a
90 dias eran inaceptables, la recidiva tumoral era la norma (presente hasta en un 80% de los
pacientes) y las tasas de supervivencia a largo plazo estaban muy por debajo de los pacientes
trasplantados por enfermedad no maligna (107,108). Sin embargo, los avances en las ultimas
décadas en diferentes campos (inmunosupresién, preservacion de drganos, técnica quirdrgica,
etc), la publicaciéon de buenos resultados en multiples estudios y la constatacion de que el
hallazgo incidental de pequefios CHC en higados explantados no afectaba negativamente a la
supervivencia de pacientes sometidos a trasplante de higado por otras afecciones en
comparacién con pacientes cuyo higado explantado no presentaba la neoplasia (109) aup?é al
TOH a las primeras posiciones del escalafén terapéutico. De hecho, hoy en dia el CHC es la

principal indicacion de TOH en Estados Unidos (110).

El punto de inflexidn vino de la mano de Mazzaferro et al (111) cuando, en 1996, demostro
que el TOH era una opcidn valida cuando se seleccionaba a los pacientes de acuerdo a unos
criterios, con resultados similares en términos de supervivencia a los pacientes trasplantados
por cirrosis sin CHC. Hoy en dia, se aplican en todo el mundo y son conocidos como los criterios
de Milan (tumor Unico < 5 cm o con un maximo de 3 nddulos menores de 3 cm, sin invasion
vascular ni diseminacion extrahepatica) (111). Los criterios de Milan han sido criticados por su
caracter restrictivo, que excluye a pacientes que podrian ser candidatos al TOH. Esto ha dado
pie a la propuesta de criterios mas laxos. Los mas populares son los de la UCSF (University of
California San Francisco) (112) y los Up-to-seven (5). Los criterios de la UCSF incluyen 1 lesién <
6,5 cm y 2-3 lesiones < 4,5 cm cada una con un diametro tumoral total < 8 cm. En los criterios
Up-to-seven, la suma del numero de nddulos tumorales y del didmetro en centimetros del
nddulo tumoral de mayor tamafio es < 7. Aunque es posible que los criterios de Milan puedan

ampliarse, aun no existe suficiente evidencia cientifica para establecer nuevos limites.
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El principal escollo en el TOH es la escasez de donantes, que favorece la progresién de la

enfermedad tumoral durante el periodo en lista de espera (pudiendo incluso contraindicar el

trasplante). De hecho, entre un 10 y 20% de los pacientes con CHC son excluidos de la lista de

espera mientras aguardan por un drgano debido a la progresién tumoral (113,114). Para

atenuar este problema se han adoptado varias estrategias:

Aumentar el nimero (pool) de donantes mediante la donacién en asistolia (115-117),
el empleo de donantes aflosos (118-120) y el uso de donante vivo (121). Todas ellas
estrategias con resultados similares al uso de donantes convencionales.

Sistema de priorizacion. Con la idea de priorizar a aquellos pacientes con altas
probabilidades de progresidon tumoral se propuso modificar la escala MELD otorgando
puntos adicionales a estos pacientes y asi equilibrar el riesgo de exclusion/muerte en
lista de espera respecto al resto de candidatos a trasplante. Sin embargo este sistema
esta sujeto a la disparidad geografica y la probabilidad de exclusién de la lista es
dificilmente equiparable entre distintas regiones. Por tanto, no existe una estrategia
de priorizacidn éptima hoy en dia (122,123).

Tratamiento locorregional preoperatorio (terapia puente). A pesar de la falta de
datos de ensayos clinicos controlados, existe un amplio consenso en el uso de la
terapia puente para los pacientes con CHC y un tiempo estimado de espera para
trasplante de al menos seis meses (124-126). Ademas, existe un beneficio oncoldgico:
se han descrito mejores resultados postrasplante en aquellos pacientes con una
respuesta tumoral local importante (respuesta patoldgica completa o al menos 60% de
necrosis tumoral) tras la terapia puente (127,128). Algunos de los tratamientos mas
extendidos son la ablacién por radiofrecuencia (asistida o no por laparoscopia) y la
quimioembolizacidn o TACE (de sus siglas en inglés, transarterial chemoembolization).
El papel de la terapia puente en pacientes que cumplen los criterios de Milan en los
gue se estima un tiempo de espera corto es incierto y se ha sugerido no emplearla en
este contexto (129).

Tratamiento sistémico preoperatorio. Recientemente se ha sugerido el empleo de
sorafenib como terapia puente al trasplante (130). Sin embargo es necesaria una base
cientifica mas sdlida para esclarecer el papel de este farmaco como tratamiento

adyuvante en el trasplante (131).
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Resultados y factores prondsticos en el TOH

Actualmente la supervivencia de los pacientes que se someten a TOH por CHC dentro de los
criterios de Milan es equiparable a la de los que se trasplantan por otro motivo, con tasas de

SG del 75-85% y de SLE de 80-90% a 5 afios (132—-134).

A pesar del uso de criterios morfolégicos que permiten seleccionar cuidadosamente a
pacientes candidatos a TOH (criterios de Mildn), un 10-20% de los pacientes sufren una recaida
tumoral postrasplante, lo que se asocia con un peor prondstico (111,135,136). En estos casos,
la supervivencia tras la recaida oscila entre los 7 y 16 meses (136,137). Aproximadamente el
75% de las recidivas tienen lugar durante los primeros dos afos postrasplante y solo el 10%
aparecen mas alla del cuarto afo (136). La mayoria de autores consideran recidiva precoz a la
gue tiene lugar durante el primer afio tras el TOH y estaria relacionada o bien con un fracaso
en la estadificacion pretrasplante o bien con la presencia de células tumorales circulantes en el
torrente sanguineo. Por otra parte, cabe esperar que la recaida tardia tenga Unicamente
relacién con la presencia de células tumorales que han permanecido latentes aguardando

condiciones propicias para su proliferacion (138).

En estos pacientes, de base inmunodeprimidos por el TOH, la recidiva se considera una
enfermedad sistémica: solo en el 30% de los casos se limita al injerto hepdtico, siendo lo mas
frecuente (> 50%) la afectacion de varios drganos, fundamentalmente pulmén, higado, hueso,

ganglios linfaticos y glandula suprarrenal (136,139).

Se han identificado varios factores de riesgo para recurrencia posTOH y se pueden agrupar

de acuerdo a las caracteristicas del tumor, del paciente y del tratamiento (Tabla 8).
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Tabla 8. Factores que se asocian a un mayor riesgo de recurrencia postrasplante. Adaptado de

Filgueira (140).

Factores relacionados con el tumor

— Estadiaje tumoral

— Invasién microvascular

— Grado de diferenciacidn

— AFP

— Ratio neutrdfilos/linfocitos

— PET positivo

Factores relacionados con el paciente

— Obesidad
— Etiologia virica de la cirrosis

— Tratamiento anti-VHC

Relacionados con el tratamiento

— Biopsia percutdnea

— Tiempo en lista de espera
— Terapias puente

— Edad del donante

— Tiempo de isquemia

— Técnica quirurgica

— Inmunosupresion

— Sorafenib adyuvante
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Factores relacionados con el tumor

Los factores prondsticos mas importantes descritos son: tamafio y nimero de tumores,
ubicacidn del tumor (especialmente la distribucidn bilobar), presencia de adenopatias, grado
histolégico de diferenciacién, presencia de invasion macrovascular y microvascular, niveles de
AFP y presencia de diseminacidn extrahepatica (109,111,132). De todas ellas, la asociacién mas
consistente es con el tamano tumoral: un metaanalisis de 2011 mostré que el riesgo de
recidiva era proporcional al didmetro del tumor mds grande, sin asociacién con el numero de
nodulos (141). Posteriormente, en 2018, otro estudio multicéntrico corrobord estos resultados
y evidencidé un incremento del riesgo de recaida por cada centimetro adicional en el diametro

del tumor mas grande, sin asociarse con el nimero de nédulos (142).

Otro importante factor prondstico es la invasidon microvascular. Se define como la presencia
de émbolos tumorales dentro de la luz vascular (portal o suprahepatica), no detectable por
técnicas radioldgicas y que por tanto solo se puede determinar en el higado explantado.
Constituye el predictor mas fiable de recurrencia tumoral; cuando se encuentra presente, el

riesgo de recurrencia y de muerte se dobla o incluso se triplica (5,143).

Factores relacionados con el paciente

La etiologia de la enfermedad hepatica también podria suponer un factor prondstico. Hoy
en dia se sabe que los pacientes con CHC en el seno de una hepatopatia por VHC son mas
propensos a ser candidatos a trasplante en lugar de a una reseccidon respecto a los pacientes
con CHC y VHB. Esto es debido a que los pacientes con VHC suelen presentar tumores mas
avanzados y una funcidn hepatica mas deteriorada, asociando tasas de recurrencia mas altas y
supervivencias mas cortas (144). De hecho, una critica al estudio original de Mazzaferro en el
gue establecié los criterios de Milan es que se limité fundamentalmente a pacientes con VHC,
siendo este considerado hoy en dia un factor predictor independiente de peor supervivencia.
La reciente introducciéon de nuevos antivirales frente al VHC podria alterar los resultados del
TOH en estos pacientes (145). Por otro lado, la reactivacion de una hepatitis por VHB
(especialmente si esta presente la mutacion en el gen promotor BCP) se ha asociado con la

recaida tumoral y una menor supervivencia (146)

La obesidad se ha asociado a una mayor tasa de recidiva y de invasidn microvascular y por

tanto a una menor supervivencia. Varios trabajos han sugerido que la obesidad conduce a un
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estado pro-oncogénico que podria estimular la angiogénesis tumoral, la proliferacién y la

invasién (aumento de leptina y sobreexpresion de VEGF) (147,148).

Algunos autores han sugerido recientemente que la esteatohepatitis no alcohdlica (non-
alcoholic steatohepatitis o NASH) podria asociarse a CHC menos agresivos con menores tasas

de recurrencia, aunque se requieren mas estudios para confirmar esta hipdtesis (149,150).

Factores relacionados con el tratamiento

La asociacidon entre las terapias puente y la tasa de recidiva es controvertida. Un estudio
multicéntrico de 2017 (151) no encontré diferencias entre los pacientes que recibian terapias
puente y los que no en términos de riesgo de recidiva y supervivencia libre de enfermedad y
una revision de 2018 corrobord estos hallazgos (152). Por el contrario, otro trabajo de 2018
encontré una reduccién del riesgo de recidiva en pacientes sometidos a TACE cuando se

ajustaba por tamanio inicial de la lesién (mayor beneficio en tumores de al menos 4 cm) (142).

También se ha establecido una asociacién entre el tiempo en lista de espera y la tasa de
recurrencia. De este modo, tanto un intervalo de tiempo corto (< 6 meses) como largo (> 18

meses) se asocia a un mayor riesgo de recurrencia postrasplante (153).

La inmunosupresién, empleada para reducir el riesgo de rechazo del injerto, se asocia con
un mayor riesgo de recidiva tumoral (154). En una revisidn retrospectiva de 70 pacientes
sometidos a TOH por CHC que recibieron inmunosupresion basada en ciclosporina se evidencid
que los niveles séricos de este farmaco eran significativamente mas elevados en aquellos

pacientes que sufrieron recidiva en comparacién con aquellos que permanecieron sanos (155).

Otros inmunosupresores, como sirolimus (inhibidor de la via del mammalian target of
rapamycin o mTOR) parecen asociarse con menores tasas de recidiva y mortalidad relacionada
con la recidiva (156). Sin embargo, la evidencia cientifica proviene de estudios retrospectivos y

no existe hasta la fecha una recomendacidon consensuada sobre su uso.

Se ha sugerido que la quimioterapia adyuvante (tras el trasplante) podria ser beneficiosa.
Esto se fundamenta en que la manipulacion del higado a explantar puede dar lugar a una
diseminacién intraoperatoria de células tumorales al torrente sanguineo y que la
inmunosupresion puede facilitar el crecimiento tumoral, lo que explicaria por qué las recidivas

postrasplante tienden a ocurrir mas rapidamente después del trasplante que después de la
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reseccion (157). Se han realizado varios ensayos clinicos con diferentes agentes
quimioterapicos y resultados dispares (158-160), de modo que no existen recomendaciones
consensuadas al respecto. Por otra parte, el papel del sorafenib como tratamiento adyuvante
permanece sin aclarar (131). Siegel et al (161), en un estudio con 14 pacientes fuera de los
criterios de Mildn a los que se administrd sorafenib después del trasplante, describidé una tasa
de recurrencia del 28,6% después de una mediana de seguimiento de 2,6 afos. En definitiva, la
evidencia actual no justifica el uso rutinario de tratamientos adyuvantes después del TOH por

CHC fuera de un ensayo clinico controlado.

Modelo prondstico para la prediccion de la supervivencia después de la recurrencia

postrasplante

En 2015, en un trabajo en el que colaboraron varios grupos europeos y americanos, se
desarrollé un modelo prondstico de supervivencia tras el diagndstico de recidiva que se basa
en la presencia de tres signos de mal prondstico: la recidiva durante el primer afio, AFP >
100ng/ml en el momento de la recaida y que el tumor no sea tratable con intencidn curativa.
La supervivencia a 5 afios de los pacientes con recidiva en ausencia de estos criterios se acerca
al 50% (162). Este modelo permite identificar a aquellos pacientes con mejor prondstico tras
sufrir una recidiva y ofrecerles tratamientos mas agresivos (cirugia, radiofrecuencia, etc). Este

trabajo ha sido posteriormente validado por un estudio multicéntrico (163).

Modelos de prediccidn de recurrencia

Los criterios de Milan se basan en la morfologia tumoral preoperatoria en base a las
pruebas de imagen y no se correlacionan bien con el estudio histolégico del higado explantado
ni predicen con exactitud el riesgo de recurrencia postrasplante al no tener en cuenta variables
objetivas sobre la biologia tumoral (164,165). De este modo, es posible que pacientes con
tumores pequefios pero agresivos y con un riesgo alto de recidiva sean candidatos a TOH
mientras que otros pacientes con tumores fuera de los criterios de Mildn pero baja agresividad
no puedan optar por este tratamiento (5,112). Esto explicaria por qué actualmente la tasa de
recidiva postrasplante sigue siendo elevada. Por todo ello, muchos grupos consideran hoy en
dia demasiado restrictivos los criterios de Mildn y en los ultimos afios se han propuesto nuevos
algoritmos que permitan predecir con mayor fiabilidad el riesgo de recurrencia y optimizar la

seleccion de pacientes candidatos a TOH. Estos modelos tienen en cuenta nuevas variables que
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no se incluian en los criterios de Milan pero si se relacionan con el riesgo de recurrencia y

prondstico.

RETREAT score

Recientemente, en un trabajo de la Universidad de California en San Francisco (UCSF) se ha
propuesto el Risk Estimation of Tumor Recurrence After Transplant (RETREAT) score usando
datos de 721 pacientes dentro de los criterios de Milan trasplantados entre 2002 y 2012 en
tres centros (Tabla 9). El modelo fue validado en una cohorte de 341 pacientes que también
cumplian los criterios de Milan y que fueron trasplantados en un cuarto centro durante el
mismo periodo de tiempo (166). El sistema se basa en tres variables (que previamente se
asociaron de forma independiente con la recurrencia de la enfermedad): invasion
microvascular, nivel sérico de AFP en el momento del trasplante y la suma del didmetro del
tumor viable mas grande de todos los tumores viables en el higado explantado y el nimero de
tumores viables en el higado explantado. Se elaboré un sistema de puntuacidn con el fin de
predecir el riesgo de recurrencia a un ano y cinco anos asignando puntuaciones de 0 a 3 para
los niveles de AFP y tamafio tumoral y 2 puntos adicionales si hay invasién microvascular, con
rango de puntos totales posibles entre 0 y 8. El resultado fue una estratificacién del riesgo de
recurrencia a cinco afios desde menos del 3% si la puntuaciéon es 0 a mas del 75% si la
puntuacién es igual o superior a 5. Segun los trabajos mas recientes, este modelo podria ser

una herramienta predictora de recurrencia superior a los criterios de Milan (167).
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Tabla 9. Modelo de prediccién de recurrencia RETREAT score.

Variable Puntos RETREAT*
AFP (ng/ml)

0-20 0

21-99 1

100-999 2

>1.000 3
Invasién microvascular 2

Diametro del mayor tumor viable + niimero de tumores viables**

0 0
1,1-4,9 1
5,0-9,9 2
>10 3

*Una puntuacion global de 0 corresponderia a un paciente con niveles de AFP entre 0y 20 en
el momento del TOH en ausencia de invasion macrovascular y tumores viables en el higado
explantado. ** Ejemplo: si en el higado explantado se hallan 3 nddulos, de los que 2 son
viables y miden 4 y 3 cm respectivamente y un tercero se encuentra completamente necrético
y mide 5 cm, la puntuacién en este apartado seria la suma de 4 (cm del mayor tumor viable) +

2 (nimero de tumores viables) y se corresponderia con un score de “2”.
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MORAL score

Otro novedoso modelo propuesto para predecir la recurrencia tumoral postrasplante se
trata del Model of Recurrence After Liver transplant (MORAL). Inicialmente la férmula se basé
en los niveles de AFP, el ratio neutréfilos/linfocitos y el tamafio tumoral (168) y
posteriormente, otro grupo modificéd y simplificé la férmula empleando Unicamente los niveles
de AFP y otro marcador biolégico conocido como protein induced by vitamin K absence-I!
(PIVKA-II) (169). La puntuacion en el MORAL se defini6 como la suma de 11 veces la raiz
cuadrada de los niveles de PIVKA-Il y 2 veces la raiz cuadrada de los niveles de AFP. En ambos
grupos, un MORAL score bajo (< 314,8) se asocid con una supervivencia libre de recidiva y
global significativamente mayor (169). Sin embargo este modelo aln estd pendiente de ser

validado en futuros estudios en otros centros.

AFP model

Segln una reciente revisidon que analizd los modelos prondsticos de recurrencia
postrasplante (incluyendo 18 trabajos, entre los que se encuentran los citados anteriormente),
el modelo basado en la determinacion de AFP, propuesto en 2012 por Duvoux et al (170) es
actualmente el que goza de mayor validez y permite estratificar en grupos de alto y bajo riesgo
de recurrencia a 5 aflos mejor que los criterios de Mildn (171). Ademas de los niveles de AFP,
este modelo tiene en cuenta el tamafio tumoral (didmetro mayor) y el nimero de ndédulos. Si
la puntuacién final es mayor de 2, el paciente presentard un riesgo alto de recurrencia a 5 afios
postrasplante, mientras que si es igual o menor de 2, el riesgo serd bajo (Tabla 10). Este
modelo ha sido validado en otros trabajos posteriores y ha demostrado ser exitoso a la hora de
seleccionar pacientes fuera de los criterios de Milan que lograran resultados similares a los

pacientes dentro de los criterios de Milan (165,172,173).
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Tabla 10. AFP model.

Variable Puntos AFP model

Diametro mayor del tumor (cm)

<3 0
3-6 1
>6 4

Nidmero de nodulos

1-3 0

24 2
AFP (ng/ml)

<100 0

100-999 2

> 1.000 3

Otros grupos han propuesto sus propios modelos en los que se tienen en cuenta diferentes
criterios (tamafno tumoral, nimero de nédulos, didmetro tumoral total, volumen tumoral, etc)
en combinacién con distintos puntos de corte para los niveles de AFP (174,175). Quiza el mas
novedoso sea el trabajo de un grupo coreano, que combina los niveles de AFP con los hallazgos
en el PET y concluye que los pacientes con PET positivo y AFP > 200 ng/ml presentan un alto

riesgo de recurrencia posTOH y no deberian ser candidatos a este tratamiento (31).

A pesar de algunas discrepancias, estos estudios comparten muchos puntos en comun:
coinciden en que un valor de AFP> 1000 ng/ml deberia llevar a la exclusidn de estos pacientes
de recibir un TOH; sugieren una asociacién entre AFP y caracteristicas morfoldgicas (tamafio y
volumen tumoral y nimero de nddulos); y algunos incluso proponen la combinacién con otros
marcadores de agresividad, como los hallazgos histopatoldgicos (grado de diferenciacion e

invasion vascular) o el PET.
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Perspectivas de futuro

Criterios ampliados de trasplante

El empleo de unos criterios mas laxos que permitan incluir a mas pacientes como
candidatos a trasplante ha suscitado gran interés. Algunos grupos, como el de la Universidad
de California, San Francisco (UCSF) (112), han publicado buenos resultados utilizando criterios
de elegibilidad expandidos (nddulo Unico de hasta 6,5 cm o hasta 3 nddulos siempre y cuando
ninguno sea mayor de 4,5 cm y la suma de sus didmetros sea menor o igual a 8 cm),
comparables a los de los pacientes que cumplian los criterios de Milan y los autores
concluyeron que los criterios de Milan eran demasiado estrictos y podrian estar excluyendo a
algunos pacientes que podrian beneficiarse del trasplante en comparacién con otros
tratamientos paliativos, no potencialmente curativos (176). Otros centros de referencia
también han publicado buenos resultados empleando criterios expandidos, mejorando
significativamente la supervivencia de pacientes que, segln los criterios clasicos, serian
Unicamente candidatos a tratamiento paliativo (5,177-182). Sin embargo, los criterios de
Milan siguen siendo el punto de referencia para la seleccién de pacientes con CHC para
trasplante y no existe un consenso internacional sobre el empleo de otros criterios de

inclusion.

Downstaging

Ademas de su uso como "terapia puente" para reducir el nimero de abandonos de la lista
de trasplante debido a la progresién tumoral, las terapias locorregionales neoadyuvantes
(TACE, ablacién por radiofrecuencia, etc) también se han empleado para infraestadiar
(downstaging) a pacientes con CHC inicialmente mas avanzados de modo que al ser
reevaluados cumplan los criterios para trasplante. En este escenario, se han descrito tasas de
supervivencia similares a las obtenidas con pacientes que inicialmente si cumplian los criterios
de Milan (183-186). Una revisién sistematica que incluia 13 estudios (n = 950) estimd un
porcentaje de éxito del 48% (IC 95%, 39-58%). Por otra parte, en el analisis por subgrupos
incluyendo solo estudios prospectivos (12 estudios, n = 320), se establecid una tasa de
recurrencia postrasplante elevada: 16% (IC 95%, 11-23%) (187). Otra revisién sistematica (8
estudios, n = 720) establecid tasas de éxito desde el 24 al 69% vy tasas de supervivenciaa 1,3y
5 afios de 82-100%, 79-100% y 54,6-94% respectivamente (188). Sin embargo, no existe hoy en

dia un acuerdo mayoritario con respecto al tratamiento de eleccidn en el downstaging (ni tan
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siquiera en la definicion de downstaging en si misma), los criterios de seleccidn, los criterios de
imagen para definir la extensidon tumoral y la forma en que todo esto deberia afectar a la
priorizacién en la lista de espera. De hecho, ni siquiera se han identificado los factores
predictores de un tratamiento exitoso (189). Todo ello hace que aun no se hayan establecido

recomendaciones respecto a su uso.

En resumen y con la evidencia cientifica disponible a dia de hoy, se recomienda no expandir
los criterios de seleccidn de trasplante hepatico, a no ser que se lleve a cabo en el contexto de
un ensayo clinico o en un area con gran escasez de donantes (125). Una de las principales
criticas que se ha hecho a la expansidn de criterios es que propiciara el aumento de pacientes
en lista de espera en detrimento de aquellos pacientes con supervivencias tedricas excelentes
postrasplante (que se dejarian de trasplantar). Por otra parte, algunos analisis de coste-eficacia

también desaconsejan esta estrategia (190).

Nuevos biomarcadores prondsticos

Al igual que en otras neoplasias, existe un gran interés en conocer mejor las vias
moleculares que determinan el desarrollo de CHC y su recurrencia tras el tratamiento y asi
establecer nuevos marcadores basados en técnicas de biologia molecular (191-193). En este
contexto, el estudio de células tumorales circulantes y su determinacion y caracterizacién en
sangre periférica (biopsia liquida) podria aportar valiosa informacion al conocimiento del
comportamiento biolégico del carcinoma, disefiar estrategias terapéuticas efectivas en cada

caso y monitorizar la respuesta a los tratamientos(194).

Seguimiento postrasplante

No existe un consenso sobre el intervalo de tiempo con el que deben realizarse las
revisiones después del trasplante ni sobre las técnicas de imagen y serolégicas a emplear. Se
recomienda la tomografia computarizada con contraste o la resonancia magnética vy
determinaciones de AFP cada 6 a 12 meses (124). Algunos grupos han sugerido adoptar una
estrategia de vigilancia de acuerdo al riesgo individual de recurrencia postrasplante. En este
sentido, modelos de estratificacidn de riesgo como RETREAT score o Moral score podrian ser

utiles una vez que hayan sido validados en estudios prospectivos (167,168).

40



Introduccion

Las guias espafiolas (17) recomiendan el trasplante hepatico como una opcién eficaz para
pacientes que presenten un CHC que cumplan los criterios de Milan; el trasplante hepatico de
donante vivo es una opcién valida si el tiempo de espera es lo suficientemente largo para
considerar que pueda existir riesgo de exclusion por progresion tumoral. No se puede realizar
ninguna recomendacion respecto a la expansion de los criterios de inclusion mas alla de los
criterios convencionales de Mildan y el tratamiento locorregional preoperatorio puede

considerarse cuando el tiempo de espera previsto es mayor de 6 meses.

1.1.6.3. Otros tratamientos

Existe un amplio abanico terapéutico para aquellos pacientes con CHC sin afectacién
extrahepdtica y que no son candidatos a la reseccién hepatica o al TOH. Podemos distinguir
entre tratamientos locorregionales (ablacion por radiofrecuencia, microondas,
quimioembolizacidn, radioembolizacidn, etc) y tratamientos sistémicos. La eleccion del
tratamiento esta determinada por el grado de disfuncién hepatica, el tamafio y distribucién de
los tumores, el patrén vascular y la reserva funcional del paciente. Generalmente se prefiere
optar por tratamientos locorregionales frente a los sistémicos. Sin embargo, no existe una
técnica de eleccion y esta dependera de las preferencias de cada equipo multidisciplinar en

base a los recursos disponibles.

Terapias locorregionales

Ablacidn por radiofrecuencia (RFA)

La RFA es la técnica mas usada en pacientes que no cumplen criterios de resecabilidad pero
que si son candidatos a terapias locorregionales (CHC < 5 cm sin afectacion extrahepatica)
(195). También ha demostrado ser una opcién valida en el tratamiento de CHC recidivados tras
una hepatectomia (196). Consiste en aplicar localmente energia térmica mediante un
electrodo que genera una corriente alterna de radiofrecuencia al tejido circundante. El
movimiento iénico da como resultado un calentamiento por friccion del tejido. Cuando la
temperatura supera los 602C, se produce la necrosis de los tejidos adyacentes al electrodo en

un area de hasta 3 cm (197). La efectividad de la técnica se evalla posteriormente mediante
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una prueba de imagen (TC o RM) en la que se constata o no la presencia de un drea bien

delimitada que no capta contraste (necrosis) donde antes se encontraba la lesién (198).

Aunque no existe un tamafo tumoral mas alla del cual se desaconseje la RFA, los mejores
resultados se obtienen en pacientes con tumores Unicos menores de 4 cm (199). Como se ha
comentado anteriormente, la RFA es un tratamiento que también se puede emplear como
terapia puente hasta el TOH, con el fin de detener la progresién tumoral y evitar asi la

exclusion de la lista de espera.

En cuanto a los resultados, se han descrito tasas de respuesta radioldgica completa
superiores al 90% para tumores menores de 5 cm, con unas tasas de recurrencia del 3 al 29% vy
del 3 al 32% a 3 y 5 afios respectivamente, una supervivencia global de 67 a 80% y 17,8 a
67,9% a 3 y 5 afios respectivamente y una supervivencia libre de enfermedad de 50 a 68% y 17

a41,8% a3y 5 afos respectivamente (200-204).

Se han realizado varios estudios prospectivos aleatorizados comparando la RFA con la
reseccion quirurgica. Un metaanalisis de 2017 (205) no observé diferencias entre ambas
técnicas, si bien la mortalidad relacionada con el cancer era significativamente menor en los
pacientes sometidos a cirugia. Sin embargo, con una supervivencia a largo plazo superior al
40% (que alcanza el 80% en pacientes cuidadosamente seleccionados), existe un amplio
consenso para considerar a la resecciéon quirdrgica como tratamiento de eleccidn frente a la

RFA, incluso para tumores pequefios (126).

La RFA puede estar contraindicada desde un punto de vista anatdmico, por ejemplo, en
lesiones adyacentes al diafragma, la vesicula biliar, el intestino o venas principales

intrahepaticas (206).

Ablacién por microondas

Se trata de un procedimiento similar a la RFA, aunque en este caso el electrodo transmite
microondas de alta frecuencia. Respecto a la RFA, goza de la ventaja de permitir realizar
simultdaneamente multiples ablaciones. En la mayoria de las series se han descrito tasas de
respuesta completa del 89 al 95%, tasas de recurrencia local del 4 al 22% a los 3 afios y tasas

de supervivencia del 51 al 81% a los 3 aflos (207-211).
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En comparacién con la RFA no parece haber grandes diferencias. Un metanalisis de 2016
(212) concluyé que ambos procedimientos presentaban una eficacia similar en términos de
respuesta completa, tasa de recurrencia local y supervivencia global, aunque en las lesiones de
mayor tamafio (> 2 cm) la tasa de recurrencia local fue significativamente menor cuando se
empled la ablacidn por microondas. Sin embargo, un estudio prospectivo aleatorizado
realizado posteriormente no pudo corroborar estas diferencias. Las tasas de progresion
tumoral local a 3y 5 anos fueron 4,3 y 11,4% con la ablacion por microondas y 5,8 y 19,7% con
RFA. No se observaron diferencias significativas en el andlisis por subgrupos de tumores. Las
tasas de supervivencia global a 3 y 5 afios con microondas fueron 82y 67% y 81 y 73% con
RFA. Con la ablacién por microondas se requirieron significativamente menos sesiones, la
ablacién con el aplicador fue mas rdpida los gastos de hospitalizacién mas bajos que con RFA
(213). Estos resultados la convierten en una técnica perfectamente valida como alternativa a la

RFA, siempre y cuando esté disponible.

Quimioembolizacion o TACE

La quimioembolizacion o TACE (del inglés, transarterial chemoembolization) es el
tratamiento de eleccién en pacientes con CHC en un estadio intermedio (estadio B de la
clasificacion BCLC) al ser el Unico que ha demostrado mejorar la supervivencia en estos
pacientes (214—-216). Se trata de un procedimiento de radiologia intervencionista mediante el
que se cateterizan selectivamente las ramas nutricias tumorales desde la arteria hepatica con
el fin de inyectar una combinacién de un agente quimioterdpico y una sustancia embolizante

que ocluya dichas ramas (217).

Los candidatos idoneos para TACE son pacientes con CHC irresecable sin invasién vascular o
diseminacién extrahepatica y con cirrosis compensada. De hecho, el grado de disfuncién
hepatica parece ser el factor mas importante para predecir la supervivencia en estos enfermos

(218-220).

La TACE esta contraindicada en los casos en los que el flujo portal se encuentra muy
reducido o es inexistente y en pacientes con cirrosis descompensada (221). Es un
procedimiento no exento de complicaciones. La mas frecuente es el sindrome
posquimioembolizacién, que se caracteriza por la presencia de fiebre (por necrosis tumoral),
ileo y dolor abdominal. Otras complicaciones mas graves son el desarrollo de abscesos

hepaticos, fallo hepatico, colecistitis isquémica o incluso muerte (222,223).

43



Introduccion

El procedimiento varia, pudiendo emplear diferentes combinaciones de agentes
quimioterapicos y embolizantes. En la TACE convencional se emplea un agente quimioterapico
junto con lipiodol (un medio de contraste yodado oleoso que promueve la retenciéon
intratumoral de la quimioterapia) y particulas de esponja de gelatina como agente
embolizante. Algunas técnicas alternativas, como el uso de microesferas sintéticas cargadas
con un agente quimioterapico que liberan lentamente (adriamicina, doxorrubicina, etc)
pueden minimizar los efectos secundarios al lograr simultdneamente la oclusién vascular y la
liberacién del agente quimioterdpico, lo que reduce su paso a la circulacién sistémica (224). Sin
embargo, aun no se ha establecido cudl es el agente quimioterapico optimo ni el mejor

método de embolizacion (225).

El principal inconveniente de la TACE es que, a pesar de una respuesta inicial al
tratamiento, la progresion de la enfermedad es la norma. En este sentido se ha investigado
como evitar o ralentizar esta progresion tras el tratamiento mediante la asociacion de TACE a
otras terapias locorregionales o tratamientos sistémicos (sorafenib) y hoy en dia se dispone de
multiples combinaciones. Esta gran variedad de técnicas existente implica una gran
heterogeneidad en los resultados. Un metaanalisis de 55 ensayos aleatorizados con un total de
5.763 pacientes concluyé que se lograba una ganancia significativa en términos de
supervivencia con cualquiera de los procedimientos de embolizacién con respecto al
tratamiento de soporte del grupo control (nivel de evidencia bajo), siendo la combinacién de

TACE con otro método (ablacidn o radioterapia) superior al empleo de TACE sola (226).

Por otra parte, cuestiones como cudl es el esquema terapéutico éptimo, forma de evaluar

la respuesta o cuando considerar que la TACE ha fracasado contindan sin respuesta.

Otros tratamientos locorregionales

En los ultimos afios han aparecido otras terapias con resultados prometedores. Entre ellas
destaca la radioembolizacion mediante microesferas de Itrio-90, que induce una necrosis
tumoral extensa con un perfil de seguridad aceptable. Aunque su uso estd aumentando, no
hay estudios que demuestren un impacto sobre la supervivencia y no hay consenso en cuanto
al uso éptimo de esta terapia (227). Un escenario clinico en el que la radioembolizacion podria
preferirse respecto a la TACE es en pacientes con CHC y trombosis portal tumoral. Los
beneficios sobre otras terapias locorregionales incluyen una toxicidad relativamente baja, la

posibilidad de tratar pacientes con una carga tumoral significativa (en una Unica sesién en
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lugar las multiples sesiones que requiere la TACE) y efectos secundarios relativamente
limitados. Algunas de sus principales limitaciones son el alto coste y restricciones anatdmicas

(por ejemplo, el paso del material radioactivo al pulmdn) (228).

En relacién con el TOH se ha descrito su utilidad como terapia puente (229-231) y como

downstaging (232,233) con resultados similares a otros tratamientos como la TACE.

Tratamiento sistémico

La quimioterapia sistémica paliativa con farmacos citotdxicos convencionales no se ha

utilizado de forma rutinaria en pacientes con CHC avanzado por varias razones (234):

— CHC es un tumor quimiorresistente debido a la alta tasa de expresion de genes que le
confieren resistencia a los farmacos.

— La quimioterapia convencional no ha demostrado mejorar la supervivencia. Cabe
recordar que los pacientes con CHC avanzado presentan a menudo una funcién
hepatica muy deteriorada que influye mas en la supervivencia que la propia
agresividad del tumor, amortiguando el impacto que pueda tener el tratamiento
sistémico. Ademas, la escasa reserva funcional hace que a menudo estos pacientes no
toleren bien estos tratamientos (y sus efectos adversos).

— Los resultados de los estudios que se han llevado a cabo son muy dispares debido a la
heterogeneidad de las poblaciones segin el area geogréfica (mientras que los
pacientes asiaticos suelen ser mds jovenes, con cirrosis compensada y de etiologia
predominante virica, los pacientes europeos y norteamericanos suelen ser mayores,
con cirrosis etandlica y multiples comorbilidades).

— La quimioterapia puede ser menos eficaz en general en pacientes con cirrosis

significativa.

Esta situacién cambié en 2008 con la aparicion de sorafenib, un inhibidor de la tirosina
quinasa que actla sobre receptores de factores angiogénicos, entre otros (235). Se realizaron
dos ensayos clinicos multicéntricos evaluando sorafenib respecto a placebo (ensayo SHARP, en
Europa y América, y estudio Asia-Pacifico, en el sudeste asiatico) en los que se demostré una
ganancia significativa de 2-3 meses en la mediana de supervivencia (236,237). Sorafenib ha

demostrado ser eficaz independientemente de la etiologia de la cirrosis, el estadio tumoral, la
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reserva funcional del paciente y los tratamientos previos recibidos (238). Sin embargo, no se
dispone de biomarcadores predictivos de respuesta a sorafenib. Se han descrito todo tipo de
factores para predecir el beneficio del tratamiento, desde la presencia de determinados
eventos clinicos adversos (manifestaciones clinicas cutaneas, hipertension, diarrea) (239-241)
a marcadores bioquimicos (242) y moleculares (243-245). Ninguno de ellos ha logrado ser

validado y aceptado en la préctica clinica.

Respecto a la combinacién de sorafenib con otras terapias y segun la evidencia disponible
actualmente, su uso tras la TACE parece ser seguro y eficaz, aunque no ha demostrado un
beneficio en términos de supervivencia (246). En relacion al TOH, existe poca evidencia sobre
su combinacién con inmunosupresores (247). También podria ser una opcion factible en el

tratamiento de la recidiva tras el TOH (248,249).

Aunque sorafenib es, hasta la fecha, el Unico farmaco que ha demostrado un beneficio en la
supervivencia ha propiciado el desarrollo de nuevas terapias moleculares frente al CHC asi

como un mejor conocimiento de las distintas vias de sefializacién presentes en esta neoplasia.

En lo concerniente a las terapias locorregionales y sistémicas, las sociedades espafiolas
AEEH, SEOM, SERAM, SERVEI y SETH recomiendan en su documento de consenso (17) la
ablacién tumoral como tratamiento eficaz en aquellos pacientes con CHC iniciales no
candidatos a reseccién quirdrgica o como tratamiento durante el tiempo de espera del
trasplante hepatico. En tumores menores de 2 cm la ablacion percutanea presenta una eficacia
terapéutica similar a la reseccién quirdrgica. La TACE es el tratamiento de eleccién en
pacientes sin sintomas asociados a cdncer, con funcién hepdtica conservada, que presentan un
CHC multinodular sin invasién vascular ni extrahepatica. Otros tratamientos locorregionales
como la radioterapia intratumoral con Itrio-90 han mostrado eficacia en estudios preliminares
y se recomienda su evaluacién en el contexto de ensayos clinicos. Sorafenib es el tratamiento
de eleccion en pacientes con CHC avanzado. La quimioterapia se ha mostrado ineficaz en el

CHC y su uso no estad recomendado.
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1.2. CARCINOGENESIS, PROCESO METASTASICO Y CELULAS
TUMORALES CIRCULANTES

El cdncer no es una enfermedad, sino un conglomerado de trastornos que tienen en comun
una vasta alteracién de la regulacion del crecimiento celular que, en ultima instancia, conduce
a la invasiéon de otros tejidos (metdstasis). Aunque los avances de la medicina en el
conocimiento de su base molecular son notables, ain queda mucho por aprender sobre sus

causas y patogenia, claves para llegar a controlarlo en un futuro.

Hoy en dia, a pesar de que un porcentaje significativo de enfermos de cancer alcanzan la
curacion mediante la cirugia (y a veces tratamientos adyuvantes complementarios), otros
acaban falleciendo tras desarrollar metastasis (250); un proceso en el que participa un amplio

elenco de mediadores y en el que aln quedan muchas incégnitas por resolver.

1.2.1. Carcinogénesis

La carcinogénesis se basa en la aparicién de una mutacidn o dafio genético no letal en una
Unica célula precursora que, mediante expansién clonal y acimulo de multiples mutaciones,
dara lugar a una neoplasia. Las dianas de este dafio genético son fundamentalmente cuatro
grandes grupos de genes reguladores: los protooncogenes (promotores de crecimiento), los
genes supresores tumorales (inhibidores del crecimiento), los genes reguladores de la

apoptosis y los genes reparadores del ADN.

Este acumulo de mutaciones confiere a la célula tumoral un fenotipo agresivo que

condiciona su malignidad. En conjunto, estas caracteristicas son (251):

— Autosuficiencia de las sefales promotoras del crecimiento.
— Insensibilidad a las sefiales inhibidoras del crecimiento.

— Potencial replicativo ilimitado.

— Evasién de la muerte celular.

— Evasion del sistema inmune.

— Capacidad angiogénica mantenida.

— Infiltracidn tisular y metdstasis.
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1.2.2. Cascada metastasica

La letalidad de una neoplasia maligna reside en la agresividad de las células tumorales que
la integran, capaces de independizarse del tumor primario e invadir los tejidos sanos
adyacentes o, al acceder a la circulacion periférica, diseminarse a otros drganos (252—-257) y
establecer asi nuevos nichos de enfermedad o metdstasis (258). La enfermedad metastasica se
desarrolla a lo largo de multiples cambios genéticos y epigenéticos y una seleccion de rasgos
favorables a través de sucesivos cuellos de botella (invasidn tisular, inmunovigilancia, hipoxia,
presion terapéutica, etc). Aquellos clones tumorales con las caracteristicas prometastasicas
mas efectivas daran lugar al desarrollo de nuevos focos tumorales donde a su vez continuara la

evolucion, adquiriendo nuevas caracteristicas que permitan proseguir la diseminacién (259).

Los primeros pasos de este proceso son conocidos. En primer lugar, la expresion de algunos
oncogenes promueve un proceso llamado transicién epitelio-mesénquima (TEM). Durante este
fendmeno, las células del carcinoma regulan negativamente determinados marcadores
epiteliales (cadherinas) y positivamente otros mesenquimales (vimentina y actina del muasculo
liso). En conjunto, estos cambios favorecen el desarrollo de un fenotipo migratorio. Asi, la
pérdida de expresidn de ciertas proteinas que regulan la adhesion intercelular (E-cadherinas),
facilita a la célula tumoral prometastasica independizarse de la masa tumoral. A continuacién
invade el tejido sano tras degradar la matriz extracelular mediante la activacién de
metaloproteasas y el sistema activador del plasminégeno tipo urokinasa (260,261),
adquiriendo entonces la motilidad que le permite alcanzar el torrente sanguineo gracias la
expresién de citocinas y algunos factores de crecimiento con actividad quimiotdactica. En

conjunto, estos cambios fenotipicos confieren a la célula tumoral propiedades invasivas.

Una vez que acceden al torrente sanguineo, las células tumorales son vulnerables a la
aniquilacién por las defensas inmunitarias y otros mecanismos como la apoptosis inducida al
perder la adhesidn a la matriz extracelular (anoikis). Por ello tienden a formar agregados en los
gue también participan factores de la coagulacién y plaquetas y que se denominan émbolos
tumorales. De esta forma, consiguen aumentar su supervivencia y capacidad de implantacién

distante (262).

A continuacién se enumeran los principales hitos que debe superar una célula tumoral para

establecer un nuevo foco de enfermedad.
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1. Crecimiento de la célula tumoral prometastdsica en un microambiente favorable en el
que se den las interacciones adecuadas entre distintos complejos de sefalizacion.

2. Independizacién de la masa tumoral primaria (pérdida de uniones intercelulares) e
infiltracion en el parénquima sano (degradacion de la matriz extracelular) mediante
procesos de diferenciacion celular (transicidn epitelial a mesenquimatoso).

3. Intravasacion al torrente sanguineo, donde se forman agregados plaquetarios vy
microémbolos tumorales.

4. |Interaccién con el endotelio en un punto distal para que tenga lugar la adhesién y
extravasacion.

5. Angiogénesis y proliferacion para colonizar asi un nuevo tejido.

Sin embargo, las células que integran una neoplasia no son genéticamente idénticas,
conviviendo multiples subpoblaciones con caracteristicas diferentes. Esta heterogeneidad no
solo se manifiesta de forma intratumoral, sino que un mismo tumor sélido a su vez puede
exhibir cambios temporales y evolucionar de acuerdo a variaciones genéticas en base al
microambiente estromal y la presién terapéutica, lo que le confiere la capacidad de desarrollar

resistencia a farmacos a los que inicialmente era sensible (263,264).

Por tanto, el manejo de la enfermedad metastasica deberia recaer en el analisis de las
caracteristicas del tejido tumoral actual en lugar de en el tumor primario diagnosticado meses
o afios antes. En este sentido, la determinacién de CTC podria ser una herramienta muy util al

proveer de informacién sobre el tumor en tiempo real.

1.2.3. ¢ Qué son las células tumorales circulantes?

Las células tumorales circulantes (CTC) fueron descritas por primera vez en 1869 por el
médico australiano Thomas R. Ashworth en una paciente con cdncer de mama. Ashworth
apunto que "las células idénticas a las del cancer que se ven en la sangre pueden arrojar algo
de luz sobre el modo en el que se originan los tumores multiples que existen en la misma
persona” (265). Estas CTC y su determinacion en sangre periférica (biopsia liquida) ocupan
actualmente muchas de las lineas de investigacién en la lucha frente al cancer y se cree que su
deteccidén y caracterizacidon podria aportar valiosa informacién en el diagndstico, tratamiento y

prondstico de cualquier neoplasia maligna (266-268).
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Las CTC parecen desempenfiar un papel fundamental en la formacién de metastasis. Asi lo
han demostrado los estudios experimentales con CTC provenientes de pacientes e implantadas
en ratones, en los que se observd la aparicion de tumores con similares caracteristicas a los

tumores originales de los pacientes (269,270).

La evidencia actual sugiere que las CTC se encuentran ya presentes en los estadios iniciales
de un tumor primario y muestran gran heterogeneidad (271,272). Se han caracterizado
multiples subpoblaciones: células tumorales epiteliales, mesenquimales, TEM y células
tumorales con fenotipo célula madre, con distintos grados de agresividad y potencial para
metastatizar (254). Se calcula que un millén de CTC por gramo de tejido tumoral se diseminan
diariamente al torrente sanguineo (273). A pesar de este llamativo dato, solo un porcentaje

minusculo - menos del 0,01% - se estima que propiciara el desarrollo de metdstasis (274).

El fendmeno mediante el que las CTC colonizan un drgano y dan pie al desarrollo de una
nueva lesién es complejo y poco conocido. El hecho de que muchos pacientes con diagndstico
de cancer y deteccién de CTC en sangre periférica no lleguen a desarrollar metastasis o
recidiva de la enfermedad tras el tratamiento sugiere que se trata de un proceso ineficiente.
Se han desarrollado multiples modelos en ratones a los que se inoculan células tumorales
dirigidas frente a diferentes érganos diana sin que estas lleguen a desarrollar con éxito nuevos
focos metastasicos (275,276). Luzzi et al (277), observaron que tan solo el 0,02% de las células
tumorales inyectadas al torrente venoso portal conseguian formar micrometdastasis. En otros
trabajos se ha observado que la mayoria de las células tumorales de cancer de mama sufrian
apoptosis al alcanzar el pulmdn o que las de cancer colorrectal desaparecian rdpidamente tras

infiltrar el parénquima hepatico (278).

Los pasos iniciales de la cascada metastasica (la invasion vascular y la migracion de las
células tumorales a través del torrente sanguineo una vez franqueada la matriz extracelular)
son conocidos (279). Las células tumorales pueden diferenciarse hacia fenotipos de TEM que
les confiere mayor movilidad e invasividad, promoviendo de este modo el acceso al torrente
sanguineo (intravasaciéon) y posteriormente desdiferenciarse hacia fenotipos célula madre que
les facilite la colonizacién del nuevo tejido hospedador (280). Sin embargo estos fendmenos no
explicarian por si solos todo el proceso metastdsico y, a pesar de que contribuyen a
incrementar la agresividad y la quimiorresistencia de las células tumorales, se considera que
no juegan un papel tan importante como se creia previamente (258,281). Una vez que se

encuentran en la circulacion sanguinea, las células tumorales se mueven en un terreno hostil
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donde deben sobrevivir al sistema inmune y al estrés oxidativo antes de sobrepasar de nuevo
los capilares de camino al érgano diana. Estas células quedan a menudo retenidas en el
pulmén (si provienen de la circulacién sistémica y previo paso por las cavidades derechas del
corazoén) o en el higado (si provienen del lecho esplédcnico, que desemboca en la vena porta),
los dos érganos que se ven afectados con mayor frecuencia, si bien diferentes tipos de cancer

presentan cierta predileccién por estos u otros érganos diana (282).

Por otra parte, en la localizacién tumoral primaria las células crecen en un microambiente
estromal favorable que les permite esquivar la inmunovigilancia. Sin embargo estas
condiciones no suelen estar presentes a su llegada a un nuevo tejido diana, donde la mayoria
no logran prosperar, si bien se ha podido observar en modelos experimentales que sefiales
sistémicas procedentes de un tumor primario pueden influir en las condiciones
microambientales de drganos a distancia creando asi un nicho premetastasico previo a la
llegada de las células tumorales (277,277) Estos conceptos se han postulado en la teoria de
“semilla y tierra” (“seed and soil”) segin la que la “siembra” de nuevos focos tiene
preferentemente lugar un sustrato (“soil”) favorable a su crecimiento. Se ha descrito en
modelos experimentales con distintos tipos de cdncer (mama, colon y melanoma) una
predileccion de las CTC por focos preexistentes en detrimento de nuevos focos secundarios en
ambientes menos acojedores, lo que se conoce como “self-seeding”, entendiendo la cascada
metastdsica no como un proceso unidireccional sino bidireccional (255). La reinfiltracidn de la
masa tumoral primaria por CTC selecciona aquellas subpoblaciones mas agresivas (283). Esta
interaccion entre el estroma tumoral y CTC provoca la liberacidon de sefiales promotoras de
crecimiento, angiogénesis e invasion, lo que perpetla el proceso metastdsico. Esto podria
explicar la relacién entre algunos factores como el tamafio tumoral, la anaplasia o la
angiogénesis con la recurrencia local tras una exéresis completa y con un peor prondstico

(284).

En resumen, para que una célula tumoral tenga capacidad tumorigénica debe aunar una
serie de cualidades: capacidad para infiltrar tejidos, evadir el sistema inmune, adaptarse al
"tejido-hospedador" y sobrevivir como lesién latente hasta que se den las condiciones ideales.
En algunos tipos de cancer, como el luminal de mama, se ha descrito la aparicion de metastasis
tardias, tras afios de evolucion desde el diagndstico y tratamiento del tumor primario, y se
cree que tienen su origen en células circulantes que durante ese largo tiempo han
permanecido acantonadas y aletargadas en un drgano a distancia, acumulando mutaciones

hasta que se manifiestan (285,286).
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Por lo tanto, el proceso metastasico de infiltracion de un érgano especifico podria definirse
como la suma de varios factores: la presencia de sefiales provenientes del tejido tumoral, las
caracteristicas de las células tumorales circulantes, el tipo de circuito sanguineo al que acceden
y la estructura del érgano diana (255). A la hora de intentar prevenir la aparicién de metdstasis

habria que tener todos en cuenta.

Acidos nucleicos circulantes

Ademas del estudio de las CTC, hoy en dia se estan llevando a cabo numerosas
investigaciones con ADN y ARN circulantes que provienen de células tumorales que han sido
fagocitadas por macréfagos. Este ADN contiene mutaciones genéticas idénticas a las de sus
células tumorales originales y puede utilizarse para identificar mutaciones especificas de un
tumor y cambios epigenéticos, asi como para monitorizar el comportamiento bioldgico del
carcinoma, la respuesta a un tratamiento y la deteccidon precoz de una recaida. Uno de los
principales inconvenientes de estudiar el ADN es que es dificil establecer hasta qué punto
representa el genotipo de las células tumorales que iniciaran el proceso metastasico. Cabe
recordar que una neoplasia estd compuesta por multiples subpoblaciones celulares con
distintas propiedades y que tal vez las células tumorales peor adaptadas sean las mas

propensas a ser destruidas y liberar su ADN.

1.2.3.1. Aplicaciones de las CTC

El estudio de las CTC mediante la biopsia liquida puede conducirnos a una mejor
compresion del proceso metastdsico con multiples aplicaciones clinicas: desde el diagndstico
temprano de una neoplasia maligna hasta la monitorizacién del tratamiento y posterior
seguimiento, pudiendo predecir la recidiva precoz y establecer probabilidades de
supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global. Esto ha llevado a considerarlas uno

de los novedosos biomarcadores del proceso metastasico con gran utilidad clinica:

1. Seleccion de pacientes. Se ha demostrado en multiples estudios que los niveles de CTC
se relacionan con variables clinicas como la supervivencia y permiten predecir el riesgo
de recidiva (287). Los niveles de CTC podrian emplearse como factor prondstico,
establecer probabilidades de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global
y estratificar de este modo a los pacientes en funcién del tratamiento mas beneficioso

en cada caso.
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2. Seguimiento. La monitorizacion de las CTC a lo largo del tiempo permitiria identificar a
aquellos pacientes que puedan estar sufriendo una recaida del mismo modo que hoy
en dia se emplean los marcadores tumorales.

3. Monitorizacion de la respuesta a un tratamiento. Se ha observado un descenso en
los niveles de CTC tras el inicio de tratamientos adyuvantes (288). La determinacion
seriada de CTC en varios intervalos de tiempo podria indicar en tiempo real si el
tratamiento recibido estd siendo efectivo. Eso permitiria evitar tratamientos con alta
toxicidad en casos en los que no son efectivos, asi como ahorrar costes innecesarios en
otras pruebas (TC, PET-TC, determinacidn de otros marcadores tumorales, etc).

4. Diagndstico precoz. La biopsia liquida podria facilitar la deteccién precoz de una
neoplasia, antes incluso de que sea visible mediante pruebas de imagen, al identificar
en la sangre periférica elementos tumorales circulantes de una neoplasia no conocida
previamente.

5. Medicina a la carta. Del mismo modo que en microbiologia se emplean los
antibiogramas para determinar a qué antibidticos es sensible una bacteria, las CTC
podrian emplearse para determinar a qué tratamiento quimioterapico es sensible un
tumor de modo que podamos ofrecer un tratamiento personalizado asi como

establecer dianas moleculares contra las que dirigir nuevos tratamientos.

1.2.3.2. Métodos de deteccion de CTC

A pesar de su futuro prometedor en el estudio del cancer, no existe hoy en dia una técnica
de eleccién para la determinacidn y caracterizacion de las CTC, disponiendo de mds de 40
sistemas diferentes (Tabla 11). La mayoria de estos procedimientos requieren llevar a cabo

varios pasos:

1. Preservacion de las CTC mediante centrifugacion, lavado y adicion de sustratos

2. Enriquecimiento. Consiste en aislar las CTC mediante técnicas basadas en propiedades
bioldgicas o en propiedades fisicas.

3. Identificacion, enumeracién y caracterizacion celular. Se aplican diversas técnicas
sobre proteinas o 4cidos nucleicos (inmunocitoquimica, inmunofluorescencia, reaccién
en cadena de la polimerasa) y posteriormente se observan en dispositivos de imagen
por personal cualificado. Hoy en dia existe un gran interés no solo en determinar el

numero de CTC en sangre periférica sino en estudiar sus caracteristicas genotipicas y
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fenotipicas mediante el uso de diferentes marcadores. Esto nos permitiria conocer qué

subpoblacién es responsable del proceso metastasico.

Las caracteristicas morfolégicas y fenotipicas de las CTC estdan ampliamente aceptadas.
Se entiende por CTC como aquella célula de forma redondeada, de tamafio medio o
grande (> 5 pm), nucleada, con un ratio nucleo/citoplasma alto y que expresa
citoqueratinas o EpCAM en ausencia de expresion para CD45 (marcado leucocitario). Sin
embargo, como ya se ha mencionado anteriormente, existen subpoblaciones de CTC
fenotipicamente diferenciables en funcién de los marcadores que expresan, que también
podrian emplearse como dianas diagndsticas o terapéuticas (254). Los principales

marcadores conocidos hasta la fecha se resumen en la Tabla 12.
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Tabla 11. Métodos de deteccidon de CTC.

Método de deteccion Tecnologia empleada

Inmunomagnetismo antiEpCAM + inmunofluorescencia para CKS,

CellSearch 18,19 y CD45.
IsoFlux Inmunomagnetismo antiEpCAM + inmunofluorescencia para CK,
CDA45 y Hoechst 33342.
Adnatest Inmunomagnetismo + PCR cuantitativa en panel genético.
CytoTrack Citometria de flujo e in.munoflorescencia (escfa\neado fluorescente
sobre disco rotado a alta velocidad).
e SR Inmunomagnetismo + citometria de flujo y contaje en microscopio
fluorescente.
CTC-iChip Inmunomagnetismo + microfluidos
LiquidBiopsy Inmunomagnetismo + chip microfluidico
MACS Inmunomagnetismo con varios anticuerpos
SERS Inmunomagnetismo
MagSweeper Inmunomagnetismo
iFISH Inmunomagnetismo + hibridacidn in situ
NanoVelcro Microfluidos anti-EpCAM, anti-GPC-3 y anti-ASGPR
ISET Microfiltracidn
CanPatrol Microfiltracién + hibridacién ARN (CK, EpCAM, Twist y vimentina)
OncoCEE Inmunocitoquimica
FAST Escaneado con fibra éptica
OncoQuick Membrana porosa + centrifugado en gradiente de densidad
EPISPOT Secrecidn proteica
Vita-Assay Centrifugado en gradiente de densidad

Ficoll-Paque PLUS

Gradiente de densidad

55



Introduccion

Tabla 12. Caracteristicas fenotipicas de las diferentes subpoblaciones de CTC.

Subpoblacion de CTC Marcadores

CD176
EGFR
HER2
CTC epitelial
Mucl
Citokeratinas CK8, CK18, CK19

EpCAM

CD26

CD44

CD90
CD133
CXCR4

CTC tipo célula madre

Nestina

N-cadherina

O-cadherina
CTCTEM Vimentina

Fibronectina

Twist
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La técnica ideal deberia cumplir los siguientes requisitos:

— Validez analitica (capacidad para aislar verdaderamente CTC).
— Validez clinica (capacidad para predecir unos resultados clinicos especificos).

— Utilidad clinica (capacidad para mejorar los resultados clinicos cuando se use).
Algunas limitaciones generales de estos métodos son:

— La concentracién de CTC en sangre periférica es infima. En una muestra de 10 ml de
sangre es posible identificar en el mejor de los casos (y dependiendo del método de
deteccion) varias decenas de CTC (289). En esa misma cantidad de sangre circulan, en
comparacién, millones de eritrocitos y linfocitos.

— Para el contaje de CTC suele requerirse un paso previo de “enriquecimiento” mediante
el uso de marcadores especificos, por lo que solo se seleccionan las que son afines.

— El volumen sanguineo que se puede analizar es escaso, de modo que la presencia de

CTC no esta garantizada.

Técnicas basadas en propiedades fisicas

Las técnicas basadas en propiedades fisicas tienen en cuenta el tamafo, la densidad, la
maleabilidad, la capacidad migratoria y la carga eléctrica de las CTC. El principal inconveniente
de estas técnicas es la heterogenicidad de las CTC, cuyo tamafio y demas cualidades fisicas
pueden variar enormemente tanto en un mismo tumor como en diferentes pacientes, en los
gue, ademas, algunas células sanguineas pueden asemejarse a las CTC. Esto desemboca en una

elevada tasa de falsos positivos que limita el uso de estas técnicas.

TAMANO

El método basico de enriquecimiento basado en el tamafio asume que las células tumorales
son mas grandes que el resto de células de la sangre (17-52 um vs 6 - 15 um) (290). Mediante
unas membranas porosas a modo de filtro se logra retener células de un determinado tamaiio,
en este caso, las CTC. El mas conocido es el filtro ISET (/solation by Size of Epithelial Tumor
Cells). Esta técnica ofrece la ventaja de ser rapida, sensible y preserva intactas las células. Sus

principales inconvenientes son su baja especificidad y su alto coste.
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DENSIDAD

Los métodos de centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll permiten separar los
distintos componentes de la muestra sanguinea. Las células tumorales se aislan en la interfase
celular creada y posteriormente se somete a un proceso de enriquecimiento y deteccion
mediante métodos inmunoldgicos o moleculares (291). Son métodos rdpidos aunque su

sensibilidad es baja.

CARGAS ELECTRICAS

La dielectroforesis o movimiento de particulas a consecuencia de los efectos de la
polarizaciéon de un campo magnético no uniforme se puede aplicar para separar los distintos

componentes de una muestra sanguinea.

Técnicas basadas en propiedades biol6gicas

Las técnicas basadas en propiedades bioldgicas emplean anticuerpos especificos que se
unen a marcadores de superficie de las CTC, como la molécula de adhesién de células
epiteliales (EpCAM), el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (Her2),
miembros de la familia de las citoqueratinas y marcadores mesenquimales (N-cadherina y

vimentina) (292,293).

INMUNOMAGNETISMO BASADO EN LA EXPRESION ANTIGENICA

Es la técnica mas extendida. El método consiste en dirigir frente a un antigeno especifico
microesferas magnéticas conjugadas con el anticuerpo correspondiente. La union entre el
anticuerpo y el antigeno que expresa la célula diana permite, gracias a las microesferas
magnéticas y aplicando un campo magnético, capturar las células deseadas (seleccién
positiva). Estas particulas magnéticas pueden ser microesferas de oxido de hierro o
microfluidos (solucidon coloide que contiene nanoparticulas magnéticas tapizadas por los

anticuerpos).

El marcador o antigeno de superficie mas empleado es una glicoproteina transmembrana
conocida como EpCAM, ya que estd presente en todas las células epiteliales (y por tanto en las

células tumorales derivadas de estas) (294). Las CTC EpCAM+ se han asociado a mal prondstico
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en una gran variedad de tumores, tanto en estadios tempranos como avanzados de la

enfermedad (270,274,282,287,295-301).

A continuacién, se emplearan técnicas de inmunoflurescencia para la identificacién vy
contaje de CTC en el microscopio de fluorescencia. En este paso se emplean anticuerpos
inmunofluorescentes dirigidos frente a CK, CD45 (expresado solo por los leucocitos) y el

nucleo. (302).

La deteccion de CTC por Inmunomagnetismo proporciona una especificidad elevada y
permite cuantificar sus niveles en sangre, estudiar su morfologia e identificar diferentes

antigenos.

El principal inconveniente, ademds de su alto coste, es que solo es capaz de capturar
aquellas CTC que expresan un determinado antigeno contra el que se dirige el complejo
anticuerpo-microesfera magnética. Por tanto, todas aquellas CTC que no expresan ese

antigeno en concreto, pasaran inadvertidas.

En relacion a este método existe otra limitacion y es que hoy en dia no se dispone de
marcadores inmunocitoquimicos especificos de células tumorales que nos permitan, por
ejemplo, diferenciarlas de células epiteliales no tumorales (por otra parte extremadamente
raras en el torrente sanguineo de un individuo sano) de modo que se entiende por célula
tumoral circulante a toda célula epitelial aislada en el torrente sanguineo que cumple las
siguientes caracteristicas: posee nucleo (a diferencia de los eritrocitos y las plaquetas), expresa
en su superficie el marcador epitelial citoqueratina y carece del antigeno leucocitario CD45.
Ademas, segun los estudios mas recientes, es sabido que no todas las células tumorales
expresan citoqueratina, o lo que es lo mismo, son de estirpe epitelial, ya que se han
identificado subpoblaciones que no expresan EpCAM y si marcadores de perfil TEM o de célula

madre (280,303).

INVASION

Se basan en las propiedades invasivas de las CTC, que son capaces de invadir una matriz de
adhesién celular marcada previamente con fluorescencia, de modo que estas células puedan

luego identificarse en el microscopio de fluorescencia al contener fragmentos de dicha matriz.
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SECRECION PROTEICA

Detectan proteinas producidas por las células tumorales cuando se cultivan. Para ello se
realiza en primer lugar un enriquecimiento inmunomagnético negativo mediante marcaje con
CD45. Posteriormente la muestra se pone en contacto con una placa de cultivo que contiene
anticuerpos fluorescentes frente a proteinas especificas. Esta técnica aporta informacion sobre

el perfil de las CTC en base a las proteinas que secretan.

Principales inconvenientes de la biopsia liquida en la actualidad

Lograr aislar e identificar CTC supone un desafio técnico para el que se han desarrollado
numerosos métodos, cada uno con su propio protocolo para la preparacion, enriquecimiento y
analisis de las muestras. Por consiguiente, la mayoria de los estudios son pequefios, de un solo
centro y con datos demogréficos muy variados; lo que dificulta mucho la validacién externa de
los resultados. Los siguientes pasos en la investigacidn irdn encaminados a estandarizar un
método que, con alta sensibilidad y especificidad, logre identificar el espectro completo de
CTC. Para ello seran necesarios estudios prospectivos multicéntricos con un mayor tamafio
muestral y utilizando una plataforma de deteccién de CTC uniforme. Ademas, la deteccién de
células circulantes en sangre periférica procedentes del tumor original no siempre es a
expensas de células efectivas con capacidad metastasica y este es un sesgo que hay que tener
en cuenta si no se disponen de otras ténicas que permitan subclasificar a las CTCs en

poblaciones con relevancia o no en el proceso bioldgico de la metastasis.

1.2.4. Papel de las CTC en el hepatocarcinoma

Aunque desde la década de los noventa se han llevado a cabo numerosos estudios con
diferentes marcadores tumorales, el primer trabajo con CTC fue publicado en 2013 por Sun et
al (304). Este grupo describié la posibilidad de detectar CTC EpCAM-positivas en la sangre
periférica de pacientes con hepatocarcinoma y demostraron que en los pacientes sometidos a
cirugia curativa (reseccién hepatica), la deteccién preoperatoria de dos o mas CTC en 7,5 ml de
sangre periférica mediante el método CellSearch se asocia con un peor prondstico al
relacionarse significativamente con el tamafio tumoral, los niveles de AFP, la invasion vascular,

el estadio TNM, la trombosis tumoral portal, la supervivencia libre de enfermedad y la
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supervivencia global. Ese mismo afio, Schulze et al (305) describieron una asociacién entre la
presencia de CTC y una supervivencia global mas pobre, lo que sugiere un valor prondstico.
Dos afios mas tarde, Kelley et al (306) encontraron una correlacién entre las CTC EpCAM-

positivas y los niveles de AFP y la invasidn vascular.

Estos trabajos, entre otros, fueron incluidos en un metaanalisis de 2017 en el que Sun et al
(307) observaron que la presencia de CTC se asociaba con niveles mas elevados de AFP (>400),
presencia de trombosis tumoral portal, estadios mas avanzados segun la clasificacion TNM
(invasién ganglionar), mayor tamafio tumoral y peores tasas de supervivencia global y libre de

enfermedad.

En otro trabajo mdas reciente, Wang et al (308) analizaron los niveles totales de CTC asi
como de distintas subpoblaciones (mesenquimales y mixtas) en el posoperatorio de 62
pacientes con HCC tratados con reseccion hepatica. Observaron que las concentraciones de
estas CTC eran significativamente mayores en los pacientes con recidiva y que la presencia de
CTC mesenquimales se asociaba con un riesgo de recaida mas alto. Curiosamente un afio
después, Chen et al (309), en un trabajo con 113 pacientes con HCC tratados con reseccion
hepdtica o con ablacién, las concentraciones de diferentes fenotipos de CTC (epiteliales,
mesenquimales y TEM) no fueron predictores de recurrencia y tampoco encontraron una

correlacion con los estadios clinicos.

Ademas, la cantidad de CTC se correlaciona con el estadio tumoral (util en la seleccién de
pacientes para trasplante) y puede ser un indicador de existencia de enfermedad residual o
metdstasis (310,311). Por otra parte, las CTC no estan presentes en pacientes con cirrosis,

hepatitis crénicas o en individuos sanos (312).

El papel de las CTC en pacientes con CHC que se trasplantan ha sido poco estudiado. En un
trabajo de 2018, Xue et al (313) analizaron la concentracion de CTC mediante dos métodos
(CellSearch y iFISH) en 30 pacientes sometidos a TOH y observaron que la supervivencia libre
de enfermedad era significativamente mayor en aquellos pacientes con menos de 5 CTC
pretrasplante, determinado con el método iFISH. Por otro lado, en otro trabajo de ese mismo
afio con 47 pacientes, Wang et al (314) no encontraron asociacién entre las CTC y la tasa de

recurrencia postrasplante.

Con respecto a los acidos nucleicos circulantes, la expresion de ARNm de AFP en sangre

periférica se ha sugerido como sustituto de la determinacién de células tumorales circulantes y
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se ha asociado con un mayor riesgo de recurrencia postrasplante (315). Sin embargo, su
utilidad es controvertida y algunos autores lo consideran poco especifico. También se ha
investigado con otros ARN y ADN circulantes, pero ninguno de ellos ha sido ampliamente
reconocido como un marcador valioso, probablemente por su baja especificidad (316). Otros
trabajos han propuesto la utilidad de la determinacion de microARN circulantes como
predictores de mal pronéstico (317,318) aunque hasta la fecha no hay datos sobre su
asociacién con la recurrencia postrasplante. En la Tabla 13 se recogen los trabajos con CTC y

CHC disponibles hasta la fecha.

Tabla 13. Estudios con CTC en pacientes con CHC.

Trabajo Pacientes Método Hallazgos
Sun et al CTC+ 67% preQx y 28% 1 mes posQx. 22 CTC,
(304), 2013 123 CHCQx  CellSearch >recidiva.
Schulze et CTC+ 31%. Asociacidn con estadio, invasién
al(305), 2013 Sl CellSearch vascular y peor SG.
Guo et al 299 CHC > CTC pretratamiento, >progresion.
Qx, TACE y MACS Disminucion niveles CTC si respuesta a
(319), 2014 .
RT tratamiento.
Kelley et al CTC+ 40% CHC metastasicos. Asociacion 21CTC
(306), 2015 20 CHC Qx CellSearch e invasion vascular, AFP y peor SG.
Wang et al CTC-BioT- ., .
+ 609 .
(320), 2016 42 CHC Chip CTC+ 60% y correlacidon con estadio TNM
Zhou et al > Concentracion EpCAM mRNA CTC, > riesgo
49 CHC Qx RosetteSep recurrencia inicial (67% vs 10%) y al aifo (50%
(321), 2016
vs 10%).
Ogle et al 69 CHC Citometria >CTC, >estadio tumoral, trombosis tumoral
(322), 2016 de flujo portal y peor supervivencia.
Von Felden et CTC+ 15%. CTC+ asociacion con >tasa
al(323), 2017 °/ CHCQx  Cellearch recurrencia y <SLE.
Chen et al CTC mesenquimales asociacién con edad
1 H P | !
(324), 2017 95 CHC CanPatro estadio BCLC, metastasis, AFP y recidiva.
Wang et al CTC+ 84%. CTC mesenquimales (+), > riesgo
(308), 2018 02 CHCQx  CanPatrol recidiva
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Xue et al
(313), 2018

Wang et al
(314), 2018

Shen et al
(325), 2018

Yu et al (326),
2018

Qi et al (327),
2018

Ou et al (328),
2018

Ye et al (329),
2018

Chen et al
(309), 2019

Chen et al,
2020 (330)

30 CHC
TOH

47 CHC
TOH

89 CHC
TACE

139 CHC Qx

112 CHC Qx

165 CHC Qx

42 CHC-
VHB

113 CHC Qx
o ablacién

50 CHC
TOH

CellSearch +
iFISH

CanPatrol

CellSearch

CellSearch

CanPatrol

CanPatrol

CanPatrol

CanPatrol

imFISH

Introduccion

<5 CTC, > SLE (iFISH)

CTC(+) 70,2%. No asociacion con recidiva
posTOH.

CTC+ 56%. Asociacidn concentracion CTCy
mortalidad y progresion.

>2 CTC, < SLE y SG.

CTC+ 90%. 216 CTCy 22% CTC mesenquimales
se asocia con recurrencia y metastasis.

CTC+ 71%. >CTC asociado con >AFP, varios
tumores, estadio avanzado y émbolo tumoral.

CTC posQx factor prondstico independiente
para recidiva.

No correlaciéon CTC con recurrencia ni
caracteristicas clinicas.

CTC+ (52% pacientes) menor SLE 1 afo (61,5%
vs 91,6%)

CHC, carcinoma hepatocelular; CTC, células tumorales circulantes; Qx, reseccidon quirudrgica;

TACE, quimioembolizacién; RT, radioterapia; SLE, supervivencia libre de enfermedad; SG,

supervivencia global; VHB, virus de la hepatitis B.
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2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. Justificacion

El hepatocarcinoma es una de las neoplasias mas frecuentes y letales del mundo. Ademas,
aparece con frecuencia en el seno de una hepatopatia cronica (1,2), en cuyo caso el trasplante
hepatico es la mejor opcion potencialmente curativa en pacientes seleccionados (criterios de
Milan) (3), en los que se alcanza una supervivencia global a 5 afos del 70% (4). Sin embargo, la
escasez de donantes alarga el tiempo en lista de espera, promoviendo la progresién de la
enfermedad. A su vez, la reaparicidon del tumor postrasplante no es rara y alrededor del 20%
de los pacientes sufrira una recidiva, mermando considerablemente su supervivencia al
extenderse el tumor a diferentes érganos y disminuir la probabilidad de disponer de un

tratamiento curativo (5).

Se han descrito varios factores prondsticos asociados al fendmeno de recurrencia. Sin
embargo, estdn basados en caracteristicas macro y microscépicas tras el andlisis histoldgico del
higado enfermo explantado. Esto factores prondsticos son fundamentalmente el tamafio y
numero de nddulos, el grado de diferenciacién y la presencia de invasién microvascular. En los
ultimos afios se han propuesto varios modelos que intentan predecir el riesgo de caida, pero
se basan en estos mismos factores y en los niveles de AFP, cuya sensibilidad es limitada.
Actualmente no existen marcadores eficientes de la actividad tumoral pretrasplante que

permitan predecir de forma precoz la recidiva de la enfermedad.

Se ha postulado que en estos pacientes, en los que el tumor es eliminado completamente
con el higado enfermo, la responsabilidad de la recidiva recae sobre las células tumorales
circulantes (CTC) existentes desde antes del trasplante y que por mecanismos no bien
conocidos aun logran implantarse y extenderse por otros érganos o en el higado injertado. Hoy
en dia existe tecnologia que permite su deteccién y estudio a partir de una muestra en sangre
periférica (biopsia liquida) y estas CTC se consideran biomarcadores emergentes del proceso

metastasico, proporcionando informacién en tiempo real sobre el comportamiento del tumor.

El papel de las CTC en los CHC candidatos a TOH es muy poco conocido. Un mejor
conocimiento sobre su evolucién y relacién con otras pruebas diagndsticas y factores
prondsticos abriria la puerta a su empleo en la practica clinica con multitud de aplicaciones:
seleccionar pacientes en los que el procedimiento vaya a ser efectivo, monitorizar la respuesta

al tratamiento y detectar precozmente la recurrencia de la enfermedad.
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2.2. Hipotesis

La concentraciéon de CTC en sangre periférica en pacientes con CHC dentro de los
criterios de Milan que se trata mediante trasplante hepatico se asocia a la recidiva del
tumor y a factores predictores de peor prondstico.

La evaluacién oncolégica mediante CTC, AFP y PET-TC es util para predecir la recidiva
tumoral tras el trasplante hepatico y aporta informacidn valiosa sobre el pronéstico de

estos pacientes y la idoneidad del tratamiento.

2.3. Objetivos

Objetivo principal

Estudiar la evolucion de las CTC antes y después del trasplante hepatico en pacientes

diagnosticados de CHC dentro de los criterios de Milan, analizar su papel en la recaida de la

enfermedad y determinar su posible asociacién con la captacion en el PET-TC, los niveles de

AFP y los factores de mal prondstico conocidos.

Objetivos especificos

1.

Estudio descriptivo de los niveles de CTC en distintos momentos evolutivos del curso
clinico de estos pacientes: antes del TOH, al mes, 6 meses, 1 afio y 2 afos.

Comparar los niveles de CTC pretrasplante, con los obtenidos al mes, a los seis meses,
al afoy a los dos afios tras el TOH.

Estudiar la posible asociacién entre los niveles de CTC pretrasplante y otros marcadores
como los niveles de AFP y la captacidn en el PET-TC. Comparar los niveles de CTC y AFP
alo largo de la evoluciéon antes y después del TOH.

Estudiar la posible asociacién entre los niveles de CTC, los niveles de AFP y la captacién
en el PET-TC con diferentes variables demograficas, clinicas e histoldgicas (edad, IMC,
CHILD, MELD, etiologia de la cirrosis, tiempo en lista de espera, nimero de TACE
previas, tamafio y numero de tumores, respuesta histoldgica, grado de diferenciacion y

presencia de invasidon microvascular).
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5. Estudiar la posible asociacion entre los niveles de CTC, AFP y captacion en el PET con la
recidiva tumoral postrasplante. Analizar la supervivencia libre de enfermedad entre

grupos con distintas caracteristicas.
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3.1. Disefio del estudio

Se realizé un estudio analitico observacional sobre una cohorte de pacientes diagnosticados
de CHC dentro de los criterios de Milan y que fueron tratados mediante TOH en la Unidad de
Trasplante Hepatico del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafia) desde

septiembre de 2014. Para llevar a cabo el estudio se siguieron los criterios de la guia STROBE.

Se realizd un seguimiento de los pacientes desde el momento en el que se incluyeron en
lista de espera para trasplante hasta el cierre de la base de datos en septiembre de 2020. Para
la determinacion de las CTC se tomaron muestras de sangre de cada paciente en las siguientes

etapas: pretrasplante y al cabo de 1 mes, 6 meses, 1 afio y 2 afios del trasplante.

3.2. Pacientes

3.2.1. Criterios de inclusioén

Se incluyeron en el estudio un total de 30 pacientes en lista de espera de TOH que cumplian

los siguientes criterios de inclusion:

. Edad comprendida entre 18-70 afios.

. Diagndstico no invasivo de CHC en base a los criterios radiolégicos establecidos:
nddulo mayor de 1 cm que presenta hipervascularizacion en fase arterial seguida de
lavado precoz en fase venosa portal en una prueba de imagen dindmica (resonancia
magnética o tomografia computerizada) sobre un higado cirrético (22). En los casos
en los que el diagndstico era dudoso, se recurrié a una segunda prueba de imagen o
se confirma histolégicamente mediante biopsia hepatica percutanea (19).

o Firma del consentimiento informado. Todos los pacientes incluidos en el estudio
participaron de forma voluntaria y se obtuvo el consentimiento informado segun
las normas de la Declaracién de Helsinki de la Asamblea Médica Mundial (adoptada
por la 182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964, modificada en

la 642 Asamblea General, Fortaleza, Brasil, octubre 2013).

73



Material y Método

3.2.2. Criterios de exclusioén

o Antecedentes de otra neoplasia intra o extrahepatica.

. Diagndstico de CHC avanzado (fuera de los criterios de Milan, metastdsico).

3.2.3. Método de seleccidon y seguimiento

Los pacientes se seleccionaron de forma consecutiva no aleatorizada en base a los criterios

de inclusién descritos. Los pacientes incluidos en el estudio fueron evaluados periddicamente

en las Consultas Externas de la Unidad de Trasplante Hepatico para la recogida de las muestras

sanguineas y las entrevistas clinicas.

3.3. Variables del estudio

Variables clinicas

Edad, sexo e indice de masa corporal (IMC) de todos los pacientes en el momento de su
inclusion en lista de espera.

Fecha de inclusion en lista de espera y fecha del trasplante hepatico.

Tiempo en lista de espera. Calculado en dias entre la fecha del trasplante y la fecha de
inclusion en lista de espera.

Clasificacién CHILD y MELD de cada paciente en el momento de su inclusion en lista de
espera.

Etiologia de la cirrosis. Se tuvieron en cuenta las siguientes causas de cirrosis: infeccion
cronica por VHC, cirrosis etandlica y cirrosis mixta (infeccion por VHC + etandlica). Las
demas etiologias se agruparon en una misma categoria denominada “otras causas de
cirrosis”.

Terapia puente. La indicacion de terapia puente se decidié segun el criterio del Comité de
Trasplante. El tratamiento elegido en todos los casos fue quimioembolizacidn (TACE)
selectiva con microesferas sintéticas cargadas con adriamicina. Se tuvieron en cuenta el

numero de sesiones.
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Captacidn en el PET. En todos los pacientes se realizé al menos un PET como parte del
estudio pretrasplante. Se considerd PET positivo en los casos en los que existia una
captacion patoldgica. También se registro el valor de la captacion en términos de SUVmanx.
Modelos prondsticos. Se emplearon los sistemas RETREAT score (167) y AFP model (170).
En base a estos modelos se asignd una puntuacidn a cada paciente para cada modelo.
Recurrencia de la enfermedad. El diagndstico y la fecha de la recurrencia se establecid en
funcién de la fecha de realizacidn de la prueba de imagen (TC, RM o PET-TC) que demostré
la aparicion de nuevas lesiones compatibles con recidiva tumoral segun los criterios
radiolégicos. En base a estos datos, se determind el intervalo libre de enfermedad,
definido como el periodo de tiempo (en meses) transcurrido entre el TOH y la reaparicion
del tumor en cualquier localizacion o hasta el cierre de la base de datos si no hubo
recidiva.

Supervivencia global. Tiempo transcurrido (en meses) entre la fecha del TOH vy el

fallecimiento del paciente o el cierre de la base de datos.

Variables analiticas

Alfafetoproteina. Niveles en sangre de AFP medidos en ng/ml.

Células tumorales circulantes. Niveles de CTC en 10 ml de sangre periférica mediante el

sistema Isoflux (Fluxion Biosciences, South San Francisco, California).

Variables histologicas

Para las siguientes variables se considerd el informe patoldgico del higado explantado.

Tamafio (en centimetros) y nimero de tumores. Para contabilizar el nimero y el tamafio
de las lesiones solo se tuvieron en cuenta las que fueron consideradas en el informe
patoldgico definitivo como “tejido tumoral viable”. De este modo, las lesiones con una
necrosis total se equipararon a una respuesta patoldgica completa y no se tuvieron en
cuenta para la medicién. En los casos en los que Unicamente se describiéd una lesién
necrética, el didmetro y suma final fue de cero centimetros.

Invasion microvascular. Se define como la presencia de émbolos tumorales dentro de la

luz vascular (portal o suprahepatica).
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— Respuesta a la terapia puente. Se definid como respuesta completa a la presencia de
necrosis en el 100% del tumor. En caso contrario se considerd como respuesta parcial.

— Grado de diferenciacion. Los tumores fueron clasificados segun el grado de diferenciacién
en bien diferenciado (grado 1), moderadamente diferenciando (grado 2) y pobremente

diferenciado (grado 3) de acuerdo a los criterios de Edmonson y Steiner (331)

3.4. Método

Determinacion de CTC mediante el sistema Isoflux

Para el andlisis de las CTC mediante el sistema Isoflux se obtuvo en primer lugar una
muestra de 10 ml de sangre periférica en un tubo con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA),
que es el empleado rutinariamente para la extraccién de un hemograma. Las muestras se
procesaron en las 36 horas siguientes a la extraccion, conservandose hasta entonces a

temperatura ambiente.

Enriquecimiento de CTC

La fase de enriquecimiento comenzé con la separacién celular en gradiente con Ficoll. La
fraccion de células recuperada tras la centrifugacidon y aspirado del sobrenadante se incubd
durante 2 horas a 40°C con una suspension de particulas magnéticas recubiertas de
anticuerpos anti-EpCAM, incluidos en el kit Isoflux Circulating Tumor Cell Enrichment (Fluxion

Biosciences, South San Francisco, California).

Aislamiento de CTC

A continuacién, la muestra se procesé a través de los canales de microfluidos, donde la
aplicacién de un campo magnético permite aislar las CTC y transferirlas a un tubo de
microcentrifugacion mientras que las células restantes se recogen en un pocillo de desechos.

(Figura 4).
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| Depésito de la
: muestra

Figura 4. Cartucho del sistema Isoflux con sus diferentes depdsitos. Adaptada de

https://liquidbiopsy.fluxionbio.com/isoflux-ctc.

Contaje de CTC

El dltimo paso consiste en realizar una tincién con inmunofluorescencia con el fin de
visualizar las CTC en el microscopio de fluorescencia. Para ello se empleé el kit de Isoflux
Circulating Tumor Cell Enumeration (Fluxion Biosciences, South San Francisco, California), que
incluye los siguientes reactivos: anti-CK-fluorosceina isocianato (especifico para Ia
citoqueratina intracelular, caracteristica de las células epiteliales), anti-CD45-indocarbocianina

(especifico para linfocitos) y Hoechst 33342 (dirigido frente al nucleo) (Figura 5).

Las imdagenes de fluorescencia obtenidas se observaron a través de un microscopio de
fluorescencia por dos expertos independientes empleando un software de imagenes (BioFlux
Montage, Fluxion Biosciences Inc) y se identificaron y cuantificaron las CTC, entendiendo como
tales aquellas células morfolégicamente intactas, nucleadas (Hoechst 33342 positivo), que

expresan CK y son CD-45 negativas.
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Esta parte del analisis la llevd a cabo la Unidad de Células Tumorales Circulantes del Servicio

de Oncologia Médica del Instituto de Investigacion Sanitaria San Carlos (Madrid, Espafia).

Lymphocyte

#* CTC

Figura 5. Tincién con inmunofluorescencia: A, Hoechst 33342+ (células nucleadas), B, anti-CK-
fluorosceina isocianaato+ (células epiteliales); C, CD-45+ (leucocitos), D, diferencia entre

linfocitos y CTC (obtenida de ).

PET-TC

El estudio 18F-FDG-PET/TC se realizd con un equipo hibrido PET-TC (Gemini GXL, Philips)
siguiendo el método descrito en trabajos previos (332). En el momento de la realizacién de la
prueba, todos los pacientes cumplieron al menos un ayuno de 6 horas y presentaron glucemias
normales. La obtenciéon de las imagenes se realizé entre 60 y 90 minutos después la
administracion de 5,2 MBq/kg de FDG (mediana de 370 MBq de FDG). En primer lugar se
realizé una tomografia computarizada sin contraste desde la base del crdneo hasta el inicio de
las extremidades inferiores y con los siguientes pardmetros: 120 kV, 100 mA y cortes de
seccion de 5 mm para la correcciéon de atenuaciéon y fusién de imagenes. A continuacion se
realizd la exploracion de PET a razén de 3 minutos por posicién de la cama. Las imagenes
fueron procesadas por un algoritmo iterativo e interpretadas por un médico nuclear experto
mediante un andlisis visual cualitativo y semicuantitativo. Se consideraron patolégicos
aquellos focos de hipercaptacion del trazador que no fueran atribuibles a captaciones
fisiolégicas. El grado de captacion de la lesién se establecid determinando el indice SUV
(Standard Uptake Value o valor de captacién estandar) maximo del area de interés en relacion

a la dosis inyectada y el peso del paciente.
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3.5. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa SPSS v22.0 para Windows (SPSS, Inc,

Chicago, IL, USA), asumiendo diferencias estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

Se realizo el test Shapiro-Wilk para comprobar la distribucidn de las variables. En el estudio
descriptivo de la muestra, las variables cualitativas se expresaron en frecuencias y porcentajes
mientras que las variables cuantitativas, en media y desviacidon estdndar o mediana y rango

intercuartilico segun la distribucidon de cada variable.

Para estudiar la correlacién entre la concentracién de CTC, el SUVmax, niveles de AFP y las
variables cuantitativas se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson (r) o el test Rho de
Spearman segun la distribucion de la muestra. Para estudiar la asociacién entre los niveles de
CTC y AFP y SUVmax v las variables categdricas se emplearon los test U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis. Para conocer la variacién de los niveles de CTC y AFP, antes y después del
trasplante, se empled el test de Wilcoxon. El estudio del valor predictivo de las CTC, AFP y
SUVmax se efectud mediante el analisis ROC (Receiver Operating Characteristic), estimando el
area bajo la curva (AUC) para comparar la eficacia de cada parametro y calculando el punto de
corte optimo en base al indice de Youden méaximo en cada caso. Ffinalmente, los analisis de
supervivencia libre de enfermedad y global se llevaron a cabo mediante el método Kaplan-

Meier y la comparativa de las curvas de supervivencia con el estadistico Log-Rank.
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Resultados
4.1. Estudio descriptivo de las caracteristicas de los pacientes

y evolucion clinica.

Se incluyeron un total de 30 pacientes con hepatocarcinoma dentro de los criterios de
Milan y tratados mediante TOH. El 90% fueron varones, con una mediana de edad de 57 afios.
El alcohol y el VHC fueron, de forma combinada o aislada, la etiologia mas habitual de la
cirrosis. Otras causas menos frecuentes de cirrosis fueron la NASH (2 casos), la cirrosis

criptogenética (2 casos), la glucogenosis tipo Ill (1 caso) y el VHB (1 caso).

En la Tabla 14 se muestran las principales caracteristicas demograficas, clinicas vy
radioldgicas del grupo estudiado. Las caracteristicas histoldgicas de los CHC pueden verse en la

Tabla 15 mientras que las determinaciones analiticas de AFP y CTC se expresan en la Tabla 16.

La mediana del seguimiento fue de 57 meses (Rl: 45 - 62), siendo el tiempo minimo de
seguimiento 7 meses y el maximo 71 meses. Del total de 30 pacientes, 4 de ellos (13,3%)
presentaron recidiva del tumor. En 3 de los casos la recaida tuvo lugar durante el primer ano
de seguimiento mientras que la mas tardia sucedié a los 20 meses del trasplante. El tumor
reaparecié en todos los casos en multiples localizaciones, siendo higado y hueso los lugares
predilectos (constante en los 4 casos), seguida de la recaida pulmonar (2 casos) y adrenal (1
caso). Durante el seguimiento fallecieron 7 pacientes (23,3%). Cuatro lo hicieron a
consecuencia de eventos relacionados con la progresidon tumoral. Un paciente fallecié al afio
del TOH tras sufrir varias reintervenciones relacionadas con una estenosis biliar con absceso
hepatico asociado y rechazo celular del injerto. Otro paciente fallecié a los 10 meses del TOH
por un absceso hepatico que desembocé en shock séptico. El Gltimo paciente fallecié algo mas

de 3 afios después del trasplante por un evento cardiovascular.
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Tabla 14. Caracteristicas demograficas, clinicas y radioldgicas de los pacientes incluidos en el

estudio.

Variable
Edad
Sexo (varén/mujer) (%)
IMC

VHC

Etiologiadela Alcohol

cirrosis VHC + alcohol

Otras

A
CHILD B
C

MELD
Tiempo en LEQ (dias)
Terapia puente (TACE)
Numero de TACE
PET positivo
SUVmax
RETREAT score
RETREAT score 2 5
AFP model
AFP model > 2
Recidiva
SLE (meses)
Fallecimiento

SG (meses)

Cohorte (n = 30)
57 (Rl: 54-62)
27/3 (90/10)

27,8 (Rl: 25,1-29,9)

12 (40%)
6 (20%)
6 (20%)
6 (20%)

19 (63,3%)
7 (23,3%)
4 (13,3%)

9 (RI: 8-11)
186 (RI: 104-427)
26 (86,7%)
1(RI: 1-2)
10 (33,3%)
2,5(0-3,4)
1(RI:1-3)
3 (10%)
0(RI: 0-2)
2 (6,7%)

4 (13,3%)
57 (R1:41 - 62)
7 (23,3%)

57 (RI: 45 - 62)

IMC, indice de masa corporal; VHC, virus de la hepatitis C; LEQ, lista de espera quirudrgica; TACE,
quimioembolizacidn transarterial; SLE, supervivencia libre de enfermedad; SG, supervivencia
global.
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Tabla 15. Caracteristicas histoldgicas de los hepatocarcinomas analizados.

Variable Cohorte (n = 30)
Tamaiio (cm) 2 (RI: 1-3)
Numero de tumores 1 (RI: 1-3)
Suma diametro de tumores viables (cm) 3 (RI: 1-5,1)
Grado 1 6 (20%)
GreHel Grado 2 13 (43,3%)
diferenciacion
Grado 3 2 (6,7%)
Necrosis completa 9 (30%)
Invasién microvascular 3 (10%)

Tabla 16. Niveles de AFP (ng/ml) y de CTC (CTC/10 ml) antes del trasplante y durante el
seguimiento.

Pos-TOH
Variable Pre-TOH
1 mes 6 meses 1 afo 2 afios

AFP (ng/ml)  6(R1:2-16,5) 2(RI:1-4) 2(RI:2-5) 2(R:1,3-4) 2(R:1-4)

CTC/10 ml 9(RI:0-93) 4(RI:1-22) 3(RI:0-20) 2(R:0-6) 3(RI:1-9)
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4.2. Correlacion entre los niveles de CTC pretrasplante y

variables demograficas, clinicas, radioldgicas e histoldgicas.

Para comprobar la existencia de una asociacion entre los niveles de CTC pretrasplante y las
variables cuantitativas continuas se utilizé el test de correlacidon de Spearman. Se encontré una
correlacidn positiva estadisticamente significativa con las siguientes variables: tiempo en lista
de espera (rs = 0,550; p = 0,002), SUVmax (rs = 0,401; p = 0,028), tamafio tumoral (rs = 0,570; p
= 0,001), suma del diametro de los tumores viables (rs = 0,487; p = 0,006), puntuacién en el
modelo RETREAT (rs = 0,576; p = 0,001) y puntuacion en el modelo AFP (rs = 0,384; p = 0,044).

Los resultados del andlisis pueden verse en la Tabla 17.

Para estudiar la asociacion entre los niveles de CTC pretrasplante con las variables
categodricas se emplearon los test U de Mann-Whitney (para variables categdricas dicotdomicas)
y la prueba de Kruskal Wallis (para variables categdricas policotémicas). Los niveles de CTC
fueron significativamente superiores en los varones (U = 7,5; z = - 2,304; p = 0,021), cuando el
PET fue positivo (U = 25; z=-2,250; p = 0,024), cuando la puntuacion en el modelo RETREAT
fue superiora 5 (U =8;z=-2,210; p =0,027) y en presencia de invasién microvascular (U = 10;
z =-2,130; p = 0,033). No se encontrd una correlacidn significativa entre los niveles de CTC
pretrasplante y la reaparicidén del tumor. Los resultados de la comparativa se expresan en las

tablas 18 y 19.
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Tabla 17. Test de correlacién de Rho de Spearman para el estudio de la asociacién entre los

niveles pretrasplante de CTC y variables cuantitativas demogréficas, clinicas, radioldgicas e

histolégicas.

Variable Mediana y RI Rho de Spearman (rs) p

CTC preTOH 9 (RI: 0-93) - -
Edad 57 (RI: 54-62) - 0,096 0,613
IMC 27,8 (RI: 25,1-29,9) 0,186 0,324
MELD 9 (RI: 8-11) -0,038 0,841
Tiempo en LEQ 186 (RI: 104-427) 0,550 0,002
Numero de TACE 1 (RI: 1-2) 0,164 0,388
SUVmax 2,5(0-3,4) 0,401 0,028
RETREAT score 1(RI:1-3) 0,576 0,001
AFP model 0(RI:0-2) 0,384 0,044
AFP preTOH 6 (RI: 2 - 16,5) - 0,097 0,609
Tamanio (cm) 2 (RI: 1-3) 0,570 0,001
Numero de tumores 1 (RI: 1-3) 0,279 0,136
Suma tamaio tumores 3 (RI: 1-5,1) 0,487 0,006
SLE (meses) 57 (RI:41 - 62) 0,252 0,180
SG (meses) 57 (RI: 45 - 62) 0,322 0,083

IMC, indice de masa corporal; VHC, virus de la hepatitis C; LEQ, lista de espera quirurgica;
TACE, quimioembolizacidon transarterial; SLE,

supervivencia global.
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Tabla 18. Test U de Mann-Whitney para evaluar la asociacién entre los niveles de CTC

pretrasplante y las variables categoricas dicotémicas.

Variable

Sexo

Terapia puente

(TACE)

PET positivo

RETREAT score =25

AFP model > 2

Invasion
microvascular

Recidiva

Fallecimiento

Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No
Si
No

Numero de
pacientes

27 (90%)
3 (10%)

26 (86,7%)
4 (13,3%)

10 (33,3%)
20 (66,7%)

3 (10%)
27 (90%)

2 (6,7%)
28 (23,3%)

3 (10%)
27 (90%)

4 (13,3%)
26 (86,7%)

7 (23,3%)
23 (76,7%)

88

CTC preTOH

13 (RI: 1-99)
0

23 (RI: 3-99)
0

95 (RI: 15 - 253)
3(RI: 0-21)
99 (RI: 95 - 319)
13 (RI: 1 - 44)
56 (RI: 20 - 91)
18 (RI:1 - 99)
99 (RI: 95 - 319)
13 (RI: 1 - 44)
59 (RI: 14 - 97)
6 (RI: 0 - 65)
10 (RI: 1 - 91)
8 (RI: 0 - 102)

U de
Mann-
Whitney
u=7,5
z=-2,304

U=21,5
z=-1,880
U=42,5
z=-2,555
U=8
z=-2,210
U=16
z=-0,900

0,021

0,060

0,011

0,027

0,368

0,033

0,196

0,862



Resultados

Tabla 19. Test de Kruskal Wallis para evaluar la asociacién entre los niveles de CTC

pretrasplante y las variables categdricas policotdmicas.

Variable

Causa de la
cirrosis

CHILD

Grado de
diferenciacion

VHC
Alcohol
VHC + alcohol

Otras

A
B
C

Grado 1
Grado 2
Grado 3
NC

NC, necrosis completa

Nimero de
pacientes
12 (40%)
6 (20%)

6 (20%)

6 (20%)

19 (63,3%)
7 (23,3%)
4 (13,3%)
6 (20%)
13 (43,3%)
2 (6,7%)
9 (30%)

89

CTC preTOH

27 (RI: 10-72)

307 (RI: 165 - 448)

10 (RI: 5 - 275)
6 (Rl: 2 -11)

20(RI: 6 - 95)

270 (RI: 0 - 539)

44 (RI: 23 - 49)

23 (RI: 0 - 53)
17 (RI: 2 - 95)

275 (RI: 10 - 539)

0

Kruskal
Wallis

X*(3) =

0,490 0,921

X*(3) =

2,295 0,317

X*(3) =

2 040 0,564
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4.3. Correlacion entre los niveles de AFP pretrasplante y

variables demograficas, clinicas, radiolégicas e histoldgicas.

Se realizo el test de correlacién de Spearman para evaluar la asociacién entre los niveles de
AFP pretrasplante y las diferentes variables cuantitativas incluidas en el estudio. No se

encontré una correlacién estadisticamente significativa en ningun caso.

Se realizaron los test U de Mann-Whitney y Kruskal Wallis para estudiar la asociacion entre
los niveles de AFP pretrasplante y las variables cualitativas. Tampoco se encontraron

diferencias estadisticamente significativas en ningun caso.

4.4. Evolucion de los niveles de CTC y AFP

Evoluciéon de los niveles de CTC

A todos los pacientes se les extrajo una muestra sanguinea para la determinacién de CTC
antes del trasplante y en 24 de ellos (80%) se contabilizé al menos una célula tumoral. En un
total de 9 pacientes se realizaron todas las determinaciones hasta los 2 afios. Al cabo de un
mes del procedimiento, el andlisis de CTC se repitié en 27 pacientes, detectando CTC en 21
casos (77,8%). A los 6 meses del TOH, se obtuvo una muestra de sangre de 18 pacientes,
logrando identificar CTC en 13 pacientes (72,2%). Al afio del TOH, se logré analizar la
concentracién de CTC en 20 pacientes, siendo positivos un total de 13 (65%). Finalmente, a los
2 anos del TOH, se extrajo una muestra en 17 casos, de los que 14 presentaron células

tumorales (82,4%). La concentracion mediana de CTC en cada punto se expresa en la Tabla 20.

Se aplicé el test de Wilcoxon para comparar la evolucién de los niveles de CTC antes y
después del TOH y se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles
preTOH y los niveles de CTC al afio (Z = - 2,375; p = 0,018) y a los 2 afios (Z = - 2,076; p =

0,038). En la Figura 6 se representan los niveles medianos de CTC en cada punto evolutivo.
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Tabla 20. Test de Wilcoxon para muestras relacionadas con el fin de comparar los niveles de

CTC en los distintos momentos del seguimiento.

Cuantificacion de CTC

Pretrasplante 1 mes 6 meses 1 afio 2 aiios

Numero de 30 27 18 20 17

muestras

CTC + (%) 24 (80%) 21 (77,8%) 13 (72%) 13 (65%) 14 (82,4%)
Mediana de

cTC 9 (RI: 0-93) 4 (RI:1-22) 3 (RI: 0-20) 2(RI:0-6) 3(RI:1-9)
Wilcoxon - Z=-1,333 Z=-0,782 Z=-2,375 Z =-2,076
p - 0,183 0,434 0,018 0,038

10

9 @@CTC/10mL

8

7

6

5

4

3

2

1

0

PreTOH 1 mes posTOH 6 meses posTOH 1 afio posTOH 2 afios posTOH

Figura 6. Evolucidn de los niveles medianos de CTC antes y después del TOH.
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Patrones evolutivos de los niveles de CTC

Para estudiar la evoluciéon de los niveles de CTC se tuvieron en cuenta todas las
determinaciones tanto pre como postrasplante. Para simplificar el analisis, los niveles de CTC
postrasplante se reunieron en dos grupos, los correspondientes al posoperatorio temprano (1
y 6 meses postrasplante) y los correspondientes al posoperatorio tardio (1 y 2 afos
postrasplante). Para cada grupo, se tuvo en cuenta la determinacién mas alta de CTC en cada

caso.

En base a lo anterior, se identificaron tres patrones de comportamiento. Un grupo de 10
pacientes presenté un patrén descendente. En este grupo, se detectaron niveles iniciales
elevados vy, tras el trasplante, un descenso hasta concentraciones minimas. Otro grupo
constituido por 9 pacientes presentd unos niveles intermedios de CTC durante todo el
seguimiento con un incremento en el posoperatorio inicial (al mes o a los 6 meses, patron en
“cresta”). El resto de pacientes mostrd un patrén plano, con niveles bajos o indetectables en

todo momento.

Para determinar si la concentracién de CTC fue diferente entre los tres patrones evolutivos
se recurridé a la prueba Kruskal Wallis. Se encontraron diferencias significativas en los niveles
de CTC pretrasplante (X*(2) = 16,5; p < 0,001) y en el posoperatorio inicial (X*(2) = 15,6; p <
0,001). En el analisis post-hoc se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los niveles pretrasplante del patron descendente (mediana = 173) y el patrén plano (mediana =
1) (p < 0,001), entre los niveles en el posoperatorio inicial del patrén decreciente (mediana =
13) y del patrén en pico (mediana = 84) (p = 0,046) vy entre los niveles en el posoperatorio

inicial del patrén plano (mediana = 4) y el patrdn en cresta (mediana = 84) (p < 0,001).

También se estudid la asociacidon entre los diferentes patrones y las variables clinicas e
histoldgicas. Para este analisis se emplearon el test Chi cuadrado y la prueba Kruskal Wallis
segun procediera. El PET fue positivo en una mayor proporcién de pacientes del patrén
descendente respecto a los otros dos grupos (60% vs 33,3% vs 9,1%; p = 0,047). También se
observaron diferencias estadisticamente significativas en el tamafio tumoral (X*(2) = 6,6; p =
0,036). En el andlisis post-hoc se hallé una diferencia estadisticamente significativa en el
tamafio tumoral entre el grupo con patrdn decreciente y el grupo con patrén plano (mediana 3

vs 1, p = 0,047).
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En la Figura 7 se representan graficamente los tres patrones de comportamiento. Los
resultados del estudio de asociacién se expresan en la Tabla 21 junto a los niveles medianos de
CTC correspondientes a cada patron evolutivo en cada momento de la evolucién de los

pacientes.

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -

100 - emmmDecreciente (n = 10)
@am=mCresta (n = 9)

80 - @mmmPlano (n = 11)

Niveles medianos de CTC

Pre-TOH PO inicial PO tardio

Figura 7. Patrones evolutivos de CTC durante el seguimiento.
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Tabla 21. Niveles medianos de CTC antes del trasplante y en el posoperatorio inicial y tardio

correspondientes a cada uno de los patrones evolutivos.

Variable

CTC pre-TOH

CTC PO inicial

(1 y 6 meses)

CTC PO tardio

(1y 2 afios)

AFP pre-TOH

PET positivo

SUVmax

Tamaino

Numero de nédulos

Suma didmetro tumores

Invasion microvascular

Recidiva

Decreciente

(n=10)

173 (RI 23 - 383)

13 (R14 - 59)

2 (RI1-3)

6 (RI: 2 - 37,5)

6 (60%)

3(RI:0-5,2)

3(RI:1,4-5)

1,5(RI: 1-3)

4,6 (RI: 1,2 - 5,9)

2 (20%)

3 (30%)

Patrén CTC

Cresta

(n=9)

22 (RI0 - 59)

84 (RI 27 - 448)

23 (Rl 1- 65)

4(RI:1-7)

3(33,3%)

3(RI:0-3,4)

2,5(RI:2-3)

1(RI:1-2)

3(RI:2,5-8,9)

1(11,1%)

1(11,1%)

Plano

(n=11)

1(RIO-3)

4 (RI2-6)

7 (RI'1-10)

4,6 (RI: 5 - 15)

1(9,1%)

0 (RI:0-2,6)

1(RI: 0-1,8)

1(RI: 0,5 - 3,5)

3,3(RI: 0-5,2)

<0,001

<0,001

0,315

0,077

0,047

0,084

0,036

0,647

0,254

0,309

0,127
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Evolucién de los niveles de AFP

Para comparar la evolucién de los niveles de AFP antes y después del TOH en los 30
pacientes se aplicé de nuevo el test de Wilcoxon y se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles AFP y todos los niveles postrasplante: al mes (Z = - 3,650; p <
0,001), 6 meses (Z =-2,009; p = 0,045), 1 afio (Z =-2,226; p =0,026) y 2 afios (Z=-2,486; p =

0,013). Los resultados se muestran en la Tabla 21 y la Figura 8.

Tabla 22. Test de Wilcoxon para comparar los niveles de AFP antes y después del TOH.

AFP (ng/ml)
Pretrasplante 1 mes 6 meses 1 afio 2 ailos
Mediana o p1.2-165) 2(RE1-4)  2(R:2-5) 2(RL3-4) 2(R:1-4)
de AFP

Wilcoxon - Z=-3,650 Z =-2,009 Z =-2,226 Z =-2,486

p - < 0,001 0,045 0,026 0,013
7
6 @@AFP (ng/ml)
5
4
3
2
1
0

PreTOH 1 mes posTOH 6 meses posTOH 1 afo posTOH 2 afios posTOH

Figura 8. Evolucién de los niveles medianos de AFP antes del TOH y durante los dos primeros

afios tras la intervencion.
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4.5. Correlacion entre la captacion en el PET y variables

demograficas, clinicas e histoldgicas.

Para estudiar la asociacién entre un resultado positivo en el PET y las variables cuantitativas
se empled el test U de Mann-Whitney. Se encontraron diferencias significativas con el nimero
de TACE (U =48,5; z =-2,432; p = 0,015), con la suma de los didmetros de los tumores viables
(U =43,5; z=-2,503; p =0,012), con la puntuacion en los modelos RETREAT (U = 18; z = -
3,517; p=0,001) y AFP (U =21,5;z=-1,285; p =0,001) y con los niveles pretrasplante de CTC
(U=42,5;z=-2,555; p<0,001).

La asociacidn entre el PET positivo y las variables categdricas se analizé mediante el test Chi
cuadrado y la prueba exacta de Fisher cuando procediera. En los pacientes con PET positivo,
fue mas frecuente la presencia de invasion microvascular (30% vs 0; p = 0,03). Los resultados

de este analisis se manifiestan en la Tabla 23.

El estudio del PET no solo se tuvo en cuenta un resultado positivo o negativo, sino que
también se analizé la captacién en términos de SUVmax. Para comprobar la existencia de una
asociacién entre el SUVmax y las variables cuantitativas se utilizd la correlaciéon de Spearman.
Se encontrd una correlacion estadisticamente significativa con las siguientes variables: niveles
de CTC pretrasplante (rs = 0,401; p = 0,028), suma del didmetro de tumores viables (rs = 0,389,
P =0,034) y puntuacién en los modelos prondsticos RETREAT (rs = 0,654; p < 0,001) y AFP (rs =
0,666; p < 0,001).

El estudio de la asociacion entre el SUVmax y las variables cualitativas del estudio se
efectué mediante los test U de Mann-Whitney y Kruskal Wallis segun correspondiera. Los
pacientes que sufrieron recidiva presentaron una mayor captacién en el PET en términos de
SUVmax (U = 17; z = - 2,472; p = 0,013). El SUVmax también fue mayor en los pacientes con
invasién microvascular (U = 9; z = - 2,521; p = 0,012). No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas con el resto de variables.
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Tabla 23. Analisis de la asociacion entre un resultado positivo en el PET y las variables incluidas

en el estudio mediante los test U de Mann-Whitney y Chi cuadrado segun procediera.

Variable PET positivo (n = 10) PET negativo (n = 20) p
Edad 62 (RI: 57,5 - 64) 61 (RI: 54,5 - 62,5) 0,692
Sexo varon (%) 10 (100%) 17 (85%) 0,532
IMC 26,8 (RI: 25,4-26,8) 31,6 (RI: 31-32,6) 0,428
VHC 5 (50%) 7 (35%)
Causa Alcohol 2 (20%) 4 (20%)
cirrosis  VHC + alcohol 1(10%) 5 (25%) 77
Otras* 2 (20%) 4 (20 %)
A 7 (70%) 12 (60%)
CHILD B 2 (20%) 5 (25%) 0,860
C 1 (10%) 3 (15%)
MELD 10 (RI: 8,5 - 10) 9 (RI: 8,5-12) 0,893
Tiempo en LEQ 413 (RI: 104 - 593) 174 (RI: 101 - 268) 0,140
Terapia puente (TACE) 10 (100%) 16 (80%) 0,272
Numero de TACE 2,5 (RI: 2,5-3) 1(RI:1-1,5) 0,015
RETREAT score 2 (RI: 1,5-2,5) 1(RI:1-1,5) 0,001
RETREAT score 25 3 (30%) 0 0,095
AFP model 2 (RI:0-2) 0 < 0,001
AFP model > 2 1 (25%) 1(4,2%) 0,095
Recidiva 3 (30%) 1 (5%) 0,095
Fallecimiento 3 (30%) 4 (20%) 0,657
SLE 68 (Rl: 67 - 69,5) 64 (RI: 61,5 - 64) 0,808
SG 68 (RI: 67 - 69,5) 64 (RI: 61,5 - 64) 0,494
Tamaiio (cm) 4 (RI:3,3-4,7) 2,5(RI: 2,3-2,8) 0,062
Numero de tumores 1(RI:1-2,5) 1(RI:1-2) 0,076
Suma tamafio de tumores 5,3 (RI: 3,9-7,1) 3 (RI: 2,5-4,1) 0,012
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Grado 1
. Grado_ d?, Grado 2
diferenciacion
Grado 3
NC

Invasion microvascular
AFP preTOH
AFP 1 mes
AFP 6 meses
AFP 1 afio
AFP 2 aiios
CTC preTOH
CTC 1 mes
CTC 6 meses
CTC1 aio

CTC 2 afios

2 (20%)
5 (50%)
1(10%)
2 (20%)

3 (30%)

7 (RI: 6,5 - 18)
3 (RI: 2-3,5)
2 (RI: 1,5 - 18,5)
3 (RI: 2-3,5)
4 (RI: 2,5 - 4,5)
93 (RI: 10 - 177)
14 (RI: 3 - 78)
10 (RI: 5 - 40)
2 (RI: 1-54)

6 (RI: 2 - 26)

98

4 (20%)
8 (40%)
1 (5%)
7 (35%)

0

2 (RI: 1,5 - 3,5)
3 (RI: 2-3,5)
2 (RI: 2 - 3,5)

2 (RI: 2-3)
2 (RI: 1-2,5)
34 (RI: 16 - 73)
6 (RI: 0 - 581)
58 (RI: 8 - 157)

2 (RI:2-6)

31 (RI: 4-73)

Resultados

0,824

0,030
0,199
0,320
0,374
0,900
0,394
0,011
0,820
0,537
0,900

0,613



Resultados

4.6. Pacientes con recidiva

Para estudiar la asociacién entre la recidiva y las variables cuantitativas se empled el test U
de Mann-Whitney. Se encontré una asociacion significativa con las siguientes variables: la
captacion en el PET en términos de SUVmax (U = 15; z =-1,213; p = 0,048), el tamafo tumoral
(U=18;z=-2,094; p = 0,036), la suma de los didmetros de los tumores viables (U = 17; z = -
2,150; p = 0,031), la puntuacién en el RETREAT score (U = 6; z = - 2,867; p = 0,004), la
puntuacién en el modelo AFP (U = 18; z = - 2,200; p = 0,028), AFP a los 6 meses (U = 15; z = -
2,096; p = 0,047), AFP al afio (U=0; z=-2,353; p =0,007), AFP a los 2 afos (U =0; z=- 2,367,
p = 0,007), la supervivencia libre de enfermedad (U = 3; z = - 2,995; p = 0,003) y supervivencia
global (U=13;z=-2,384; p=0,017).

Para estudiar la asociacion entre la recidiva y las variables categdricas se empled el test Chi
Cuadrado y la prueba exacta de Fisher cuando procediera. Los siguientes pardmetros fueron
mas frecuentes entre los pacientes con recidiva: invasién microvascular (50% vs 3,8%; p =
0,039), puntuacion RETREAT mayor o igual a 5 2 (50% vs 4,2%; p = 0,045) y el haber fallecido
(100% vs 11,5%; p = 0,001). Los resultados del analisis de los factores relacionados con la

recidiva pueden verse en la Tabla 24.

Tabla 24. Analisis de los factores que se asocian a la recidiva.

Variable Recidiva (n = 4) No recidiva (n = 26) p

Edad 54,5 (RI: 49,5 - 56,5) 60 (RI: 54 - 63) 0,119

Sexo varon (%) 4 (100%) 23 (88,5%) 0,999

IMC de receptor 27,6 (RI: 26,4-28,5) 29 (RI: 25,1-31,7) 0,951
VHC 3 (75%) 9 (34,6%)
Alcohol 0 6 (23,1%)

Causa 0,345
cirrosis VHC + alcohol 1(25%) 5(19,2%)
Otras* 0 6 (23,1%)
A 4 (100%) 15 (57,7%)

CHILD B 0 7 (26,9%) 0,263
C 0 4 (15,4%)

MELD 7,5 (RI: 6-9,8) 9 (RI: 8-12) 0,225
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Tiempo en LEQ
Terapia puente (TACE)
Numero de TACE
PET positivo
SUVmax
RETREAT score
RETREAT score 2 5
AFP model
AFP model > 2
Fallecimiento
SLE
SG
Tamaiio (cm)

Numero de tumores

Suma tamaiio de tumores

Grado 1
. Grado. d?, Grado 2
diferenciacion
Grado 3
NC

Invasion microvascular

460 (RI: 138 - 564)
4 (100%)
2,5(RI: 1,3 -3,8)
3 (75%)

5,2 (1-7,6)
5(RI: 3-5)

2 (50%)

2 (RI:0-2)
1(25%)

4 (100%)

8 (5- 14)

22 (10 - 40)
5(RI: 2,3 - 6,5)
2 (RI:1,3-4,3)
8,3 (RI: 2,7 - 11,6)

0
2 (50%)
1 (25%)
1(25%)

2 (50%)

100

174 (RI: 104 - 319)
22 (84,6%)
1(RI: 1-2)

7 (26,9%)
1,1(0-2,7)
1(RI:1-2)
1(4,2%)
0(RI:0-2)
1(4,2%)
3(11,5%)
59,5 (46 - 62)
59,5 (46 - 62)
2 (RI: 0,8 - 3)
1(RI:1-3)
2,8 (RI: 0,8-4,3)

6 (23,1%)
11 (42,3%)
3 (3,8%)
8 (30,8%)

1(3,8%)

Resultados

0,314
0,999
0,083
0,095
0,031
0,004
0,045
0,028
0,270
0,001
0,003
0,017
0,038
0,207

0,031

0,343

0,039



Resultados

Evolucion de los niveles de CTC y AFP en relacién con larecidiva.

El estudio de la asociacidn entre la recidiva y los niveles de CTC y AFP se efectud con el test
U de Mann-Whitney. En los pacientes que presentaron recidiva se observd una tendencia
descendente en los valores medianos de CTC. Estos pacientes partieron de niveles
pretrasplante elevados (mediana = 59 vs 6) y en el posoperatorio inicial se igualaron a los
niveles de CTC de los pacientes sanos. Sin embargo, esta discrepancia pretrasplante no

presentd significacidn estadistica. La Tabla 25 y la Figura 8 ilustran estos resultados.

Tabla 25. Niveles de CTC en los pacientes que presentaron recidiva y los que no.

Variable Recidiva (n = 4) No recidiva (n = 26) p
CTC preTOH 59 (RI: 14 - 97) 6 (RI: 0 - 65) 0,196
CTC 1 mes 1(RI:1-766) 4 (RI: 1-22) 0,531
CTC 6 meses 1(RI:0-2) 9 (RI: 0-24) 0,254
CTC 1 aio 1 2 (RI: 0-4) 0,597
CTC 2 aios - 6 (Rl:1-9) NA

NA, no aplicable.

70
60 emmmRecidiva esswNo recidiva
50
40
30
20

10

PreTOH 1 mes pos 6 meses posTOH 1 ano posTOH 2 afios posTOH

-10

Figura 8. Evolucion de los niveles de CTC en los pacientes con y sin recidiva.
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En el caso de la AFP se pudo constatar el fendmeno inverso, una tendencia ascendente de
los valores medianos de AFP en los pacientes con recidiva. Esta diferencia fue estadisticamente
significativa a partir del sexto mes postrasplante. Los resultados se reflejan en la Tabla 26 y Ia

Figura 9.

Tabla 26. Niveles de AFP en los pacientes con y sin recidiva.

Variable Recidiva (n = 4) No recidiva (n = 26) p
AFP preTOH 3(RI: 2-4) 6 (RI: 2 - 18) 0,580
AFP 1 mes 7,5 (RI: 1,3 - 16) 3(RI:1-4) 0,331
AFP 6 meses 57,5 (RI: 22 - 93) 2(RI: 2-3) 0,047
AFP 1 afio 96 (RI: 61 - 131) 2 (RI: 1,5 - 3,5) 0,007
AFP 2 aiios 295,5 (RI: 198 - 393) 2 (RI: 1-2,5) 0,007

350

Recidiva essswNo recidiva

300

250

200

150

100

50

[ —________________ I
PreTOH 1 mes posTOH 6 meses posTOH 1 afio posTOH 2 afos posTOH

Figura 9. Evolucion de los niveles de AFP en los pacientes con y sin recidiva.
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Eficacia en la prediccién de larecidiva.

El estudio de la eficacia en la prediccion de la recidiva después del trasplante se realizd
mediante curvas ROC. El mejor punto de corte en cada caso se calculd en base al maximo

indice de Youden.

De entre las variables determinadas antes del TOH, se incluyeron en el andlisis las
consideradas clinicamente relevantes, independientemente de su asociacion significativa o no
con la recidiva en el analisis previo. De este modo, se eligieron los niveles pretrasplante de CTC
y de AFP y la captacidn en el PET en términos de SUVmax. El mejor predictor de recidiva fue el
SUVmayx, observando en su caso el mayor area bajo la curva (AUC =0,837;1C95% 0,539-1; p =
0,033). El punto de corte éptimo si situé en un SUVmax = 3,5, con una sensibilidad del 75% y
una especificidad del 96,2%. El segundo mejor predictor de recidiva fueron los niveles
pretrasplante de CTC y su mejor punto de corte para predecir la reaparicion del tumor
correspondid a unos niveles de CTC 29 CTC/10 ml. Por dltimo, los niveles pretrasplante de AFP
fueron la variable menos discriminatoria y por tanto, menos eficaz. Los resultados del analisis

se expresan en la Tabla 27.

Tabla 27. Capacidad de prediccién de recidiva de los niveles pretrasplante de CTC, AFP vy

SUVmax.
Parametro AUC 1C 95% p Punto de corte S (%) E (%)
SUVmax 0,837 0,539-1 0,033 3,5 75 96,2
CTC 0,719 0,535 -0,902 0,168 9 100 57,7
AFP 0,594 0,248 - 0,940 0,555 22,5 50 83,3

AUC, area bajo la curva; IC, intervalo de confianza; S, sensibilidad; E, especificidad.
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Las variables postrasplante estudiadas se eligieron entre las que presentaron asociacién
significativa con la recidiva, siempre y cuando fuesen determinadas en el posoperatorio
temprano, es decir, en los 6 primeros meses. De este modo fueron incluidos el tamafio
tumoral, la suma de diametros de tumores viables, la puntuacién en los modelos RETREAT vy
AFP y los niveles de AFP a los 6 meses. Todas ellos presentaron un alto poder discriminativo
en las curvas ROC, con areas bajo la curva superiores a 0,7 en todos los casos y alcanzando la

significacidn estadistica. Los resultados del andlisis se representan en la Tabla 28.

Tabla 28. Capacidad de prediccion de recidiva de las variables postrasplante.

Parametro AUC 1C 95% p Punto de corte S (%) E (%)
RETREAT 0,937 0,846 - 1 0,006 2,5 100 83,3
t:r‘::;o 0,823 0,537 -1 0,042 6,25 75 95,8

AFP 6 meses 0,821 0,549 - 1 0,045 11 75 95,2

AFPmodel 0,813  0,641-0,984 0,049 0,5 100 66,7

Tamafio 0,813 0,288 -0,691 0,049 4,5 75 95,8

AUC, drea bajo la curva; IC, intervalo de confianza; S, sensibilidad; E, especificidad.
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4.7. Analisis de supervivencia

El estudio de la supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global se efectud
mediante el método de Kaplan-Meier. Para el conjunto de la serie (n = 30), se estimaron una
supervivencia media libre de enfermedad de 62,6 (54,9 - 70,3) meses y una supervivencia
media global de 59,4 (51,6 - 67,3) meses. Los porcentajes de supervivencia a 1, 3 y 5 afios se
expresan en la Tabla 29. En las figuras 10 y 11 se representan graficamente sendas curvas de

supervivencia.

Ademas, se realizd una comparacion mediante la prueba log-rank de las curvas de
supervivencia en funcion de los niveles pretrasplante de CTC y de AFP y la captacion en el PET
(SUVmax). El punto de corte en cada caso se establecid en base a los resultados del andlisis de
las curvas ROC expuesto en el apartado anterior. Para cada variable se establecieron dos
grupos, uno constituido por los pacientes con valores iguales o superiores al punto de corte de

esa variable y otro con los pacientes con valores menores al punto de corte.

Tabla 29. Supervivencia libre de enfermedad y global de los 30 pacientes estudiados.

Supervivencia 1 afio 3 aios 5 ailos
SLE 89,9% 86,3% 86,3%
SG 90% 80% 75,6%

SLE, supervivencia libre de enfermedad; SG, supervivencia global.
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1,07

0,55

Supervivencia acumulada

0,2

0,0

I I I T I I
12 24 36 43 G0 72

[ B

Supervivencia libre de enfermedad (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
SLE 30 27 26 25 18 12 0

Figura 10. Curva de supervivencia libre de enfermedad de los 30 pacientes estudiados. SLE,

supervivencia libre de enfermedad.
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0,6

0,477

Supervivencia acumulada

0,27

0,0

I I I I I | I
0 12 24 36 48 60 72

Supervivencia global (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
SG 30 25 23 23 16 12 0

Figura 11. Curva de supervivencia global de los 30 pacientes estudiados. SG, supervivencia

global.

107



Resultados

Analisis de supervivencia en funcion del PET

El andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier en funcién del PET se realizdé por un lado en
base al resultado positivo o negativo en la prueba y por el otro segun el valor SUVmax = 3,5

como punto de corte.

En el andlisis en funcién de un resultado positivo o negativo, el grupo con captacién
patoldgica lo integraron 10 pacientes, de los que 3 recidivaron y 3 fallecieron (los mismos); el
grupo con PET negativo lo conformaron los 20 pacientes restantes, entre los que uno recidivé y

4 fallecieron.

En el caso del andlisis de supervivencia segun el SUVmax, un grupo lo constituyeron los
pacientes con valores iguales o superiores a SUVmax = 3,5 (5 pacientes) y otro grupo con
pacientes con valores inferiores (25 pacientes). De los 5 pacientes con un SUVmax > 3,5, 3
presentaron recidiva por tan solo un caso en el grupo con menor captacion. En cuanto a los
fallecimientos, 3 tuvieron lugar en el grupo de mayor captacidn (los tres pacientes que habian

recidivado) y 4 en el otro grupo.

Con la prueba log-rank se apreciaron diferencias estadisticamente significativas tanto en la
SLE como en la SG de los pacientes que habian presentado un SUVmax mayor o igual a 3,5
respecto a los que no. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas ni en la
SLE ni en la SG cuando el andlisis se efectud segun el resultado positivo o negativo en el PET. La
SLEy SG a 1, 3y 5 afos en cada caso se representan en las tablas 30 y 31. Las curvas de SLE y

SG pueden verse en las figuras 12 a 15.
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Tabla 30. Supervivencia libre de enfermedad y global en funcién del PET positivo o negativo.

SLE PET positivo (n = 10) PET negativo (n = 20) Log-rank
1 aiio 70% 100%
3 afos 70% 94,4% 3,7, p=0,053
5 afios 70% 94,4%

SG PET positivo (n = 10) PET negativo (n = 20) Log-rank
1 aiio 90% 90%
3 afios 80% 85% 0,3; p=0,582
5 anos 68,6% 80%

Tabla 31. Supervivencia libre de enfermedad y global en funcién de SUVmax mayor o menor a

3,5.

SLE PET-SUVmax 23,5(n=5) PET-SUVmax < 3,5 (n = 25) Log-rank
1 afo 40% 100%
3 afos 40% 95,7% 14,6; p < 0,001
5 afios 40% 95,7%

SG PET-SUVmax 23,5(n=5) PET-SUVmax < 3,5 (n = 25) Log-rank
1 aiio 80% 92%
3 aios 60% 88% 4,7, p=0,030
5 afios 40% 84%
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-1 PET +
<7 PET -

Supervivencia acumulada

p = 0,053

T T I T 1 I
12 24 36 43 60 72

(=

Supervivencia libre de enfermedad (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
PET + 10 7 7 7 6 5 0
PET - 20 18 17 17 11 7 0

Figura 12. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con PET positivo o negativo.
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Supervivencia global (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
PET + 10 9 8 8 7 5 0
PET - 20 18 18 17 11 7 0

Figura 13. Supervivencia global en pacientes con PET positivo o negativo.
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Supervivencia libre de enfermedad (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
PET 23,5 5 2 2 2 2 1 0
PET<3,5 25 23 22 21 14 9 0

Figura 14. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con SUVmax mayor o igual a 3,5 o
menor a 3,5.
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Supervivencia global (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
PET 23,5 5 4 3 3 2 1 0
PET<3,5 25 24 22 21 14 10 0

Figura 15. Supervivencia global en pacientes con SUVmax mayor o igual a 3,5 o menor a 3,5.
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Andlisis de supervivencia en funcién de los niveles pretrasplante de CTC

En el caso de los niveles pretrasplante de CTC, el punto de corte elegido fue 9 CTC/10 ml,
obteniendo de esta forma dos grupos de 15 pacientes. Todos los casos de recidiva se
encontraron en el grupo con niveles mas elevados de CTC que, ademads, fueron los 4 pacientes

que fallecieron en dicho grupo por los 3 fallecidos en el grupo con niveles mas bajos.

Mediante la prueba de log-rank, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la SLE entre los pacientes con niveles pretrasplante de CTC iguales o superiores a 9 CTC/10
ml respecto a los que presentaron niveles inferiores. Por el contrario, no se apreciaron

diferencias en cuanto a supervivencia global.

LaSLEySGa 1, 3y5 afios en cada grupo puede verse en la Tabla 32. Las curvas de SLE y SG

se ilustran en las figuras 16 y 17.

Tabla 32. Supervivencia libre de enfermedad y global en funcién de los niveles pretrasplante

de CTC.
SLE CTC29 (n=15) CTC<9 (n=15) Log-rank
1 afo 80% 100%
3 afios 73,3% 100% 4,2; p=0,040
5 afos 73,3% 100%
SG CTC29 (n=15) CTC<9(n=15) Log-rank
1 aiio 93,3% 86,7%
3 afos 80% 80% 0,072; p=0,788
5 anos 73,3% 80%
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Supervivencia libre de enfermedad (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
CTC29 15 12 10 10 10 9 0
CTC<9 15 13 12 12 6 2 0

Figura 16. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con CTC29y CTC< 9.
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Supervivencia global (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
CTC29 15 13 12 11 10 9
CTC<9 15 13 13 12 5 2

Figura 17. Supervivencia global en pacientes con CTC>9y CTC< 9.
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Analisis de supervivencia en funcién de los niveles pretrasplante de AFP

Para el analisis de supervivencia en funcién de los niveles pretrasplante de AFP se
establecieron dos grupos: por un lado 6 pacientes con niveles iguales o superiores a 22,5 ng/ml
y por otro, 24 pacientes con niveles menores a esa cantidad. Los casos de recidiva fueron los
mismos en cada grupo (2 casos en cada uno). De los pacientes que fallecieron, 2 pertenecian al
grupo con AFP > 22,5 (los pacientes que recayeron) y los otros 5, al grupo con niveles de AFP

menores a 22,5.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la prueba log-rank en la
SLE ni en la SG. Los resultados del andlisis y las curvas de supervivencia se manifiestan en la

Tabla 33 y las figuras 18 y 19 respectivamente.

Tabla 33. Supervivencia libre de enfermedad y global en funcién de los niveles pretrasplante

de AFP.
SLE AFP 2 22,5 (n =6) AFP < 22,5 (n = 24) Log-rank
1 afo 83,3% 91,5%
3 afios 66,7% 91,5% 2,5,p=0,113
5 afos 66,7% 91,5%
SG AFP 2 22,5 (n=6) AFP < 22,5 (n = 24) Log-rank
1 afo 83,3% 91,7%
3 afos 66,7% 87,5% 0,539; p=0,463
5 anos 66,7% 77,8%
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Figura 18. Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con AFP > 22 y AFP < 22.
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Supervivencia global (meses)

Numero de pacientes expuestos al riesgo
AFP 2225 6 5 5 4 3 2 0
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Figura 19. Supervivencia global en pacientes con AFP > 22 y AFP < 22.
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Andlisis de supervivencia en funcién de la combinacién de los niveles

pretrasplante de CTC y el resultado en el PET-TC

Por ultimo, se llevé a cabo un andlisis de supervivencia combinando el resultado del PET-TC
y los niveles pretrasplante de CTC. Un grupo lo compusieron los pacientes con un resultado
positivo en el PET y al menos 9 CTC en la biopsia liquida (n = 8) y el otro grupo lo formaron el
resto de pacientes (n = 22). La recidiva se presentd en 3 casos del primer grupo y un caso del

segundo grupo.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la prueba log-rank en la SLE.
Los resultados del andlisis y las curvas de supervivencia se manifiestan en la Tabla 34 y las

figuras 20 y 21 respectivamente.

Tabla 34. Supervivencia libre de enfermedad y global en pacientes con PET positivo y CTC

mayor o igual a 9 y los que no.

PET positivo + CTC29

SLE Si(n=8) No (n=22) Log-rank
1 afio 62,5% 100%
3 aios 62,5% 95% 6,0; p=0,014
5 afnos 62,5% 95%

SG Si(n=8) No (n=22) Log-rank
1 aiio 87,5% 95,5%
3 afios 75% 86,4% 1,0; p = 0,309
5 afos 62,5% 81,8%
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El TOH sigue considerdndose hoy en dia el tratamiento de eleccién en pacientes con CHC y
hepatopatia créonica cuidadosamente seleccionados. Sin embargo, el método de seleccién se
sustenta fundamentalmente en criterios morfoldgicos basados en las pruebas de imagen.
Considerar Unicamente el tamafio y nimero de nédulos en un momento puntual de la historia
natural de la enfermedad sin tener en cuenta otros factores biolégicos, como el grado de
diferenciacion, biomarcadores o los hallazgos en el PET-TC, puede excluir del TOH a pacientes

gue en realidad podrian beneficiarse del mismo.

Caracteristicas de los pacientes

El CHC es un tumor que se asienta habitualmente sobre una hepatopatia crénica avanzada
(cirrosis) (12). En Espaia, el principal factor de riesgo asociado a la aparicion de CHC es la
infeccién croénica por VHC (11,15). En esta serie de 30 pacientes cirréticos, el VHC estuvo
presente en el 60% de los casos (de los que un tercio presentaba una cirrosis mixta por VHC y
alcohol). La mayoria de pacientes fueron varones (90%), lo que refleja la mayor incidencia de
este tumor en el sexo masculino, y con una mediana de edad de 57 afios (Rl: 54 - 62), década
de la vida en la que se ha descrito su mayor incidencia (12). La mayor parte de los pacientes
presentaron una cirrosis en estadios iniciales, que se traduce en un predominio de CHILD A
(63,3% de los pacientes) y puntuaciones MELD bajas (hay que recordar que, segun los criterios

BCLC el trasplante no es la primera opcion terapéutica en los CHC con cirrosis avanzada).

La gran mayoria de pacientes se sometié al menos a una sesion de quimioembolizacién
(TACE) como terapia puente hasta el trasplante, lo que ha sido descrito como una estrategia
valida a la hora de prevenir la progresion tumoral mientras el paciente aguarda un higado. En
el centro en el que se realizé el estudio, la terapia puente es una estrategia habitual para
minimizar el impacto de la progresiéon tumoral cuando se alarga el tiempo en lista de espera.
En este caso, la mediana del tiempo en lista de espera de la serie fue de 186 dias (algo mas de
6 meses), motivo por el que casi el 90% de los pacientes recibieron al menos una sesién de
guimioembolizacién. Esta estrategia cuenta con el respaldo de las guias espafiolas, en las que
se aceptan los tratamientos locorregionales, como la quimioembolizacién, a modo de
tratamiento previo al trasplante cuando se prevé un tiempo de espera superior a 6 meses. Los

pacientes con menos tiempo en lista de espera no llegaron a recibir ninguna sesion.
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El estudio histolégico del higado explantado revelé un tamafio tumoral mediano de 2 cm,
con una suma del diametro de los tumores viables de 3 cm y una mediana de 1 tumor por
paciente. Estos resultados entran dentro de los esperable, ya que los 30 pacientes incluidos en
el estudio cumplian los criterios de Milan, lo que equivaldria a los estadios | y Il de la
clasificacion TNM vy los estadios iniciales de la BCLC. En cuanto a la agresividad de los tumores
segun el grado de diferenciacién de Edmonson Steiner, predominé el grado 2 (43,3%), seguido
del grado 1 (20%). Ademas, se evidencié una necrosis completa del tumor en 9 casos, lo que
quiere decir que en mas de un tercio de los pacientes que recibieron al menos una sesion de
quimioembolizacién (34,6%), la respuesta fue excelente. Esta cifra es similar a la observada en
este centro en trabajos previos (332) y a los resultados comunicados por otros grupos
(333,334). La invasidon microvascular estuvo presente en 3 casos (10%). Los resultados del
andlisis histoldégico muestran una concordancia adecuada con los criterios de Milan, no
encontrando tumores mas avanzados de lo estimado con las pruebas preoperatorias. Se puede
afirmar que, al menos en los pacientes de esta serie, no existid una infraestadificacion que

pudiera influir en la supervivencia libre de enfermedad.

Los criterios de seleccidon basados Unicamente en caracteristicas morfoldgicas han sido
criticados por diversas razones. Se basan Unicamente en el tamafio y nimero de tumores en
un momento concreto y no tienen en cuenta otros factores relacionados con el
comportamiento del tumor, como el grado de diferenciacion tumoral, los biomarcadores
moleculares, la captacion en el PET-TC y la respuesta a la terapia puente. Ademas, los
pardmetros de imagen empleados a menudo no son consistentes: se ha observado hasta un
40% de pacientes que, cumpliendo los criterios de Milan, presentan tumores mas avanzados
(fuera de los criterios de Milan) en el analisis histopatoldgico del higado y la situacién opuesta,
hasta un 34% de pacientes mas alla de los criterios de Milan que si se cumplen en el andlisis
(4). Sotiropoulos et al (335), encontraron que la precisidn en la interpretacion de las pruebas
de imagen empleadas en los criterios de Milan no superaba el 60%, lo que pone de manifiesto

la regular correlacién entre la estadificacion radioldgica y patoldgica.

En definitiva, el cardcter restrictivo de estos criterios excluye a numerosos pacientes que,
de otro modo, se habrian beneficiado del TOH con un bajo riesgo de recurrencia del CHC. Esto
ha impulsado la elaboracién de nuevos criterios que incluyan el uso del PET-TC vy
biomarcadores como la AFP o, conforme a lo propuesto en este trabajo, las células tumorales

circulantes.
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Pacientes con recidiva

El método de seleccion de pacientes para TOH se sustenta fundamentalmente en los
resultados de las pruebas de imagen y no siempre se correlaciona con precision con las
caracteristicas definitivas del tumor, obtenidas tras el analisis del higado enfermo. Ademas,
tampoco tiene en cuenta pardmetros que informen de la actividad tumoral en cada momento.
Es posible que estos factores expliquen por qué la tasa de recurrencia postrasplante sigue
siendo elevada y uno de los principales condicionantes para la supervivencia a largo plazo.
Entre el 10 y 20% de los pacientes sufrird recidiva postrasplante, lo que se asocia con un peor
pronéstico (111,135,136). Aproximadamente el 75% de las recidivas tienen lugar durante los
primeros dos afios postrasplante y solo el 10% aparecen mas alla del cuarto afio (136). La
recidiva se considera una enfermedad sistémica ya que suele afectar a multiples drganos
(pulmén, higado, hueso, ganglios linfaticos y glandula suprarrenal sobre todo) (136,139). La
supervivencia tras la recaida oscila entre los 7 y 16 meses (136,137). Los pacientes con CHC
que son tratados mediante TOH presentan una SG del 75-85% y una SLE de 80-90% a 5 afios
(132-134). En la serie que concierne este trabajo se obtuvieron resultados similares a 5 afios

con una SG de 75,6% y SLE de 86,3%.

En esta serie y con el fin de detectar todos los casos de recidiva que se pudieran presentar,
se realizé un seguimiento de los pacientes durante un periodo de tiempo largo, de al menos 4
afos; sobrepasando los 5 afios en casi la mitad del grupo. En el transcurso de este periodo, 4
pacientes fueron diagnosticados de recidiva. Este porcentaje (13,3%), es similar al descrito en
la literatura (111,135,136). La reaparicion de la enfermedad tuvo lugar durante el primer afno
postrasplante en 3 pacientes mientras que en el cuarto se diagnosticé durante el segundo afio.
En todos ellos afectd a varios drganos lo que, como se ha apuntado, es modus operandi

habitual de los tumores que reaparecen.

Atendiendo a todo lo comentado hasta ahora, cabe esperar que en esta serie los pacientes
que sufren recidiva presenten caracteristicas que sugieran de entrada un peor prondstico
(criterios morfoldgicos, invasién microvascular, etc), si bien la pequefia muestra estudiada
hace que el andlisis y las conclusiones obtenidas de este trabajo se adopten con cautela.
Independientemente de la significacién estadistica alcanzada, los pacientes con recaida
tumoral presentaron tumores mas agresivos desde el punto de vista morfolégico, es decir,
tumores de mayor tamafio y mayor sumatorio de su diametro (p < 0,05 en ambos casos) y

mayor numero de lesiones. La invasion microvascular también fue mds frecuente en estos
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cuatro pacientes (50% vs 3,8%, p = 0,039). En lo que respecta al grado de diferenciacién,
aunque no se encontraron diferencias significativas, es resefiable que el 75% de los pacientes
con recidiva presentaron tumores con un grado de diferenciacién mayor o igual a 2 segun la
clasificacion de Edmonson-Steiner, mientras que en el otro grupo fueron menos de la mitad
(46,1%). Estos resultados son esperables, puesto que la relacién entre los factores citados y la

recidiva es de sobra conocida.

Otro de los pilares fundamentales de este estudio es el analisis del PET-TC en el pronéstico
de los pacientes. El 75% de los pacientes con recidiva presenté una captacién patolégica en el
PET-TC (positivo), porcentaje que se redujo al 26,9% en los pacientes libres de enfermedad.
Aunque esta diferencia observada no alcanzo la significacion estadistica, es un indicador de la
relevancia de esta prueba en la prediccidn de la recurrencia, algo ya sefialado por otros grupos
con anterioridad (51). Ademas, la cuantificacion de esta captacidén en términos de SUVmax
también reveld que los pacientes con recidiva asociaron valores mas elevados. Al fin y al cabo,
estos pacientes presentan tumores mds agresivos desde un punto de vista morfoldgico e
histolégico, lo que se traduce en resultados patoldgicos en el PET-TC. De estos resultados se

desprende que el PET-TC tiene relacidn con la reaparicién de la enfermedad.

Otra de las bases de este trabajo, junto con el estudio de las caracteristicas morfoldgicas e

histolégicas y la captacién en el PET, ha sido la determinacién de los niveles de AFP y CTC.

AFP es un marcador ampliamente utilizado en el manejo de los pacientes con CHC. Sin
embargo, ateniéndonos a la presente serie, el papel que desempefia como marcador
prondstico es discreto y no observamos una asociacién con la recidiva. Mas interesante resulta
el analisis de sus determinaciones seriadas durante el seguimiento, donde se pudo observar un
ascenso significativo entre los pacientes que presentaron recaida, mientras que los pacientes
libres de enfermedad presentaron unos niveles de AFP estables durante el seguimiento. Otros
grupos ya han propuesto con antelacion que la elevacion de 15-50 ng/ml al mes 0 0,1 ng/ml al

dia asocia un mayor riesgo de recidiva (73-76).

¢Por qué un porcentaje no desdefiable de enfermos presenta recidiva postrasplante? Para
intentar responder a esta cuestidon hay que tener presente que se parte de pacientes en los
que, a priori, se ha extirpado completamente el tumor y ademas el higado enfermo ha sido
sustituido por uno sano. Si se asume que la estadificacién preoperatoria ha sido correcta, la

reaparicion de la enfermedad tanto en el injerto como en otros drganos puede atribuirse a la
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presencia de células tumorales extrahepdticas ya existentes desde antes del TOH como CTC o
acantonadas en otros tejidos. Esta hipdtesis se sustenta en trabajos como el de Fan et al (310),
y Schulze et al (305). Nuestra serie cumple esta premisa ya que, en base al informe patolégico
del higado explantado, se puede afirmar que verdaderamente los pacientes cumplian los
criterios de Milan, por lo que en los casos con recidiva, habria que decantarse por la teoria de

las CTC.

De todas la determinaciones de CTC que se realizan durante el seguimiento de un paciente
con cdancer, la cuantificacidon previa a la intervencion es la que presenta un mayor valor
predictivo de recurrencia (mejor que los niveles de CTC tras la cirugia) (336). Sin embargo, en
este trabajo no se ha podido constatar este hecho ya que, si bien los niveles de CTC preTOH si
se han asociado a otros factores predictores de recurrencia y aparecen mds elevados en este
subgrupo de pacientes, no se ha establecido una relacidn significativa con la reaparicién de la
enfermedad. A pesar de no obtener diferencias estadisticamente significativas, si parece existir
una tendencia a presentar niveles preTOH superiores en aquellos pacientes que
posteriormente sufren recidiva, como se puede apreciar en la Figura 7. Sin embargo, y dado
que el tamafio muestral es muy pequeno, no se puede establecer una relacidon entre los
niveles de CTC y la progresion de la enfermedad. La asociacidn entre los niveles de CTC vy la
reaparicion del cancer si ha sido descrita en otros trabajos previos. En un estudio prospectivo,
Fan et al (337) describieron una asociacién entre los niveles de CTC y la recidiva local tras la
reseccion quirurgica. En otro trabajo posterior, Zhou et al (321), también establecieron una
asociacion entre la concentracion preoperatoria de CTC EpCAM+ y la recurrencia tras la cirugia
hepatica. Esta asociacién también podria existir en pacientes con CHC tratados mediante TOH,
aunque la evidencia que lo sustenta es baja. Chen et al (330) observaron que la SLE al afio era

significativamente inferior en los pacientes en los que se habian detectado CTC pretrasplante.

En dos de los pacientes se detectaron unos niveles de CTC al mes por encima de 1.000
CTC/10 ml. Uno de ellos presentd a los 9 meses del TOH recidiva tumoral en varias
localizaciones (higado, pulmdn y hueso) y fallecié al cabo de 50 meses. En el anilisis
microscopico del higado explantado se detectd invasidon microvascular. Sin embargo, el otro
paciente, a pesar de presentar unos niveles de CTC posTOH elevados, se encuentra
actualmente libre de enfermedad, asintomatico y con un descenso en los niveles de CTC hasta
la deteccidon de una Unica célula al afio. La dispar evolucién de sendos casos apoyaria, de
acuerdo a como se ha postulado en otros trabajos, que el nimero de CTC por si mismo no

supone un factor prondstico para la reaparicidon del tumor y que la recidiva, cuando se produce
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en estos casos, tal vez guarde relacién con las caracteristicas o cualidades de las CTC presentes
en ese momento (asi como otros muchos factores) y no necesariamente con su concentracion
en sangre. En este segundo paciente, la elevacion de CTC tras el TOH podria explicarse por la
propia manipulacidon durante el procedimiento quirurgico, lo que desencadena la liberacién
masiva de CTC al torrente sanguineo. Lamentablemente, no dejan de ser conjeturas que
dificilmente se pueden extrapolar partiendo de un grupo de pacientes tan pequefio. Por otro
lado, al comparar los niveles de CTC antes y después del TOH en el grupo completo, no se han

encontrado diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de CTC.

Ademads del paciente descrito, otros tres sufrieron recidiva. En dos casos tuvo lugar antes
del primer afio de seguimiento y en el tltimo se diagnosticd a los 20 meses del TOH. En todos
ellos afecté a varios érganos (higado implantado y hueso en todos los casos, pulmén en dos de
ellos y glandula suprarrenal en uno). Como se ha comentado anteriormente, el
comportamiento evolutivo de las CTC en estos cuatro pacientes no difirié del resto del grupo,
siendo la ténica habitual el descenso progresivo de los niveles y partiendo de una
concentracién de CTC similar. Los cuatro pacientes con recidiva fallecieron. Ademas, otros tres
pacientes de la serie fallecieron durante el seguimiento: dos de ellos por sepsis biliar (absceso

hepdatico) y otro por otra causa ajena al TOH (evento cardiovascular).

La relacion entre la recidiva y la puntuacidn en los sistemas predictores de recurrencia
RETREAT (166) y AFP (170) también merece ser comentada. La puntuacidon mediana obtenida
fue significativamente mayor en los pacientes que presentaron posteriormente recidiva. Esto
demuestra la buena capacidad predictora de estos modelos, algo que ya ha sido probado en
trabajos previos (165,167,172,173). Hay que tener que presente que, a pesar de su validez,
estos modelos se basan, entre otros, en criterios morfoldgicos obtenidos del andlisis
histoldgico del higado enfermo y no en parametros que se puedan determinar antes del
trasplante, por lo que no resultan de ayuda a la hora de seleccionar pacientes candidatos a
TOH. En este sentido, cobra especial interés el estudio de nuevos pardmetros que si puedan
determinarse con anterioridad a la intervencién, como la captacién en el PET-TC o el andlisis

de las CTC.

Existen varios estudios previos en los que se ha estudiado esta asociacion. En lo que
respecta a las CTC, Sun et al (304) establecieron el mejor punto de corte en la prediccién de
recurrencia tras la reseccion quirdrgica con concentraciones de CTC iguales o superiores a 2

CTC/7,5 ml determinadas mediante el sistema CellSearch. Otros grupos han publicado
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posteriormente puntos de corte similares en un rango de 2 - 16 CTC, aunque con diferentes
métodos de seleccion de pacientes y cuantificacion de CTC (313,326,327). En el presente
trabajo, el mejor punto de corte se obtuvo para unos niveles de CTC iguales o superiores a 9
CTC/10 ml, aungue con un método diferente al empleado por otros grupos (Isoflux) y en una
muestra de pacientes sometidos a TOH en lugar de a resecciones quirurgicas. La captacién en
el PET-TC en términos de SUVmax demostrd ser un mejor predictor de recidiva que las CTC,
obteniendo en su caso mejor area bajo la curva de forma significativa. El punto de corte se
situd en 3,5, valor similar al establecido por Hsu et al (30), que lo situaron en 4,8. Aunque el
uso del PET se encuentra cada vez mds extendido, hoy por hoy no existe un consenso sobre
qué parametros utilizar y existen estudios con el SUVmayx, la relacién entre el SUV en el tejido
sano y el tejido tumoral, o el simple analisis visual, distinguiendo entre PET positivo y PET

negativo, por mencionar algunos de los parametros mas empleados.

Papel del PET

El PET es una herramienta diagndstica que esta cobrando cada vez mas importancia en el
manejo de los pacientes con CHC gracias a la informacién que aporta sobre la actividad
bioldgica y agresividad del tumor. Se ha demostrado que en los tumores pobremente
diferenciados (alto grado), existe un mayor acimulo del trazador (FDG-6-P) debido a una
menor actividad de la glucosa-6-fosfatasa. Este fendmeno no sucede en los CHC bien
diferenciados, con caracteristicas semejantes a los hepatocitos del parénquima sano (41).
Ademas, los CHC con una captacién elevada (los de alto grado) se asocian con la expresién de
determinados genes particularmente relacionados con la capacidad de adhesién e invasion de
las células tumorales, lo que refuerza la idea de una naturaleza mds agresiva en estos tumores

hipercaptantes (338).

Parece razonable asumir que el PET debe poseer una asociacidon significativa con el
prondstico en tanto que se relaciona estrechamente con el grado de diferenciacién y la
agresividad. Varios estudios han corroborado esta postura y hoy en dia es conocida la
asociacién entre el PET y algunos factores de mal prondstico en pacientes que se trasplantan
por TOH, como la invasidon microvascular, el grado de diferenciacién tumoral, el tamano vy

numero de nddulos o la respuesta a la TACE (46—49).
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En el presente trabajo y como parte del estudio pretrasplante, se realizd un PET-TC en
todos los casos. En 10 pacientes (33,3%) se detectd una captacidn patoldgica, un porcentaje

que es similar a los resultados comunicados por otros grupos (29,30,56).

En el PET-TC, ademas del andlisis visual para determinar si existe una captacién patoldgica,
también se emplean técnicas para cuantificar esta captacién. El pardmetro empleado con mas
frecuencia es el SUVmax, pero también se han empleado el cociente entre la captacidon en
tumor y en el higado sano o TNR (tumor-to-non-tumor liver uptake ratio) y el cociente entre el
SUVmax en el tumor y en el parénquima circundante o Tmax/Lmax. En el presente trabajo se

empleé el indice SUVmax y la captacién mediana fue de 2,5.

En el CHC, la relacidon entre el grado de diferenciacidon y la actividad de las enzimas
glucoliticas es conocida. Los tumores poco diferenciados tienen una actividad de glucosa-6-
fosfatasa baja y una alta captacion de 18F-FDG (41). En el presente trabajo, el 60% de los
pacientes con PET-TC positivo presentaron un grado de diferenciacion de 2 o 3, aunque la
diferencia observada no fue estadisticamente significativa. La asociacién entre el PET-TC y
otros aspectos histolégicos es también conocida. Boussouar et al (32) encontraron una
asociacion entre un ratio Tmax/Lmax superior a 1,15 y el tamafio tumoral y una pobre
diferenciacidon tumoral. En otro estudio, Kobayashi et al (58) observaron una asociacién entre
un resultado positivo en el PET-TC y la presencia de invasidon vascular. Lin et al (33)
concluyeron en un estudio con 65 pacientes que el SUVmax y el ratio Tmax/Lmax eran factores
predictor de invasidn vascular, estableciendo en 3,8 y 1,49 sendos puntos de corte. En otro
trabajo mas reciente, Ling et al (64) determinaron que un TLR 2 2 es predictor de histologia
desfavorable. En la misma linea, Bailly et al (60), en un estudio con 34 pacientes con CHC y
sometidos a TOH, observaron que los pacientes con ratios Tmax/Lmax superiores a 1,15
presentaron tumores poco diferenciados (mdas agresivos). En este ultimo estudio, un total de
10 pacientes presentaron una captacidon patoldgica en el PET-TC, resultados similares a los
observados en el presente trabajo. En nuestra serie, la presencia de invasién microvascular se
asocié de forma estadisticamente significativa a una captacion anémala en el PET-TC y a un
SUVmax mas elevado; en ningln paciente con un PET-TC negativo se encontrd invasion
microvascular en el analisis patoldgico (0 vs 30%). Es importante sefialar que la invasién
microvascular es el predictor mas fiable de recidiva (5,143); por tanto, la capacidad predictora
del PET-TC es muy valiosa en este escenario al ser la Unica prueba complementaria que aporta
informacidn sobre este factor de mal prondstico, con la ventaja afiadida de que esta disponible

antes del posible TOH, facilitando la seleccidn de los pacientes que mas se pueden beneficiar
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del tratamiento. El PET también ha demostrado su utilidad para detectar la progresion tumoral
después de la terapia puente durante el tiempo en lista de espera. Refaat et al (63) observaron
que la realizacién del PET-TC en pacientes con terapia puente y en LEQ para TOH y un ascenso
en los niveles de AFP fue util para detectar la progresion tumoral. Por tanto, el PET-TC
realizado tras las TACE y antes del TOH, como ha sido el caso en este trabajo, parece ser un

elemento adecuado para seleccionar pacientes en funcién del riesgo de progresion.

El peso de la biologia tumoral en los criterios de seleccién para TOH, que clasicamente se
han basado en aspectos morfoldgicos, es cada vez mayor y la influencia del PET-TC y los niveles
de AFP aumenta. Hsu et al (30) propusieron combinar el resultado del PET-TC y los criterios
UCSF para predecir el riesgo de recurrencia en base a los resultados de un estudio con 147
pacientes en el que la tasa de recidiva postrasplante era similar entre los pacientes que
cumplian los criterios UCSF y los que no los cumplian pero tenian un PET-TC negativo. Por otro
lado, Kornberg et al (54) propusieron el uso del PET-TC en combinacion con los criterios Up-to-
seven al observar en una serie de 116 pacientes que la SLE a 5 afios de los que cumplian los
criterios Up-to-seven era similar a la de los que, a pesar de no cumplirlos, presentaban un PET-
TC negativo. Siguiendo esta corriente de resultados, en un estudio multicéntrico japonés,
mientras que los pacientes mas alld de los criterios de Milan presentaron una recurrencia
significativamente mayor en comparacién con aquellos dentro de los criterios de Milan, en el
subgrupo de los primeros con PET-TC negativo y AFP < 115 ng/ml se observd una tasa de

recurrencia similar a la de los pacientes que cumplian los criterios de Milan (61).

En el presente trabajo, constituido integramente por pacientes que cumplen los criterios de
Milan, se encontré que la suma del didmetro de tumores viables fue mayor en los pacientes
con PET-TC positivo, correlacionandose también de forma positiva significativa con el SUVmax.
Por otra parte, aunque los pacientes con PET-TC positivo presentaron tumores de mayor
tamafio, no se alcanzé la significacion estadistica. El nimero de tumores tampoco difirié entre
ambos grupos. La escasa asociacion entre la captacion en el PET-TC y los criterios morfolédgicos
sugiere, como ya se ha propuesto en los trabajos citados mas arriba, que el tamafio y nimero
de tumores no siempre tienen relacion con un comportamiento tumoral agresivo, siendo
entonces indispensable recurrir a nuevos métodos que perfeccionen los criterios de seleccidn y
los conviertan en herramientas mas precisas a la hora de optimizar el tratamiento de cada
paciente. Siguiendo esta linea, en el presente trabajo se estudid la asociacién entre el PET-TCy
algunos de los nuevos modelos predictores de recurrencia que si tienen en cuenta marcadores

bioldgicos (AFP) y se observd que los pacientes con PET-TC positivo presentaban puntuaciones
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mas altas en los modelos RETREAT y AFP. Ademds, se encontré una correlacién positiva entre

el SUVmax y estas puntuaciones.

En base a lo anteriormente expuesto, se puede afirmar que la relacién entre el PET-TC vy la
recidiva postrasplante parece clara. En nuestra serie, la tasa de recidiva fue mds alta en los
pacientes con PET-TC positivo (30% vs 5%), aunque no alcanzd la significacidn estadistica. Estos
resultados son similares a los descritos previamente por otros grupos. Por ejemplo, Kornberg
et al (51) describieron una tasa de recurrencia de 33,3% vs O en pacientes dentro de los
criterios de Mildn y con PET positivo o negativo respectivamente. En términos de SUVmax si se
encontré una mayor captacién significativa en los pacientes que sufrieron recidiva. Estos
resultados estdn en sintonia con los descritos en la literatura y ensalzan el papel del PET-TC en

el manejo de estos pacientes.

La SLE a 5 afios de los pacientes con PET positivo vs negativo fue 70% vs 94,4% (p = 0,053),
mientras que la SG, 68,6% vs 80% (p = 0,582). Cuando se compararon las supervivencias en
funcién del SUVmax, estableciendo el punto de corte en 3,5, se encontrd que la SLE a 5 afos
en los pacientes con SUVmax = 3,5 fue 40% y 95,7% en los de menor captacion (p < 0,001). La
SG a 5 afos fue de 40% vs 84%. Estos resultados ponen de manifiesto la conocida relacion
entre el PET-TC y la supervivencia. Aunque en este caso, el PET-TC positivo no se asocio
significativamente a una menor SLE a 5 afios, esta fue inferior a la de los pacientes con PET-TC
negativo. No sucede lo mismo si la comparativa se realiza en funcién del SUVmax, donde tanto
la SLE como la SGE son significativamente inferiores. Las SLE y SG descritas por los diferentes
grupos que han estudiado la utilidad del PET-TC en pacientes que se trasplantan por CHC son
dispares. Esto es debido a la heterogeneidad de los estudios y las propias series de pacientes,
ya que distintos grupos emplean diferentes criterios de seleccidn, incluyendo habitualmente
pacientes mas alla de los criterios de Mildn. En estos trabajos, si nos atenemos tan solo a los
pacientes que cumplen los criterios de Milan, podemos encontrar resultados similares. Lee et
al (56), en un estudio que incluyd 133 pacientes dentro de los criterios de Milan, describieron
una SLE a 5 afios de 76,3% vs 92,3% en funcién del PET-TC positivo o negativo
respectivamente. Hsu et al (30) describieron una SLE a 5 afios significativamente mas pobre en

los pacientes con mayor captacion en el PET-TC (29,6% vs 85%).

La relacién entre el PET-TC y la supervivencia libre de enfermedad queda patente en
numerosos trabajos. Algunos grupos han dado un paso mas y han estudiado la combinacién

del PET-TC con otros factores y su relaciéon con la supervivencia. Lee et al (29) describieron
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tasas de supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global inferiores en los pacientes
que presentaban captacion en el PET. Esta asociacién se veia a su vez potenciada si se
combinaba con los niveles de AFP, constituyendo una parte del sistema de seleccion de
pacientes susceptibles de TOH. Y es que la importancia que estan adquiriendo el PET-TC y los
biomarcadores en el manejo de los pacientes con CHC candidatos a TOH se hace patente en el
cada vez mayor niumero de trabajos sobre el tema. Por ejemplo, Kang et al (48), en un estudio
con 239 pacientes, encontraron que la combinacion de los criterios morfolédgicos (tamafio y
numero de tumores), la captacion en el PET y los niveles de AFP era mas efectiva a la hora de
predecir la recidiva que los modelos tradicionales. Hong et al (31), en una serie de 123
pacientes no encontraron una correlacion entre la captacion patoldgica en el PET y los niveles
de AFP, aunque ambos parametros fueron los Unicos factores prondsticos pretrasplante que se
asociaron a las tasas de SLE y SG, de modo que la combinacion de AFP mayor o igual a 200 y
PET positivo predijeron mejor los resultados postrasplante en comparacidn con los criterios de
Milan. En el presente trabajo, al igual que en este ultimo estudio citado, tampoco se ha
encontrado una correlacién entre el PET-TC y los niveles de AFP; correlacidn que si existe en el
caso de los niveles de CTC, lo que conduce a considerar la biopsia liquida como un

biomarcador mas util que los empleados en la actualidad, como AFP.

Esta asociacion entre el PET-TC y los niveles pretrasplante de CTC resulta especialmente
interesante y puede repercutir en los criterios a tener en cuenta en el manejo de estos
pacientes. En la serie que atafie este trabajo, los pacientes con un PET-TC positivo presentaron
una concentracién de CTC pretrasplante significativamente superior. A su vez, se encontré una
correlacién positiva significativa entre la captacién medida en SUVmax y el nimero de CTC
contabilizadas. Esta relacién entre los niveles de CTC y el resultado en el PET-TC se hace
patente en el analisis de supervivencia: los pacientes con PET-TC positivo y 2 9 CTC/10 ml (n =
8) mostraron una SLE a 5 afios significativamente menor (62,5% vs 95%) que el resto del grupo.
Esta asociacion abre camino al uso combinado de ambos parametros en el futuro a la hora de

predecir el prondstico de cada paciente y elegir el tratamiento mas beneficioso en cada caso.

La asociacién entre el PET-TC y las CTC es poco conocida, aunque ya ha sido descrita en
otras estirpes tumorales (339). Por lo que sabemos, la asociacién entre las CTC y la captacion
en el PET no ha sido descrita previamente en la literatura en pacientes con CHC sometidos a
TOH. Estos resultados nos conducen a considerar la inclusién de ambos parametros entre los

criterios de seleccion de pacientes candidatos a TOH, ofreciendo la ventaja de que ambos se
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pueden determinar antes del procedimiento y aportan informacion util sobre la biologia

tumoral y su agresividad en base a sus caracteristicas histoldgicas.

Niveles de AFP y de CTC

AFP: niveles pretrasplante, evolucidon y correlacién con otras variables

La AFP es considerada un buen marcador prondstico en pacientes candidatos a trasplante y
varios modelos predictores de recurrencia se apoyan en su cuantificaciéon. Sin embargo, no
existe un punto de corte consensuado que permita discernir con precision qué pacientes
tienen peor prondstico. Por lo general, se acepta que valores inferiores a 15 ng/ml se asocia
con un prondstico excelente mientras que valores superiores a 1.000 ng/ml deberian significar
la exclusion del trasplante como tratamiento; siendo 400 ng/ml el punto de corte mas
extendido (72). En la serie estudiada se observaron uno niveles de AFP antes del trasplante
bajos por lo general. La mediana fue de 6 ng/ml y ninglin paciente sobrepaso la cifra de 400
ng/ml. Por una parte, es ldgico pensar que pacientes tan seleccionados y considerados de buen
prondstico presenten unos niveles bajos de AFP. Sin embargo, la ausencia de asociacion
estadistica de este marcador con las variables incluidas en el estudio (incluyendo la recidiva y
la supervivencia libre de enfermedad), siembra la duda sobre su utilidad discriminatoria a la
hora de identificar qué pacientes tendrdn un peor prondstico. Esta idea también se sustenta en
otro pilar importante: tampoco se encontrd una correlacion entre los niveles de CTC y de AFP.
Este resultado es similar al descrito en estudios previos (340,341), aunque difiere de otros
trabajos en los que si se ha observado asociacidon (304—306) . Si asumimos que, al menos desde
un punto de vista tedrico, las CTC son un indicador mds preciso de la actividad tumoral, estos
resultados sugieren que la correlacion entre los niveles de AFP y la biologia tumoral no es
fuerte, a pesar de que varios grupos han propuesto la inclusién de los niveles de AFP en varios
modelos de seleccion de pacientes (166,167,170). Esto nos lleva a considerar como una opcion

atractiva la inclusién de la biopsia liquida en los modelos de seleccion de pacientes.

Los niveles pretrasplante de AFP no mostraron una asociacion significativa con la SLE. Sin
embargo, es resefiable que los pacientes con niveles iguales o mayores a 22,5 ng/ml
propendieron a un SLE mas pobre. Aunque los niveles de AFP no parecen ser un buen

marcador prondstico, su determinacion seriada durante el seguimiento si arroja resultados
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interesantes. Después del TOH, los niveles medianos de AFP disminuyeron de forma
significativa. En cambio, si se constatd una tendencia ascendente significativa en los pacientes
con recidiva. Esto demuestra que tiene un papel Util en el seguimiento tras el trasplante al
permitir monitorizar la evolucién y sospechar la presencia de recidiva cuando sus niveles
ascienden. La determinacién seriada de AFP tras el trasplante como predictor de recidiva va en
consonancia con lo ya propuesto en otros trabajos en los que se ha observado una asociacién
entre un incremento de 15-50 ng/ml al mes o 0,1 ng/ml al dia y mayor riesgo de recidiva y
supervivencia mas pobre (73-76). En otro trabajo reciente en pacientes con CHC que se
trasplantan, se observé que un cociente mayor de 5 entre la AFP en el momento de la recidiva
y la AFP determinada 3 meses antes fue predictiva de supervivencia después de la recurrencia
del CHC (342). Aunque AFP se considera el marcador pretrasplante mas util a la hora de
predecir el riesgo de recidiva postrasplante, cabe recordar que su utilidad se ve restringida por
la existencia de tumores no secretores de AFP. Esta desventaja no esta presente en el caso de

la biopsia liquida y por tanto las CTC son un biomarcador mas especifico.

CTC: niveles pretrasplante, evolucion y correlacion con otras variables

Niveles pretrasplante de CTC

En lo referente a las CTC, todos los pacientes fueron sometidos a una biopsia liquida
pretrasplante. De las 30 muestras procesadas, se identificaron CTC en 24 casos (80%). Este
porcentaje es ligeramente superior al descrito por otros grupos que, mediante el sistema
CellSearch, lograron identificar CTC en el 60-70% de los casos (304,313,314). El nimero de CTC
contabilizadas por muestra fue también superior al comunicado en esos mismos trabajos, con
una mediana de 9 CTC/10 ml y un rango amplio, identificando en algunos casos varios

centenares de células.

La etiologia de la cirrosis y la fase de la hepatopatia (evaluada mediante CHILD y MELD) no
influyeron en la concentracién de CTC. Esto concuerda con lo descrito en otros trabajos, en los
gue se postula que una vez que la cirrosis se ha establecido, e independientemente la causa
gue la haya motivado, el riesgo de desarrollar un CHC aumenta hasta el punto que el 90% de
los CHC aparecen en el seno de un higado cirrético (8,12). Clasicamente, la cirrosis de etiologia

virica por VHC se ha asociado a un peor prondstico tras el trasplante debido a la presencia de
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tumores mas avanzados y una funcidn hepatica mds deteriorada, lo que merma la SLE y SG
(144). En la serie estudiada, al seleccionar pacientes dentro de los criterios de Milan, las
caracteristicas de los tumores y la gravedad de la hepatopatia son homogéneas y no se ven
influenciadas por la etiologia de la cirrosis que, en caso contrario, podria ejercer de factor de
confusién. Por tanto, se presume que los niveles de CTC dependen unicamente del

comportamiento bioldgico de cada tumor.

Tampoco se encontrd una correlacién en el nimero de TACE y la concentracion de CTC. Por
una parte, parece légico pensar que a mayor numero de TACE, menor tumor viable y por tanto
menor concentracién de CTC. El nimero de TACE podria ser interpretado como un factor de
confusién, alterando la biologia tumoral y por tanto el prondstico de los pacientes. Sin
embargo, la ausencia de correlacién con los niveles de CTC o con la evolucion de los pacientes
(tampoco se asocié a la recidiva) es una prueba de que la biopsia liquida parece ser un
marcador independiente y que, al menos en nuestra serie, el nimero de TACE no influyé en el

prondstico de los pacientes.

El andlisis de la relacion de estos niveles con otras variables reveld una asociacidn
estadisticamente significativa en varios casos. En este trabajo se ha podido observar una
correlacidn positiva entre los niveles de CTC y el tiempo en LEQ; es decir, a mayor tiempo
aguardando un higado, mayor concentracién de CTC. El tiempo en LEQ es un factor que influye
en el prondstico de los pacientes. Inicialmente, no existia un criterio homogéneo para la
gestiéon de la LEQ en pacientes con CHC candidatos a TOH. Algunos grupos trasplantaban a
estos pacientes de forma preferente (en detrimento de los pacientes con patologias benignas)
mientras que en otros centros se seguia estrictamente la fecha de inclusiéon, aumentando el
riesgo de exclusion por progresidon tumoral al dejar de cumplir los criterios de Milan. Hoy en
dia, la asociacién entre el tiempo en lista de espera y la tasa de recurrencia esta bien
establecida y tanto un tiempo corto (< 6 meses) como largo (> 18 meses) en LEQ se asocian a
un mayor riesgo de recidiva (153). Una estrategia de priorizacién extendida en la actualidad
consiste en la estratificacion de los pacientes en funcion del riesgo. Un ejemplo es el sistema
de priorizacion de la United Network for Organ Sharing (UNOS), que divide a los pacientes
cumplidores de los criterios de Milan en dos grupos de bajo y alto riesgo respectivamente: T1
(tumores Unicos menores de 2 cm) y T2 (tumores Unicos mayores de 2 a 5 cm y tumores
multiples hasta 3, todos ellos menores de 3 cm) y se confiere prioridad Unicamente a los T2
mediante la asignacion de puntos adicionales en el modelo MELD (343). La mayor presencia de

CTC en los pacientes con mds tiempo en LEQ demuestra que existe una actividad tumoral
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constante y permite cuantificarla, algo que podria ser interesante como criterio de
estratificacion, posibilitando priorizar a los pacientes con mayor actividad tumoral y, por tanto,

mayor riesgo de progresion.

En esta serie de 30 casos, los niveles de CTC pretrasplante en los pacientes que
posteriormente sufrieron recidiva no fueron significativamente mas elevados que en el resto.
Sin embargo, a pesar de esta ausencia de asociacidon entre las CTC y la reaparicion de la
enfermedad, si se ha encontrado una relacion con los criterios morfoldgicos asi como otros
conocidos factores de riesgo de recidiva; esto es, los pacientes con niveles mas elevados de
CTC presentaron tumores mas grandes, un mayor diametro total de tumores viables e
invasion microvascular con mas frecuencia. En pacientes con CHC sometidos a TOH, esta
asociacién es poco conocida, ya que apenas existen estudios previos y la evidencia mas sdlida
proviene de trabajos con pacientes sometidos a resecciones hepaticas (304-306). La
asociacién con otros criterios morfoldgicos, como el nimero de tumores, fue menos
consistente aunque también podria existir; otros grupos han descrito niveles superiores de CTC

en pacientes con mas tumores, pero no de forma estadisticamente significativa (310).

Los criterios morfoldgicos han sido criticados por no proporcionar informacion real sobre la
agresividad del tumor en muchos casos, algo que ha sido evaluado de forma indirecta
mediante pruebas complementarias como el PET-TC. Como se ha comentado anteriormente,
el prondstico de algunos pacientes con tumores avanzados (fuera de los criterios de Milan)
pero con PET-TC negativo es en ocasiones equiparable al de otros pacientes que si cumplen los
criterios de Milan (61). A pesar de ello, la correlacién entre los niveles de CTC vy los criterios
morfoldgicos encontrada en el presente trabajo demuestra la relacion que tienen estos
criterios, por lo general, con la biologia tumoral. De este modo, la biopsia liquida proporciona
informacién valiosa que puede completar la obtenida mediante los estudios convencionales.
Tal vez, futuros estudios que incluyan tumores avanzados en los que se determinen las CTC
podrian ayudar al entendimiento del comportamiento tumoral y permitir identificar de forma
precisa a aquellos pacientes con lesiones menos agresivas de lo que sugiera el estudio

convencional y viceversa.

La asociacién entre la captacion en el PET-TC y los niveles de CTC es también otro hallazgo
interesante, como se ha comentado en el apartado correspondiente al papel del PET-TC. Si

bien la asociacién del PET-TC a otros factores de mal prondstico ya ha sido estudiada, nuestros
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resultados demuestran que la actividad tumoral, cuantificada mediante CTC, es mayor en los

pacientes con PET-TC positivo y mayor captacion en términos de SUVmax.

Por otro lado, la buena correlacion entre los niveles de CTC y la puntuacidn obtenida en
algunos modelos predictores de recidiva (RETREAT y AFP), abre la ventana a incluir en un
futuro los niveles de CTC como un parametro a tener en cuenta en el manejo de estos
pacientes y afianza la idea de que los niveles de CTC pueden desempenar un papel importante

a la hora de establecer el riesgo de recidiva y el pronéstico de estos pacientes.

En definitiva, la asociacion entre las CTC y las distintas variables sugiere la buena
correlacidn con los factores de mal prondstico y sefiala en qué situaciones podemos encontrar
tumores mas activos, cuantificdAndolo mediante las CTC. En base a esta relaciéon entre los
niveles de CTC y algunos factores de mal pronéstico conocidos, cabria suponer que los
pacientes con menores niveles de CTC tendran una evolucién mas favorable tras el TOH desde
el punto de vista oncoldgico de modo que su determinacidn antes de la intervencidn permitiria
seleccionar y priorizar a los pacientes en lista de espera con mas probabilidades de éxito asi
como desestimar el TOH en favor de otras terapias en aquellos con alto riesgo de recurrencia
tumoral. Esta hipdtesis se ve reforzada por los resultados obtenidos en el analisis de
supervivencia en funcidn de los niveles pretrasplante de CTC. Si tomamos como punto de corte
la concentracion igual o superior a 9 CTC/10 ml pretrasplante, podemos observar que la SLE a
5 afios es significativamente menor entre los pacientes con niveles mas altos (73,3% vs 100%,
p = 0,04). Estos datos estan en consonancia con los resultados de otros grupos. Por ejemplo,
Xue et al (313), en 2018, en un trabajo con 30 pacientes con CHC sometidos a TOH y contaje
de CTC mediante el sistema iFISH observaron que los pacientes con niveles inferiores a 5 CTC,
presentaban una mayor SLE. En otros trabajos con pacientes tratados mediante reseccion
quirurgica y contaje mediante CellSearch se han descrito resultados similares: Von Felden et al
(323) encontraron en 57 pacientes que aquellos con niveles detectables de CTC tenian una SLE
mas pobre y Yu et al (326), en un estudio con 139 pacientes, describieron una menor SLE si el

numero de CTC era igual o mayor a 2.
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Evolucién de las CTC

Otro objetivo de este trabajo ha sido la determinacidn seriada de CTC tras el TOH con el fin
de evaluar la utilidad que pueda tener la biopsia liquida en el seguimiento de estos pacientes y
la deteccion temprana de la recidiva, algo para lo que actualmente se recurre a los niveles de
AFP y las pruebas de imagen. En un total de 9 pacientes se realizaron todas las
determinaciones hasta los 2 afios. En el posoperatorio temprano, entendiendo como tal los 6
primeros meses, se logré detectar CTC en mas del 70% de los pacientes analizados. Esta
proporcién de pacientes con niveles detectables de CTC es similar en el posoperatorio tardio,
incluso 2 afios después del TOH. Conforme avanza el seguimiento de los pacientes se ha
podido constatar un descenso de los niveles medianos de CTC de forma generalizada,
independientemente de si estos presentan recidiva o no. Este descenso en la concentracién de

CTC alcanza significacion estadistica al afio y 2 afios del TOH.

La deteccién de CTC inmediatamente después del TOH (primer mes) podria estar motivada
por el procedimiento en si. En trabajos previos con pacientes sometidos a resecciones
hepaticas ya se ha documentado el mismo fendmeno y se ha postulado que la manipulacién
durante la propia cirugia, las terapias puente y la isquemia (con la consecuente liberacién de

citoquinas) podrian ser las responsables de la liberacion de CTC al torrente sanguineo (304).

La persistencia de CTC a largo plazo es un fendmeno que plantea algunas incognitas.
Tedéricamente, como resultado de la exéresis completa del tumor, los niveles de CTC
postrasplante deberian terminar siendo indetectables. Sin embargo, segln nuestros
resultados, las CTC perviven en la sangre periférica en un elevado porcentaje de pacientes
incluso en anos ulteriores. El origen de estas células tumorales es incierto: ése trata de células
provenientes del tumor original que permanece inermes en la sangre periférica durante un
tiempo indefinido? éo mas bien proceden de focos metastdsicos que han pasado
desapercibidos tal vez incluso desde antes del TOH? Para decantarnos por una u otra opcion,
puede ser de ayuda considerar que la repercusion de este fendmeno en la reaparicion de la
enfermedad parece baja. Al cabo de 2 afios postrasplante, mas del 80% de los pacientes en los
gue se realizé la medicion presentaron CTC en sangre periférica. Sin embargo, en ninguno de
ellos se diagnostico recidiva tumoral durante el seguimiento completo (5 afios). Ademas, todas
las recidivas aparecieron antes de los dos primeros afos. Por ello, parece mas razonable
inclinarse por la primera opcién, que tal vez estas CTC son células residuales con escasa

capacidad para desarrollar focos metastdsicos. Siguiendo esta corriente, otro aspecto que
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habria que tener en cuenta en futuros estudios es la viabilidad de estas células tumorales. Es
decir, independientemente del momento en el que se hayan liberado al torrente sanguineo,
éestas células circulantes tienen potencial invasor o son células apoptdticas (anoikis)? Este
fendmeno de muerte celular programada conocido como anoikis tiene lugar en aquellas
células que se desprenden de la matriz extracelular y pasan al torrente sanguineo, momento
en el que se pierden las interacciones habituales. Este “desarraigo” induce la apoptosis celular.
Sin embargo, las células tumorales invasoras sobreviven a este proceso por mecanismos que
son practicamente desconocidos hoy dia (344). Con la metodologia actual de deteccién de
CTC, cabe la posibilidad de que parte de las células que se logran capturar se correspondan con
células de estas caracteristicas, cuyo potencial tumorigénico probablemente sea nulo. Los
proximos pasos en el campo de las CTC deberian orientarse a la caracterizacién de las CTC. De
este modo, futuros estudios podrian arrojar luz sobre la cuestién, con el fin de conocer mas

detalladamente las células que se estan analizando e identificar los fenotipos mas agresivos.

La persistencia de CTC afios después de que el tumor original haya desaparecido sin que
esto condicione la reaparicidon del cancer es una prueba mas de la complejidad de la cascada
metastasica y de lo que resta por conocer acerca de la biologia de los tumores. La formacién
de metdstasis y la reaparicién de la enfermedad es un proceso complejo en el que influyen
multiples factores que en parte desconocemos, mas alla de la presencia o no en sangre de una
determinada célula tumoral. La cuantificacion de CTC posiblemente no sea la solucién pero
alumbra un camino sobre el que continuar investigando para que, conforme se afiance el
conocimiento sobre la biologia tumoral y la cascada metastasica, seamos capaces de detectar
con precision aquellas células o sucedaneos (ADN, ARN, etc) que aporten de forma fidedigna

informacién en tiempo real sobre la situacién oncolégica de cada paciente.

Patrones evolutivos

Como se ha comentado en el apartado anterior, los niveles de CTC después del TOH no
parecen estar relacionados por si solos ni con la recidiva ni el prondstico de los pacientes. De
forma individual, el comportamiento de estas CTC puede parecer abigarrado, con
fluctuaciones en su concentracidn y persistencia de niveles detectables a lo largo del tiempo
sin que esto se relacione con la recurrencia; sin embargo al observar de forma conjunta la
evolucion de las CTC en los pacientes de la serie, se han identificado distintos patrones

evolutivos de los niveles de CTC. En un grupo de pacientes se observd un patrén descendente
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que se caracterizd por partir de unos niveles de CTC elevados antes del TOH para
posteriormente disminuir a cantidades minimas. Otro grupo de pacientes presentd
concentraciones iniciales mas bajas pero, tras el trasplante, se observdé un ascenso en los
niveles de CTC uno o seis meses después. Finalmente, el Ultimo grupo lo constituyeron los
pacientes con un patrén plano, ya que en todo momento presentaron unos niveles bajos de
CTC. La tasa de recidiva fue mas elevada en los pacientes con patron descendente (pero
partiendo de unos niveles mas altos). Quizds el grupo mas interesante sea el que presenté un
pico central. En estos pacientes se detectaron niveles superiores de CTC los primeros meses
tras el TOH (siendo la concentracion inicial preTOH baja). Las circunstancias que motivaron en
cada caso el repunte de CTC se desconocen pero se pueden barajar varias hipdtesis. Una
explicacion podria estar relacionada con la propia intervenciéon, ya que durante la
manipulaciéon del higado enfermo puede verse favorecido el paso de CTC al torrente
sanguineo, fendmeno documentado en la literatura y ya descrito en el apartado anterior. Otra
opcion plausible seria que los cambios que se producen en el organismo tras el trasplante
(debido a la inmunosupresion, etc), hubiesen favorecido el crecimiento (gracias a la presion
selectiva) de subpoblaciones de CTC resistentes y con potencial tumorigénico, lo que podria
justificar la recidiva en uno de los pacientes. Que este repunte no se asocie necesariamente a
la reaparicion del tumor sugiere de nuevo que la formacidon de nuevos nichos de enfermedad
es un proceso en el que participan muchos factores y no depende ni mucho menos de la

cantidad de CTC presentes en un momento concreto.

Finalmente, los pacientes con un patrén plano de CTC tuvieron un mejor prondstico al no
observar recidiva en ningun caso. Aunque es dificil aventurarse a generalizar este
comportamiento de las células tumorales, las tendencias observadas en los niveles de CTC
sugieren la capacidad que tiene la biopsia liquida como factor predictor del prondstico y como

método para monitorizar la respuesta a un tratamiento.

¢(Estamos identificando la célula correcta?

Hasta hace pocos afnos, se definia como CTC a aquella célula aislada en sangre periférica
que expresaba EpCAM vy citoqueratina (CK) en ausencia de CD45 (lo que la diferencia de los
linfocitos). Sin embargo, posteriores investigaciones han ido revelando que las células
tumorales no son clones entre si, sino que representan una poblacién heterogénea de células

de diferentes focos tumorales, con capacidad para cambiar sus caracteristicas fenotipicas y
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moleculares bajo la presién selectiva del microambiente estromal y los tratamientos. Esta
variabilidad ha propiciado el desarrollo de técnicas de enriquecimiento positivo dirigidas a
marcadores de células madre (CD133), marcadores mesenquimales (vimentina) y antigenos
especificos del cancer (HER2, PSMA, etc). Hoy en dia se desconocen con precision las

caracteristicas de las células que realmente estan involucradas en el proceso metastasico.

En el CHC se ha demostrado que las células EpCAM+ son las mas invasivas y tumorigénicas
(345). A pesar de la evidente relacidon entre los niveles de CTC EpCAM+ y un peor prondstico,
hay que tener presente que la expresion de EpCAM solo tiene lugar, de forma genérica, en el
30-40% de los carcinomas (294) y que se esta obviando la deteccién de otros tipos de células
tumorales que han dejado de expresar EpCAM, como las de perfil TEM, relacionadas con la
invasividad y cuyo papel en el proceso metastdsico podria ser importante. En todo este
proceso tampoco se tienen en cuenta los émbolos tumorales. Agregados de CTC, plaquetas,
fibroblastos y factores de coagulacidon activados que poseen un potencial metastasico
significativamente mayor y una mayor capacidad de supervivencia en comparacién con las CTC

individuales (346).

Sistemas de deteccion de CTC en pacientes con CHC.

En la actualidad, uno de los problemas sin resolver en la investigacion con CTC es la gran
variedad de métodos de deteccion disponibles, lo que influye en la variabilidad de los
resultados y dificulta obtener conclusiones sdlidas. Hoy por hoy, CellSearch es el método mas
extendido para el estudio de CTC EpCAM+, aun cuando su sensibilidad y pureza son cuanto
menos mejorables. En el presente trabajo se optd por el método Isoflux para la determinacién
de las CTC y no tenemos constancia de que se haya empleado previamente por otros grupos.
Isoflux se trata de una novedosa técnica microfluidica que segun estudios recientes en lineas
celulares tumorales de mama y prdstata con expresion EpCAM baja y media respectivamente,
muestra una mayor capacidad de recuperacion de CTC en comparacidon con CellSearch
(295,347). Aunque la evidencia es baja, en pacientes con CHC también parece ser mas sensible
que CellSearch. Nuestro grupo, en un trabajo previo, pudo observar que el sistema IsoFlux
confiere mayor sensibilidad que el sistema CellSearch (capturando un mayor nimero de CTC),
a pesar de utilizar anticuerpos similares para el aislamiento y la identificacién de las células,

supuestamente gracias al sistema de canales microfluidicos (340).
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Utilidad de las CTC

Incluir la determinacién de las CTC como parte de los protocolos de estudio y manejo de los
pacientes con CHC candidatos a TOH podria ser una herramienta util que facilitaria identificar a
aquellos pacientes con un peor prondstico y mayor riesgo de recidiva. En esta linea, varios
trabajos han sugerido que las CTC son un factor decisivo en la reaparicion del CHC (258,337).
No obstante, la relevancia clinica y el valor prondstico que se les confiere es controvertido.
Aunque la concentracién de CTC podria ser un factor predictor de recidiva util en la practica
clinica, la gran heterogeneidad de los trabajos (con diferentes sistemas de deteccién y
caracterizacién de CTC) y de las propias células tumorales, impide que ninglin método se alce
como “patréon oro” hoy en dia. Como ya se ha mencionado, existen multiples subpoblaciones
de CTC con distintos grados de agresividad. Por ejemplo, se ha descrito que aquellas que
expresan CD133 y CD44 son mas tumorigénicas, resistentes a la quimioterapia e inductoras de
metastasis hematdgenas (348). Estos marcadores también se han asociado a niveles superiores
de AFP y tumores poco diferenciados, constituyendo un factor de riesgo de recidiva junto con
la invasién microvascular (349). En otro trabajo reciente, Wang et al (314) realizaron una
caracterizaciéon de CTC con marcadores epiteliales (EpCAM) y marcadores intersticiales
(vimentina). Sin embargo, no encontraron asociacidon entre ninguno de los distintos fenotipos
morfoldgicos, celulares y moleculares estudiados y la recurrencia de la enfermedad tras el

TOH.

En el presente trabajo no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la
concentracion de CTC y la reaparicién de la enfermedad. Sin embargo, Unicamente se llevd a
cabo un contaje de CTC, sin caracterizar las células tumorales identificadas. En este sentido,
futuros estudios de subpoblaciones de CTC con expresion de diferentes marcadores podrian

arrojar algo de luz sobre los mecanismos involucrados en la recidiva de un tumor.

La heterogeneidad tanto de las células tumorales como de los sistemas de medicién unido
al desconocimiento de parte de la biologia tumoral y de los mecanismos involucrados en la
progresion de un tumor difuminan el papel que puede desempeiiar hoy en dia la biopsia
liguida en el manejo de los pacientes oncolégicos. Sin embargo, no cabe duda de que en el

futuro adquirird mayor relevancia.

La biopsia liquida, en definitiva, es una forma novedosa de mejorar el conocimiento sobre

la variabilidad de las células tumorales que se diseminan por el organismo y que
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habitualmente difieren significativamente de las células tumorales que integran la neoplasia
original. Un mejor método de deteccion y aislamiento de CTC podria favorecer la
implementacion de la medicina a la carta al revelar las caracteristicas moleculares del tumor e

identificar marcadores para la terapia dirigida, logrando asi un tratamiento efectivo.

Nuestro trabajo demuestra que los niveles pretrasplante de CTC se asocian a los principales
factores de mal prondstico conocidos y que por tanto su determinacion (biopsia liquida) puede
ser muy util en el futuro con el fin de mejorar la seleccién de pacientes candidatos a TOH vy

priorizar a aquellos con mayor riesgo de progresién durante la LEQ.

En cuanto a la monitorizacion mediante CTC de la evolucién postrasplante, podemos
extraer pocas conclusiones. El papel que puede jugar la biopsia liquida a la hora de detectar
cambios en la biologia tumoral que favorezcan la reaparicion de la enfermedad sigue sin
esclarecerse. En algunos modelos en ratones ya ha quedado reflejada su utilidad a la hora de
monitorizar la eficacia de la quimioterapia (sorafenib) (350) y el futuro en este campo es

prometedor.

Fortalezas y debilidades del estudio

Un punto fuerte del trabajo y posiblemente el aporte mas novedoso es el nimero de
determinaciones de CTC por paciente y el seguimiento a largo plazo realizado. La mayoria de
los pacientes han cumplido un seguimiento de 5 afios y es razonable considerar como curados
a aquellos en los que no ha reaparecido el tumor. No hemos encontrado en la literatura
revisada trabajos con un seguimiento tan largo y con determinaciones seriadas de CTC en
pacientes con CHC candidatos a TOH. El estudio de la asociacién entre los niveles de CTC y el
PET-TC realizado en este trabajo supone también una contribucién importante al estudio de la
biologia tumoral y su relaciéon con nuevos parametros cuya trascendencia en la practica clinica

no deja de crecer.

Por otra parte, este trabajo adolece de las mismas limitaciones que la mayoria de estudios
que se han realizado con CTC: los datos provienen de un Unico centro, con un pequefio tamafio
muestral y un método para la deteccién de CTC que no ha sido estandarizado. Aunque la
determinacidon pretrasplante se llevé a cabo en todos los casos, durante el posterior
seguimiento no se pudieron realizar todas las mediciones en todos los pacientes, por lo que la

fotografia obtenida sobre la evolucién de los niveles de CTC resulta incompleta. Ademas, no se
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han caracterizado las diferentes subpoblaciones de CTCs, no todas con la misma capacidad

metastasica y algunas, ineficaces.

La aplicabilidad del analisis de las CTC en la practica clinica diaria es alin un objetivo
distante. Uno de los principales desafios consiste en encontrar un método de deteccidon que
sea altamente sensible, especifico y capaz de detectar la gama completa de CTC. El principal
inconveniente es la gran variabilidad de estudios, en los que se emplean diferentes sistemas de
deteccidn sobre pequefios tamanos muestrales en centros unicos, lo que merma su validez
externa (316). Ademas, los biomarcadores especificos de CHC deben validarse y debe probarse
la evidencia de su asociacidén con la recurrencia postrasplante. En este sentido, son necesarios
estudios a mayor escala, multicéntricos y con el suficiente tamafio muestral, el desarrollo y
validacién de un método estandarizado con alta sensibilidad y especificidad para la deteccién

de CTC y un seguimiento prolongado de los pacientes.

Las discrepancias que existen actualmente entre los distintos métodos de seleccion de
pacientes (criterios de Milan, uso de AFP, uso de PET) son fruto de una sensibilidad vy
especificidad que son mejorables. La clave para determinar la verdadera agresividad de un
tumor reside en conocer sus células tumorales y los genes que expresan (marcadores). Esto
serd lo que nos permita pronosticar con gran precisién la evolucion bioldgica del tumor en
cada caso y elegir el tratamiento éptimo. El uso de las CTC en la practica clinica parece aun
lejano y su implementacion en los algoritmos y modelos de diagndstico, tratamiento y
prondstico se ve como una posibilidad remota. Sin embargo, no cabe duda de que la medicina
a la carta en base a los marcadores genéticos individuales de cada tumor en cada paciente sera
una realidad. Hasta entonces, incluir las nuevas herramientas de las que disponemos, como la
biopsia liquida o el PET-TC, puede ser beneficioso en la selecciéon de un perfil favorable de

pacientes con CHC candidatos a TOH.
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Los niveles de CTC disminuyen al cabo de 1 y 2 afos postrasplante respecto a los
detectados antes de la intervencidn. La evolucidn de las concentraciones de CTC no difiere
significativamente entre los pacientes que presentan recidiva tumoral y los que no,

disminuyendo en ambos casos.

Los niveles pretrasplante de CTC se asocian a factores de mal prondstico: son mas altos en
los pacientes con mayor tiempo en lista de espera, PET positivo, mayor tamafio tumoral,

mayor suma del didmetro de los tumores viables y presencia de invasidon microvascular.

Los niveles pretrasplante de AFP no se asocian a factores de mal pronéstico. Los niveles de
AFP ascienden a partir del sexto mes postrasplante en los pacientes que presentan
recidiva. AFP es por tanto un marcador util para monitorizar la progresion del tumor pero

no es un predictor adecuado de recidiva y supervivencia libre de enfermedad.

El PET positivo se asocia a una mayor concentracion de CTC pretrasplante y a factores de

mal prondstico como la invasion microvascular y la suma de diametros de tumores viables.

La supervivencia libre de enfermedad es menor en pacientes con un SUVmax mayor o igual

a 3,5 y con unos niveles pretrasplante de CTC mayores o iguales a 9. La determinacién de

estos parametros antes del trasplante es por tanto Util para predecir la recidiva.
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