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Resumen

El hepatocarcinoma (CHC) representa el 80-90% de las neoplasias primarias del
higado. Las Unicas opciones curativas son la reseccion y el trasplante hepéatico. Es
sabido que las mestéastasis a partir de un tumor localizado ocurren de forma temprana
mediante la diseminacion de células tumorales circulantes (CTCs). Estas nos
proporcionan una biopsia liquida a tiempo real, pudiendo ser util para estadificar el
cancer y predecir su evolucién. Ademas, el microambiente tumoral esta formado por
una serie de moléculas que juegan un importante papel en la proliferacion y
supervivencia celular, asi como en la angiogénesis y metastasis.

El objetivo de este estudio ha sido analizar las concentraciones de CTCs en sangre
periférica, junto a otros biomarcadores, pre-trasplante y pos-trasplante hepatico, en
pacientes con CHC y establecer su relacion con la progresion de la enfermedad y con la
supervivencia tras el trasplante hepatico.

Para llevar a cabo este objetivo se ha desarrollado un estudio analitico observacional
de cohortes dinamicas prospectivas, en el que se ha analizado los datos obtenidos de una
cohorte de pacientes trasplantados hepaticos con el diagnostico de CHC, dentro de los
criterios de Milan, entre septiembre de 2014 y octubre de 2017, dentro del programa de
Trasplante Hepatico del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia).

Al analizar los resultados, encontramos que el mejor método de deteccién de CTCs
fue el sistema Isoflux®. Los niveles de CTCs descendieron tras el trasplante y, elevados
niveles pre-trasplante, se asociaron a parametros bioquimicos y clinicos de mal
prondstico (bilirrubina, PCR, invasion vascular, nimero de tumores y tiempo en lista de
espera) y a una menor supervivencia libre de enfermedad tras el trasplante. Los niveles
de alfa-fetoproteina (AFP), metaloproteasa 1 (MMP-1), osteopontina (OPN) e
interleucina 8 (IL-8), descendieron tras la cirugia. Sin embargo, aumentaron en aquellos
pacientes con recidiva tumoral. Ademas, se observé una tendencia a una menor
supervivencia sin recidiva tras el trasplante en aquellos pacientes con mayores niveles
pre-trasplante de AFP y MMP-1.

Por lo tanto, nuestros resultados muestran que, los niveles de CTCs disminuyen tras
la cirugia curativa y su determinacion puede tener una implicacidn clinica atil a la hora
de predecir la evolucion del CHC tras el trasplante. Los niveles de AFP, MMP-1, OPN
e IL-8 también podrian ser Gtiles para monitorizar la respuesta al tratamiento y la

recurrencia tras la cirugia curativa en el CHC.
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for 80-90% of primary liver cancers. The
only potentially curative options are resection and liver transplantation. It is known that
the metastatic spread of a localized carcinoma occurs at an early stage through the
dissemination of circulating tumor cells (CTCs). These cells provide us a real-time
liquid biopsy, which can be useful for staging the cancer and predicting its evolution. In
addition, the microenvironment of the tumor is made up of a series of molecules that
play an important role in the proliferation and survival of cells, as well as in
angiogenesis and metastasis.

The aim of this study was to analyze the pre-transplant and post-liver transplant
concentrations of peripheral’s blood CTCs, together with other biomarkers, in patients
with HCC, and establish their relationship with the progression of the disease and with
the survival after liver transplant.

For this purpose, an observational analytical study of dynamic prospective cohorts
has been developed, in which the data obtained from a cohort of liver transplant patients
with the diagnosis of HCC, within the Milan criteria, was analyzed between September
2014 and October 2017, within the Hepatic Transplant program of the Clinical
University Virgen de la Arrixaca Hospital (Murcia).

After analyzing the results, we found that the best CTCs detection method was the
Isoflux® system. The levels of CTCs decreased after transplantation and, high CTCs
pre-transplant levels, were associated with poor prognosis biochemical and clinical
parameters (bilirubin, CRP, vascular invasion, number of tumors and time on waiting
list) and a lower disease free survival rate after transplant. Alpha-fetoprotein (AFP),
metalloprotease 1 (MMP-1), osteopontin (OPN) and interleukin 8 (IL-8) levels
decreased after surgery. However, they increased in those patients with tumor
recurrence. In addition, a trend towards lower survival without recurrence after
transplantation was observed in those patients with higher AFP and MMP-1 pre-
transplant levels.

Therefore, our results show that CTC levels decrease after curative surgery and its
determination may have a useful clinical implication to predicting the evolution of HCC
after transplantation. AFP, MMP-1, OPN and IL-8 levels could also be useful for

monitoring response to treatment and recurrence after curative surgery in HCC.
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AASLD: American Association for the study of Liver Diseases.
AFP: Alfa-fetoproteina.

AJCC: American Joint Comitte on Cancer.

ALCH: Enolismo.

ALP: Fosfatasa Alcalina.

ALT/GPT: Alanina Aminotransferasa / Transaminasa Glutamicopiravica.
APC: Aloficocianina.

AST/GOT: Aspartato Aminotransferasa / Transaminasa Glutdmico-Oxalacética.
AUC: Area Bajo la Curva.

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer.

BT: Bilirrubina Total.

CEA: Antigeno Carcinoembrionario.

CHC: Carcinoma Hepatocelular / Hepatocarcinoma.

CKs: Citoqueratinas.

CLIP: The Cancer of the Liver Italian Program.

CRIPTO: Criptogeénica.

CSCs: Células Madre o Stem Cells Circulantes.

CTCs: Células Tumorales Circulantes.

CUPI: Chinese University Prognostic Index.

DAPI: 4°,6-diamino-2-fenilindol.

E: Especificidad.

ECLIA: Inmunoensayo de electroquimioluminiscencia.

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.

EHNA: Esteatohepatitis No Alcohdlica.

ELISA: Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas.
EMT: Transicién Epitelial Mesenquimal.

EpCAM: Molécula de Adhesién de Células Epiteliales.

FACS: Fluorescence-Activated Cell Sorting.

FAST: Fiber-Optic Array Scanning Technology.

FDA: Agencia Gubernamental de Control de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos.

FDG: 2-deoxi-2-[*®F] fluoro-D-glucosa.

Fe: Sobrecarga Férrica.
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FGF-2: Factor Bésico de Crecimiento de Fibroblastos 2.

FISH: Hibridacion In Situ Fluorescente.

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina.

GGT: Gamma Glutamil Aminotransferasa.
GLUCOG: Glucogenosis tipo I11.

GPC3: Glipicano-3.

HEMO: Hemocromatosis.

IFG’s: Factores de Crecimiento Tipo Insulinicos.
IL-6: Interleucina 6.

IL-8: Interleucina 8.

ISET: Isolation by Size of Epithelial Tumour Cells.
LDH: Lactato Deshidrogenasa.

LOES: Lesiones Ocupantes de Espacio.

ME: Matriz Extracelular.

MELD: Model for End-Stage Liver Disease.
MMP-1: Metaloproteasa 1 de Matriz.

MMPs: Metaloproteasas de Matriz.

OPN: Osteopontina.

PCR: Proteina C Reactiva.

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

PE: Ficoeritrina.

PET: Tomografia por Emision de Positrones.

RECIST: Response Evaluation Criteria in Solid Tumor.

RM: Angio-Resonancia Magnética.
RNL: Ratio Neutrofilos-Linfocitos.
ROC: Receiver Operating Characteristic.

RQ: Reseccion Quirurgica.

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Transcriptasa Inversa.

S: Sensibilidad.

SG: Supervivencia General.

SIBLING: Glicoproteinas de Unién a Pequefias Integrinas.

SLE: Supervivencia Libre de Enfermedad.
SUV: Valor Estandarizado de Captacion.

TACE: Quimioembolizacion Transarterial.
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TC: Tomografia Computarizada.

TG: Triglicéridos.

TGF-B: Factor de Crecimiento Transformante J3.
TIMPs: Inhibidores Tisulares de Metaloproteasas.
TOH: Trasplante Ortotopico Hepatico.

TP: Tiempo de Protrombina.

VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.
VEGF-C: Factor de Crecimiento Endotelial Vacular C.
VHB: Virus de la Hepatitis B.

VHC: Virus de la Hepatitis C.

VHD: Virus de la Hepatitis D.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana.
VPN: Valor Predictivo Negativo.
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1.1 HEPATOCARCINOMA

El hepatocarcinoma o carcinoma hepatocelular (CHC) constituye entre el 80-90%
del total de neoplasias ocurrentes en el higado y un 5% de todos los canceres malignos a
nivel mundial. Los Gltimos datos proporcionados por GLOBOCAN mostraron unos
782.000 nuevos casos y unas 745.000 muertes por cancer de higado en todo el mundo
en 2012, ocupando el segundo lugar entre las causas de mortalidad relacionadas con el
cancer (1). Si este tumor no es eliminado de forma completa, la enfermedad es mortal
en los primeros 3-6 meses (2,3), por lo que un diagndstico y tratamiento temprano
puede bloquear la progresion tumoral y mejorar el prondstico en estos pacientes. El
CHC suele aparecer en torno a un 90% de casos de cirrosis hepética ya establecida (4),
siendo la principal causa de muerte por cirrosis (5).

Importantes avances recientes, han permitido un diagndstico y un tratamiento precoz

de los diferentes estadios de esta patologia.

1.1.1 Epidemiologia

La incidencia del CHC esta aumentando en los ultimos afios en la mayor parte de los
paises, por lo que se considera un grave problema de salud. Este hecho ocurre de forma
paralela a un aumento de la incidencia del virus de la hepatitis C (VHC).

La incidencia del CHC presenta variaciones geograficas, debidas a factores
genéticos/raciales, factores ambientales y a diferencias geograficas de los factores de
riesgo de la enfermedad (6). Asi pues, existen zonas de elevada incidencia (>10
cas0s/100.000 habitantes) en Sudeste Asiético y Africa subsahariana, donde el virus de
la hepatitis B (VHB) presenta altas tasas de infeccion. Zonas de mediana incidencia (5-
10 casos/100.000 habitantes), en paises de la zona mediterranea y zonas de baja
incidencia (<5 caso0s/100.000 habitantes) en norte de Europa, Australia y América. En
las regiones con baja incidencia o intermedia, los principales factores de riesgo son el
alcoholismo vy la infeccion por el virus de la hepatitis C (7).

El CHC se presenta de forma mas habitual en hombres que en mujeres. Estas
diferencias se deben a la epidemiologia de los factores de riesgo y, posiblemente a un
efecto trofico ejercido por las hormonas androgénicas. La edad de aparicion ronda entre

los 60-70 afios, aunque en zonas de mayor incidencia puede aparecer incluso antes.
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1.1.2 Etiologia

Cualquier patologia hepatica que conduzca a una cirrosis, es un importante factor
de riesgo para desarrollar un CHC posterior, aunque en ocasiones no ocurre asi.

Una vez establecida la cirrosis, el riesgo de desarrollar un CHC es independiente de
la causa que la origind, y ese riesgo persiste, aunque en menor medida, a pesar de
eliminar el agente causante (6). Durante el desarrollo de cirrosis, se produce la
activacion de vias mitégenas dando lugar a poblaciones de hepatocitos displasicos como
resultado de la alteracidn de la expresidén génica. Este proceso puede tardar entre 10 y
30 afios (8). Finalmente, resultara en la aparicion de nédulos displéasicos de bajo grado o
de nddulos displasicos de alto grado (9).

A pesar de que el desarrollo del CHC se da principalmente en enfermos con
hepatopatia avanzada, existe un 10% de pacientes con CHC que Unicamente tienen
fibrosis leve cuando son diagnosticados (10).

Los principales factores de riesgo para el CHC son los siguientes (11):

1- Infeccidn cronica por VHB:

Este virus de ADN puede desarrollar enfermedad hepética llegando al estado de
cirrosis y, por tanto, de CHC, con una incidencia aproximada del 2,5% anual, aungque
también posee cierto poder oncogénico por si solo, con una incidencia del 0,5% anual
(12), ya que puede integrarse en el genoma de los hepatocitos y desarrollar CHC sin
necesidad de alcanzar el estado de cirrosis previa (este fendmeno ocurre entre el 10 y el
30% de los casos de CHC ocasionados por el VHB) (7). Por todo esto, el tiempo
transcurrido desde la infeccion del virus y la aparicion del CHC es bastante
impredecible. La infeccion por VHB se considera endémica en Asia oriental y Africa
Subsahariana, siendo la principal causa de CHC. En estas regiones, el riesgo de
desarrollar CHC es muy alto aun presentando el virus una baja replicacion, debido a la
infeccidén en edades muy tempranas, llegando a infecciones cronicas en la mayoria de
los casos (12). Esto explica la elevada incidencia de CHC en estas areas. Existen
ademas, una serie de factores de riesgo afiadidos, que hacen mas probable el desarrollo
de CHC: una carga viral elevada, la presencia de cirrosis previa a la infeccion, el sexo
masculino, la edad avanzada, antecedentes familiares de CHC, VHB genotipo C,

persistencia de la replicacion viral, coinfeccion con ciertos virus como el VHC, virus de
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hepatitis D (VHD) o inmunodeficiencia humana (VIH), exposicion a aflatoxinas y el
abuso de alcohol (6).

El tratamiento del VHB con interferén y analogos de nucleétidos reduce el riesgo
significativamente. No obstante, en los ultimos afios se ha observado una disminucion
generalizada del CHC ocasionado por el VHB debido a la implementacion de la vacuna

universal contra el mismo.

2- Infeccion croénica por VHC:

En Europa, donde la prevalencia es intermedia, el VHC constituye la causa mas
frecuente de CHC. En estas regiones el VHC infecta entre un 1 y un 2,64% de la
poblacién. De ellos, entre un 20-30% desarrollara cirrosis y entre un 3-5% CHC. De la
misma manera que el VHB, la infeccion por el VHC puede conducir a la aparicion de
CHC tras la aparicion de cirrosis previa, aunque también tiene poder oncogénico en
ausencia de cirrosis, pero se requiere al menos un estado de fibrosis avanzado (13). El
mecanismo etiopatogenico no esta del todo claro, se cree que es debido a una reaccion
inflamatoria de los hepatocitos al combatir el virus, no al efecto oncogénico del mismo.
Ademas, un incremento hepatico del hierro, aumenta el estrés oxidativo intracelular. El
CHC debido a VHC esta fuertemente asociado pues, con el grado de inflamacion y
necrosis hepatica. La proliferacion de hepatocitos poco diferenciados, la aparicion de
nodulos displésicos y finalmente del CHC, podrian ser consecuencia del rapido
recambio celular y la inflamacién persistente provocada por el virus (14). El desarrollo
de CHC como consecuencia de la infeccién por VHC habitualmente se da en estadios
avanzados de la enfermedad hepatica, con intervalo de tiempo aproximado entre la

adquisicion del virus y la aparicion de CHC de 20 a 30 afios.

3- Toxinas ambientales:

Esta es una de las principales causas de CHC en paises como Africa y Asia, donde
existen dos tipos de toxinas: la aflatoxina, micotoxina contaminante de legumbres y
cereales, y las microcistinas, toxinas producidas por algas verdes y que contaminan el

agua.

4- Enolismo:
El consumo de alcohol se relaciona con la aparicion de cirrosis y, por lo tanto, de

CHC. Ademas, el enolismo junto a la infeccién por VHB o VHC aumenta el riesgo.
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5- Esteatohepatitis no alcoholica (EHNA):

En paises industrializados es una causa potencial de CHC, con un riesgo de
desarrollar la neoplasia similar al de la cirrosis asociada a VHC (15).

Se desconoce si el riesgo de desarrollar CHC aumenta en pacientes con EHNA sin
cirrosis establecida, o en aquellos pacientes con factores de riesgo para desarrollar la
EHNA, tales como ¢l denominado “sindrome metabdlico” (obesidad, diabetes mellitus,
dislipemia, resistencia a la insulina). Tampoco se conoce si la coexistencia de estas
patologias supone un mayor riesgo de CHC en pacientes con cirrosis de otras etiologias
(16,17). Lo que si se sabe es que las condiciones incluidas dentro del denominado

“sindrome metabolico” se asocian a una mayor mortalidad relacionada con el CHC (18).

6- Cirrosis por otras causas:

Hepatopatia cronica, hemocromatosis, cirrosis biliar primaria, entre otras.

Por ultimo, el tabaco tambien aumenta el riesgo del CHC, mientras que el consumo

de café lo disminuye (19,20).

1.1.3 Manifestaciones clinicas

Habitualmente, el CHC no presenta sintomas, ya que un 60% de enfermos son
diagnosticados en estadios precoces.

Debido a que la mayoria de los casos surgen sobre una cirrosis ya establecida,
pueden aparecer sintomas tipicos de ésta, como la descompensacion.

El desarrollo de sintomas no suele producirse hasta que el tumor alcanza tamafos
entre 4,5y 8 cm (21). Los signos y sintomas mas comunes son dolor abdominal, pérdida
de peso y hepatomegalia con masas palpables. Otros sintomas mas raros son la ictericia
obstructiva, hemobilia, hemoperitoneo, dolor 6seo, disnea y fiebre (11).

En aquellos pacientes con cirrosis previamente compensada, pero que desarrollan
ascitis, sangrado digestivo por varices esofagicas y encefalopatia, se debe sospechar la
aparicion de CHC. Todas estas complicaciones suelen relacionarse con la presencia de

invasion vascular (22).
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El sangrado intraperitoneal secundario a ruptura tumoral, es una complicacién
caracteristica, definida por gran dolor y distension abdominal con una disminucion
notable del hematocrito.

Por otra parte, pueden presentarse otros signos y sintomas que son secundarios al
sindrome paraneoplésico, como hipoglucemia debida al aumento del metabolismo,
eritrocitosis por secrecion de eritropoyetina, hipercalcemia por secrecion de proteinas
relacionadas con la hormona paratiroidea 0 metastasis Oseas, sintomas cutaneos y
diarrea acuosa severa por la secrecion de péptidos (23). Por Gltimo, en ocasiones pueden
aparecer sintomas propios de los lugares en los que metastatiza (pulmén, hueso,
ganglios linféticos, suprarrenal y cerebro) (11).

1.1.4 Diagndstico

Debido a la elevada incidencia y dado el caracter asintomatico de esta neoplasia en
estadios iniciales, es fundamental la implementacion de programas de cribado y
vigilancia de pacientes de alto riesgo, en los cuales habitualmente se diagnostica este
tumor. Las guias de practica clinica, como la de la American Association for the Study
of Liver Diseases (AASLD) (24) y la guia Europea (25), aconsejan la realizacion de
ecografias semestrales en pacientes que, presentando alto riesgo de desarrollo de tumor,
podran recibir tratamiento adecuado en caso de ser diagnosticados. La ecografia ofrece
una muy buena relacion coste-beneficio, ya que es econdmica, sin riesgos de radiacion y
con una sensibilidad y especificidad aceptables (26).

La determinacion seroldgica de alfa-fetoproteina (AFP), también ha sido utilizada
en los estudios de cribado, con un punto de corte de 10-20 ng/mL. Sin embargo, los
valores de sensibilidad y especificidad son muy bajos. Por ello, las principales guias
desaconsejan su uso (24,25,27).

Los pacientes de alto riesgo de CHC en los que estan indicados los programas de
cribado, son los siguientes (24):

v’ Pacientes con cirrosis, independientemente de la etiologia.

Cirroticos portadores del VHB.
Cirroticos portadores del VHC.
Cirrosis biliar primaria estadio 4.

Cirrosis por hemocromatosis genética.

7
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Cirrosis por déficit de alfa-1-antitripsina.
Cirrosis debido a otras causas.
v’ Pacientes caucasicos sin cirrosis, portadores del VHB inactivo, en los que
ademas presentan factores de riesgo que aumentan la incidencia de CHC:
Edad avanzada.
Replicacion viral persistente.
Coinfeccion con VHC o VIH.
Otras enfermedades hepéticas asociadas.
Historia familiar de CHC.

v’ Pacientes caucasicos con infeccion activa por VHB (carga viral elevada y/o
transaminasas elevadas), en ausencia de cirrosis.

v Pacientes de Asia oriental o Africa Subsahariana infectados por VHB:

Varones asiaticos portadores del VHB >40 afios.
Mujeres asiaticas portadoras del VHB >50 afos.
Africanos portadores del VHB de cualquier edad.
En estas areas geogréficas, es importante un cribado precoz, ya que la infeccion
es endémica, por lo que desarrollan CHC en edades méas tempranas.

v Pacientes infectados por VHB y VHC en tratamiento, aunque sufran
seroconversion o erradicacion de la infeccion, siempre y cuando fueran
candidatos al cribado antes de la terapia.

v' Pacientes en lista de espera de trasplante ortotopico hepatico (TOH), para
deteccidn de tumores de pequefio tamafio susceptibles al tratamiento, como de
tumores demasiado grandes que excluyan al paciente de la recepcion de un
nuevo Organo.

Se cree que el cribado puede ser beneficioso también, pero con evidencia menos

clara en los siguientes casos:

v’ Pacientes portadores del VHB <40 afios (varones) o <50 afios (mujeres).

v’ Pacientes con infeccion por el VHC con fibrosis estadio 3.

v" Pacientes afectos de EHNA.

Tras una prueba de cribado positiva, el diagndstico definitivo se lleva a cabo de
forma no invasiva, mediante el empleo de pruebas de imagen dindmicas. Estas son
principalmente la tomografia computarizada (TC) cuatrifasica y la angio-resonancia
magnética (RM) (24).
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1-TC abdominal: con una sensibilidad del 68% y especificidad del 93% (28), permite el
diagndstico de lesiones de >2cm de tamafio.

2- RM abdominal: con una sensibilidad del 81% y una E del 85% (28). Tiene la ventaja
de no requerir contraste nefrotoxico.

Otras técnicas de imagen menos empleadas para el diagndstico son, la angiografia,
la gammagrafia y la tomografia por emision de positrones (PET). EI PET-TC combina
la tomografia de emision de positrones con la tomografia computarizada. En esta
técnica se usa la 2-deoxi-2-[*®F]fluoro-D-glucosa (FDG), un marcador en muchos
canceres, segun su captacion por el tejido tumoral, que va a depender de la actividad
proliferativa del tejido maligno y del nimero de células tumorales viables (29). Con el
PET se mide la concentracién de radioactividad in vivo, que sera proporcional a la
concentracion de FDG. No obstante, interesa la captacion relativa de FDG. Esto es
debido a que existen dos importantes fuentes de variacion en la captacion de FDG: la
cantidad de FDG inyectada y el tamafio del paciente. Por ello, cominmente se emplea el
Valor Estandarizado de Captacion (SUV) (30), que mide la cantidad relativa de
captacion de FDG, en funcion de la cantidad de FDG inyectada y el peso del paciente,
lo que facilita la comparacion de estos valores entre pacientes. Presenta una baja
sensibilidad para el diagndstico (55-65%), con muchos falsos positivos y negativos.
Existen valores de SUV elevados en tejidos inflamatorios no tumorales y a la inversa,
tejidos tumorales con una minima captacion. Es empleado sobre todo para la deteccion
de metastasis a distancia (11).

Ademas de las técnicas de imagen, son empleados los marcadores serologicos, que
complementan al diagnostico. Dentro de este grupo, el biomarcador tumoral mas
empleado es la AFP (31). Descubierta por primera vez en 1956 (32), se trata de una
glicoproteina sintetizada principalmente en el higado fetal. Sus niveles se encuentran
elevados en neonatos, descendiendo progresivamente hasta alcanzar valores <10 ng/mL
dentro del primer afio de vida. Los valores elevados en el adulto estan ligados a
embarazo, mucoviscidosis, a la presencia de tumores germinales gonadales y otros
canceres (gastrointestinal, pancreatico, biliar), hepatopatia (cirrosis, hepatitis aguda o
cronica) o CHC. La concentracion sérica de 20 ng/mL de este marcador junto a pruebas
de imagen (33,34), suele ser el punto de corte universalmente utilizado para el
diagndstico del CHC. Sin embargo, la sensibilidad para su diagndstico es bastante baja,
oscilando entre el 50-70% (35,36), descendiendo al 22% cuando el punto de corte

empleado es 200 ng/mL (37-41). Sus niveles pueden estar elevados en otras situaciones
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no cancerosas como enfermedad hepatica crénica e infeccion por VHC (42,43),
presentando sobre todo un valor predictivo negativo (VPN) elevado (98%). Ademas,
muchos pacientes con CHC presentan pequefas elevaciones de AFP, mientras que el
80% de CHC de pequefio tamafio (<2cm) no expresan AFP. Por ello, en la actualidad su
uso se ha limitado Unicamente a establecer el prondstico del CHC, considerandose un
factor de recurrencia de la enfermedad (44,45). Su concentracion no se correlaciona con
el estadio ni el grado de malignidad del tumor, sin embargo, si se ha visto que
correlaciona con el tamafio y extensién tumoral en alrededor del 60% de tumores <5 cm
y del 77% de tumores >5 cm.

Otro marcador tumoral empleado para el seguimiento de CHC es el Antigeno
Carcinoembrionario (CEA). Es una glicoproteina de elevado peso molecular (180 kDa),
cuya funcién fisiologica es desconocida, si bien se considera que podria estar
relacionada con mecanismos de reconocimiento celular o en los mecanismos de
adhesion, debido a su semejanza con las inmunoglobulinas. CEA es el marcador
tumoral mas ampliamente utilizado, pudiendo detectarse incrementos en numerosos
adenocarcinomas gastrointestinales (colorrectal, gastrico, pancreatico, esofagico y
hepatico), de mama y otros. Sin embargo, tiene un valor limitado para el diagndstico
inicial de la enfermedad. Las concentraciones séricas consideradas como normales son
inferiores a 5 ng/mL. Este marcador tiene elevada especificidad, ya que, aunque se
pueden encontrar valores elevados en otras situaciones benignas, los incrementos no son
superiores a 25 ng/mL. En la actualidad, se considera que la mayor utilidad clinica del
CEA reside en el seguimiento del curso clinico de la enfermedad de cara a la prediccion
de recurrencia tumoral, principalmente la hepatica y la retroperitoneal.

Los criterios de diagndstico no invasivo han supuesto un gran avance en el
diagnostico del CHC. No obstante, el diagndstico tambiéen puede realizarse mediante
otras técnicas invasivas como la biopsia y el estudio histoldgico. Sin embargo, la
biopsia de nddulos hepéticos en presencia de cirrosis no es un proceso facil. Se plantean
complicaciones tales como, dificil acceso percutaneo, presencia de ascitis, coagulopatia
por la enfermedad hepatica de base, dificil visualizacion de los pequefios nédulos por
ecografia, etc, dificultando todo ello la extraccidén de una muestra significativa. Ademas,
la biopsia, al ser un procedimiento invasivo, puede presentar otras complicaciones
graves, aungue muy poco frecuentes como el sangrado y la diseminacion del tumor.

En los altimos afios, ha cobrado importancia la determinaciéon de microRNA

plasmatico como ayuda para establecer un diagndstico precoz (46).
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1.1.4.1 Programas de cribado de CHC

En los programas de cribado mediante ecografia, si se observan nédulos <lcm, se
aconseja un seguimiento ecogréfico cada 3-6 meses, debido a que es poco probable su
naturaleza maligna y a que su caracterizacion mediante estudios radiolégicos y biopsia
es un proceso complejo debido a su pequefio tamafio. En el caso de que estos nddulos
sufran cambios o crezcan, se realizaran pruebas de imagen complementarias (figura 1).

Cuando las lesiones observadas durante el cribado ecografico sean >1lcm, se
recomienda pruebas de imagen dindmicas complementarias para el diagndstico de CHC.

El diagnostico de CHC, segun la guia de la AASLD, se basa en la observacion de
una lesién de entre 1-2cm de didmetro con patron vascular tipico en al menos una
técnica de imagen, o bien mediante diagnostico histologico en los pacientes que no
cumplen el criterio anterior (24).

Se define “patron vascular tipico”, como una intensa captacion de contraste
(hiperintensidad) en fase arterial seguida de lavado rapido del contraste (hipointensidad)
en fase venosa portal o en fase tardia (“washout”) en las pruebas de imagen. Este patron
es especifico del CHC y permite su diagnostico en nodulos de tan solo 1-2 cm (47-49).
Este fendmeno es debido a que el CHC esta irrigado solo por ramas de la arteria
hepatica, a diferencia del resto del parénquima hepatico que tiene un aporte mixto
(arteria hepatica y vena porta). Asi que, cuando se aplica el contraste en fase arterial, la
captacion serd mas intensa en el tumor, y el tejido hepéatico sano tendrd una menor
captacion porque la sangre estara mezclada con la que recibe de la porta carente de
contraste. Cuando se aplica el contraste en fase portal, el tejido tumoral sera hipointenso
con respecto al resto del parénguima debido a que el contraste solo alcanza las ramas
portales que irrigan el parénquima hepatico normal.

Si las lesiones presentan un patron vascular atipico, se confirmara el diagndstico
histolégicamente por biopsia. Si ésta resulta negativa, se realizara un control periédico

cada 3-6 meses mediante pruebas de imagen o repeticion de biopsia (figura 1).
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Figura 1. Algoritmo diagnostico del CHC recomendado por la American Associaton for the
Study of Liver Diseases (AASLD). Adaptada de Bruix J. y cols., 2011 (24).

La prevalencia de lesiones metastasicas en el momento del diagndstico es baja, por
lo que no se recomienda estudiar de forma rutinaria al paciente para la busqueda de
enfermedad tumoral extrahepatica. Sin embargo, en tumores de gran tamafio (>5cm) o
en aquellos con invasidn vascular, la probabilidad de extension a distancia es mas

elevada, por lo que es necesario completar el estudio mediante TC toracico, de abdomen

y pelvis, junto a gammagrafia dsea.

1.1.4.2 Otras pruebas de valoracion de la funcién hepéatica en CHC

Una serie de determinaciones de laboratorio se emplean para el seguimiento de la

evolucidn de la enfermedad en pacientes con CHC. Entre estas pruebas encontramos:

- Enzimas hepaticas: son los indicadores mas sensibles de dafio hepatico.

Aspartato aminotransferasa (AST) o transaminasa glutamico-oxalacética (GOT),
alanina aminotransferasa (ALT) o transaminasa glutamicopiravica (GPT) y
lactato deshidrogenasa (LDH). La GPT es el indicador mas sensible y especifico

de dafio hepatocelular.
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Indicadores de obstruccién biliar: fosfatasa alcalina (ALP), gamma glutamil

aminotransferasa (GGT), bilirrubina y colesterol. La prueba méas importante es la
bilirrubina. Se ha visto que la gamma glutamil aminotransferasa, aumenta su
actividad en tejidos con CHC (50). Presenta una sensibilidad del 74% en la
deteccion de CHC y una sensibilidad del 43,8% en la deteccion de CHC de
pequefio tamafio (51).

Indicadores de la funcién hepatica: bilirrubina, albimina, tiempo de protrombina

(TP). La albumina es un buen indicador de enfermedad cronica.
Marcadores de inflamacion: proteina C reactiva (PCR), ratio neutréfilos-

linfocitos (RNL). Un elevado RNL se ha asociado a un peor pronostico en varios
tipos de cancer, como el colorrectal, el pancreatico y el colangiocarcinoma (52-
54). EI RNL pre-trasplante es un parametro predictor del prondstico tras la
cirugia en el CHC (55,56). Se ha visto que los pacientes trasplantados por CHC
con valores RNL>4 pre-trasplante, presentan menores tasas de supervivencia
general (SG) y supervivencia libre de enfermedad (SLE) al afio, a los tres y a los
cinco afos tras el trasplante en comparacion con aquellos que presentan un
RNL<4 (56). Estos resultados sugieren que el RNL podria ser un buen marcador
de recurrencia temprana tras el trasplante y ser un nuevo criterio de seleccion
para candidatos al trasplante por CHC.

Otros marcadores: triglicéridos (TG), ferritina, recuento de plaquetas y glucosa.

1.1.5 Pronostico

De forma general, la mediana de supervivencia de los pacientes en el momento del

diagnodstico oscila entre 6 y 20 meses (57). El prondstico de estos enfermos es muy
dificil de establecer. Se sabe que el tumoral en el momento del diagndstico no es un
buen predictor de la evolucion de la enfermedad, ya que se ha descrito que estos
tumores pueden tardar en duplicar su tamafio una mediana de tiempo de entre 1 a 20
meses. Ademas, en algunos enfermos la tasa de crecimiento es estable, mientras que en
otros, crece de forma exponencial o incluso reducen su tamafio (58).

Varios estudios demuestran que AFP puede ser un buen marcador para establecer el
pronostico en estos pacientes. Se ha visto que valores >400 ng/mL en pacientes

trasplantados, presentan una mayor probabilidad de recidiva (59). Otros, indican que
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concentraciones >1000 ng/mL se asocian a una mayor incidencia de invasion vascular

tumoral, y por lo tanto, a un peor prondstico (60).

1.1.6 Prevencion

Existen dos niveles diferentes de prevencion:

Prevencion primaria: consiste en evitar la adquisicion de los factores de riesgo (VHB,

VHC, consumo de alcohol y EHNA) mediante campafias de prevencién y vacunacion
(vacuna para el VHB a todos los recién nacidos e inmunodeprimidos en riesgo de
exposicion) (61).

Prevencion secundaria: consiste en administrar tratamiento antiviral, para el control del

VHB o erradicacion del VHC, en aquellas personas que hayan adquirido una infeccion
cronica por estos virus, reduciendo de forma importante el riesgo de aparicion de CHC,
junto a programas de vigilancia o cribado (62,63).

1.1.7 Estadificacion

En hepatopatias en las que se encuentran en fase de cirrosis, el sistema Child Pugh,
es el mas usado para clasificar el grado de disfuncion hepatica (64). Se trata de un
modelo iniciado en el afio 1964 por Child y Turcotte (65) y modificado posteriormente
por Pugh en el afio 1972 (66). Es un score que presenta un facil manejo clinico y
constituye un valor prondéstico de severidad de la hepatopatia. Se realiza de acuerdo al
grado de ascitis, las concentraciones plasmaticas de bilirrubina y albimina, el TP y el
grado de encefalopatia (tabla 1). Una puntuacion total de 5-6 es considerada grado A
(enfermedad bien compensada); 7-9 es grado B (compromiso funcional significativo); y
10-15 es grado C (enfermedad descompensada). Estos grados se correlacionan con una

sobrevida del paciente al afio y a los 2 afios (tabla 2).
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Tabla 1. Escala de Child-Pugh. Pugh y cols., 1973 (66).

Parametros Puntos asignados
1 2 3
Ascitis Ausente Leve Moderada
Bilirrubina (mg/dL) <[=2 2-3 >3
Albimina (g/dL) >3,5 2,8-35 <2,8
TP
e  Segundos 1-3 4-6 >6
e INR <18 1,8-2,3 >2,3
Encefalopatia No Grado 1-2 Grado 3-4

Tabla 2. Porcentaje de sobrevida asociado a cada grado de la escala Child-Pugh. Adaptada de Mejide,
HM. (64).

Grado Supervivencia al afio (%) Supervivencia a 2 afios (%)
A 100 85
B 80 60
C 45 35

En cuanto a la estadificacion del CHC, ésta sirve para predecir el prondstico de la
enfermedad tumoral, clasificar a los pacientes segin su pronostico y elegir un
tratamiento adecuado.

Existen principalmente tres sistemas de estadificacion: el sistema TNM segin AJCC
(American Joint Comitte on Cancer), el sistema BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer)
y el sistema CLIP (The Cancer of the Liver Italian Program). Otros sistemas de
clasificaciébn menos empledados son, el sistema Okuda (67), el sistema Francés (68), y
sistema CUPI (Chinese University Prognostic Index) (69), todos ellos con limitaciones
en cuanto a la capacidad pronostica de pacientes con estadios tempranos de CHC.

El sistema de estadificacion segin TNM clasifica a los enfermos en 7 estadios (I, Il,
A, B, IIC, IVAy IVB), en funcién de la presencia o ausencia de invasion vascular,
nimero de nddulos tumorales (Gnico o multiples), tamafio de los ndédulos (>5 cm o <5
cm), y presencia de metastasis en ganglios regionales o a distancia (tabla 3). La
Asociacion Americana Hepato-Pancreato-Biliar recomienda el uso de este sistema para

predecir la supervivencia de los pacientes subsidiarios de tratamento quirargico (70).
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Tabla 3. Sistema TNM segn American Joint Comitte on Cancer, para estadificacion del CHC. Edge SB.

y cols. 2010 (71).

Tumor primario (T)

X
TO
T1
T2
T3a
T3b
T4

Tumor primario que no puede ser verificado

Sin evidencia de tumor primario

Tumor solitario sin invasion vascular

Tumor solitario con invasion vascular, o tumores multiples ninguno mayor de 5 cm

Multiples lesiones mayores de 5 cm

Cualquier lesion que afecta a una rama principal portal o de la vena hepatica

Tumores con invasion directa de 6rganos adyacentes, diferente a la vesicula biliar o invadiendo

el peritoneo visceral

Ganglios linfaticos regionales (N)

NX
NO
N1

Los ganglios linféaticos regionales no pueden ser verificados
Sin metastasis a ganglios linfaticos regionales

Metéstasis a ganglios linfaticos regionales

Metéstasis a distancia (M)

MO

M1
Estadios
Estadio |
Estadio Il
Estadio 1A
Estadio 11IB
Estadio 11IC
Estadio IVA
Estadio IVB

Sin metastasis a distancia

Metastasis a distancia

T1 NO MO
T2 NO MO
T3a NO MO
T3b NO MO
T4 NO MO
Cualquier T N1 MO
Cualquier T Cualquier N M1

El sistema de estadificacion CLIP se usa para predecir la supervivencia de pacientes

con CHC avanzado (72), en funcién de la puntuacién Child-Pugh, namero de nodulos

tumorales, niveles de AFP sérica y presencia o ausencia de invasion portal (tabla 4).
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Tabla 4. Sistema CLIP para estadificacion del CHC (73).

Variable Puntuacion
Estadio Child-Pugh

A 0
B 1
C 2
Morfologia tumoral

Uninodular y extension <50% 0
Multinodular y extension <50% 1
Masivo o extension >50% 2
AFP

<400 ng/dL 0
>400 ng/dL 1
Trombosis de la vena porta

No 0
Si 1

El sistema de estadificacion ampliamente aceptado es el sistema BCLC (figura 2).
Este integra como variables pronosticas el tamafio tumoral y ndmero de tumores, la
disfuncién hepatica subyacente (escala Child-Pugh) y la calidad de vida del enfermo.
Esta ultima se estima con la escala funcional desarrollada por el Eastern Cooperative
Oncology Group (ECOG) en 1960 (74), que permite clasificar a los pacientes en 5
estadios dependiendo de su capacidad fisica (tabla 5). El sistema BCLC es el Unico
sistema de estadificacion que vincula cada grupo prondstico con una recomendacion
terapéutica (75,76). Ademas, esta considerado como el sistema que estadifica con una
mayor precision a aquellos pacientes con enfermedad avanzada que no pueden ser

sometidos a reseccidn hepatica o trasplante (70).
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v
Estadio O
Child A: PS 0
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¥

Estadio A-C

Okuda 1-2, Chil A-B, PS 0-2

y

Okuda 3, Child C, PS >2

Estadio D

]

Il
Y

L 4

Estadio muy inicial 0
Unico <2 cm

Estadio inicial A
Unico o 3 nédulos

Estadio intermedio
B

Estadio avanzado C
Invasion portal, N1,

A 4

Estadio terminal

Carcinoma in situ <3cemPS 0 Multinodular, PS 0 M1,PS1-2 L
3 nodulos de 3 cm
Presion portal
Bilirrubina
I Normal |4'|L| Aumentada H Enfermedades asociadas I
No Si
v v
v

v L 4 h 4 Sorefenib Tratamiento
I Reseccion I I Trasplante hepatico | I IPE/RF I I Quimioembolizacién l Nuevos agentes sintomatico
I Tratamientos paliativos (30%) I Tratamiento

Tratamientos curativos (40%)
Supervivencia a los § anos: 50-70%

sintomatico (30%)

Supervivenvia
mediana: 20 meses

Supervivenvia
mediana: 11 meses

Supervivencia al
ano (10%)

Figura 2. Sistema de estadificacion del CHC segin BCLC. CHC: hepatocarcinoma; IPE: inyeccion
percutanea de etanol; PS: performance status “capacidad funcional del paciente”; RF: radiofrecuencia;
SPV: supervivencia. Adaptada de Forner A. y cols., 2010 (75).

Tabla 5. Escala funcional ECOG. Zubrod y cols., 1960 (74).

Estadio
funcional
0

1
2
3
4
5

Definicién

Sin restricciones

Limitacién de actividad intensa; capacidad de realizar trabajo ligero

Capaz del autocuidado pero incapaz de trabajar; se levanta >50% del tiempo

Limitado para el autocuidado; confinado a cama o sillén >50% del tiempo

Completamente dependiente; vida en cama o en sillon todo el tiempo

Exitus

Recientemente, existen avances importantes en el campo de la biologia molecular del

CHC, lo que en un futuro nos permitira reconocer patrones genéticos especificos que

permitan a su vez establecer un prondéstico de la enfermedad, asi como la eleccién de

tratamientos mas dirigidos.
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1.1.8 Tratamiento

Las opciones terapéuticas van a depender de la gravedad de la hepatopatia (11). En
los estadios iniciales de la enfermedad, se aplican tratamientos considerados como
curativos, y son: la reseccién quirtrgica tumoral (RQ), el TOH y la intervencion
ablativa percutanea por radiofrecuencia o inyeccion de alcohol (24,76).

El TOH se considera el tratamiento ideal en el CHC en estadio precoz, ya que no
solo resuelve el problema tumoral sino también la cirrosis hepatica sobre la que asienta
el tumor. Este estd indicado UGnicamente en pacientes no candidatos a reseccion que
cumplen unos criterios de seleccion establecidos en los afios 90, denominados Criterios
de Milan (77):

a) Tumor tGnico <5 cm

b) Tres tumores, ninguno mayor de 3 cm.

¢) Sin invasion vascular.

d) Sin metastasis ganglionares ni a distancia.

Aplicando estos criterios de seleccion para el TOH, el pronostico es similar al de
pacientes cirroticos trasplantados por causas benignas, con tasas de supervivencia
constatadas de >70% a los 5 afios y tasas de recurrencias de >15% (78). El prondstico
tras el trasplante se determina usando caracteristicas clinicopatologicas tras la
examinacion de la pieza, como la presencia de invasion vascular, tamafio tumoral,
namero de tumores y grado de diferenciacion histologica segin Edmonson y Steiner
(79,80).

En algunas situaciones, no se cumplen estrictamente los criterios de Milan. Estas
excepciones son debidas a que los criterios de Milan fueron definidos a partir de
ensayos con pacientes con CHC debido al VHC vy, por lo tanto, un peor prondstico que
otros pacientes con VHB, otras hepatopatias, o pacientes con CHC no cirréticos. No
obstante, la inclusion en lista de espera de un enfermo en estas situaciones nunca debe
suponer un mayor tiempo de espera que para otro que si cumple los criterios de Milan
(81).

Las desventajas del TOH son la escasez de donantes y, por lo tanto, el tiempo en
lista de espera, durante el cual la enfermedad puede progresar (10-20% de los casos),
dejando de ser el paciente subsidiario al trasplante, y obligando a la exclusion de la lista.

Para afrontar este problema, existen diferentes estrategias:
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v' Aumento del nimero de donantes: mediante la practica del denominado
“trasplante domind” o el trasplante de donante vivo. Esta tltima estrategia es
limitada en la practica debido a la morbimortalidad del donante, a las
complicaciones biliares y a la mayor probabilidad de recurrencia del VHC en
el injerto de donante vivo.

v' Tratamiento del CHC en lista de espera de trasplante: se aplica un
tratamiento locorregional con quimioembolizacion transarterial (TACE) o
ablacion percutdnea por radiofrecuencia, recomendados si el tiempo de
espera excede los 6 meses (82).

v’ Sistemas de priorizacién: existe un sistema de priorizacion para el TOH,
basado en la gravedad de la hepatopatia, denominado Model for End-Stage
Liver Disease (MELD). Este sistema es un modelo matematico de prediccion
de la supervivencia a los 3 meses de una persona con enfermedad hepatica
cronica, basado en valores de bilirrubina, INR y creatinina sérica (83). Este
sistema presenta mayor precision y objetividad que la escala Child-Pugh
(84). Va de 6 a 40. A mayor puntuacion, peor pronostico, por lo tanto mayor

prioridad para recibir el 6rgano (84).

Existe una proporcion de pacientes que se podrian beneficiar del TOH y son
excluidos por no cumplir los criterios de Milan. En este tipo de pacientes, en ocasiones
se da el denominado “down-staging”, que consiste en tratar el tumor que inicialmente
excede los limites de Milan, consiguiendo una respuesta parcial, y permaneciendo
dentro de los criterios de Milan al menos durante 6 meses (76). Este fendmeno indicaria
la presencia de un tumor de mayor benignidad y, por lo tanto, podrian beneficiarse del
TOH.

En cuanto a los tratamientos paliativos, estos pretenden detener la progresion de la
enfermedad, y con ello aumentar la supervivencia. Dentro de este grupo encontramos la
TACE, el Unico tratamiento paliativo que ha demostrado ser beneficioso en términos de
supervivencia para los pacientes con CHC en estadio intermedio (82). Consiste en la
embolizacion supraselectiva de la vascularizacion arterial tumoral que suele ser
predominante en el CHC, junto a la aplicaciéon de quimioterapia local. Esta indicada en
(11): a) CHC de gran tamafio no candidatos a cirugia (CHC en estadio intermedio o

estadio B de la clasificacion BCLC); b) tratamiento puente en pacientes a la espera de
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un TOH; c) para reducir la estadificacion del CHC y cumplir los criterios de trasplante;
d) previa a la reseccion, para aumentar la supervivencia en pacientes con cirrosis severa.

El procedimiento debe ser lo mas selectivo posible, con el fin de preservar las zonas
sanas del parénquima hepatico. Se inyecta un agente quimioterdpico (adriamicina y
cisplatino son los mas frecuentes (85)) mezclado con un medio de transporte (lipiodol)
que es retenido selectivamente dentro del tumor. Inmediatamente después de la
administracion del farmaco, se obstruye el flujo arterial con sustancias embolizantes,
como el alcohol de polivinilo. Con este procedimiento se consigue una maxima
concentracion del farmaco en el tumor con una minima concentracion sistémica de éste,
junto a una oclusion de los vasos que nutren al tumor. La tasa de respuesta radiolégica
que se consigue con la TACE llega hasta un 60%, y menos de un 2% de los pacientes
consiguen una respuesta completa. Esto es debido a que el tejido tumoral recupera la
irrigacion y continua creciendo, por lo que es necesaria la repeticion de este tratamiento
para conseguir beneficio (82,86,87).

En los dltimos afios, se ha comenzado a introducir un nuevo sistema denominado
DEB (“drug eluting beads”)-TACE. Consiste en la utilizacion de esferas de alcohol de
polivinilo cargadas de adriamicina. Esta nueva variante permite una mayor
concentracion junto a la liberacion gradual del agente quimioterapico, disminuyendo la
aparicion de efectos adversos (88-90), aumentando la tolerancia y consiguiendo un
mayor porcentaje de necrosis tumoral post-tratamiento (89,91), alcanzando respuestas
radiologicas cercanas al 80%.

De forma mas reciente, se han desarrollado otros tratamientos locorregionales,
destacando la radioembolizacion mediante esferas con radioisotopos como el Ytrio-90.

La gquimioterapia como opcion terapéutica, no ha mostrado ser eficaz, ya que el
CHC parece ser poco sensible a ésta debido, probablemente, a la elevada expresion de
genes resistentes (11). Ademas, por lo general, los pacientes son de edad avanzada que,
junto a la hepatopatia de base, son poco tolerantes a las drogas quimioterapicas. Sélo el
Sorafenib, un inhibidor multiquinasa de bajo peso molecular, se considera un
tratamiento de eleccion en el CHC avanzado, mostrando los mejores resultados hasta el
momento (47).

La evaluacién de la respuesta al tratamiento del CHC es un aspecto clave para la
prediccion de la supervivencia. Para ello se recomienda monitorizar al paciente a través
de pruebas de imagen (TC o RM) y AFP cada 6 a 12 meses (92). La elevacion de AFP

puede utilizarse como marcador de recidiva.
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Los criterios ampliamente utilizados para evaluar de forma objetiva la respuesta a
los tratamientos oncoldgicos, son los denominados criterios RECIST (Response
evaluation criteria in solid tumor). Se basa en las medidas de la lesion pre y
postratamiento, para evaluar una posible persistencia o recidiva de la enfermedad. Sin
embargo, estos criterios no son Utiles en el CHC, ya que no tienen en cuenta la cuantia
de necrosis tras los tratamientos locales, infraestimando la respuesta tumoral
radioldgica. En el CHC, se emplean los criterios “RECIST modificados”. En estos
criterios se tiene en cuenta el tamafio de los didmetros de tumor viable antes y después

del tratamiento, aproximandose més a la respuesta radioldgica real (tabla 6) (93).

Tabla 6. Criterios RECIST modificados para la evaluacion de la respuesta tumoral radioldgica en el
CHC. Adaptada de Lencioni, R. y cols., 2010 (93).

Criterios RECIST modificados

Respuesta completa Ausencia completa de captacion de contraste en todas las lesiones diana.

Respuesta parcial Disminucion del >30% en la suma de los diametros de las lesiones diana viables,
tomando como referencia la suma de los didmetros en la exploracion basal de las
lesiones diana.

Progresion Aumento >20% en la suma de los diametros de las areas con actividad tumoral de las
lesiones diana tomando como referencia el diametro menor del &rea de captacion basal
previa al tratamiento.

Cualquier lesion de nueva aparicion >10mm con patrdn tipico radiolégico de CHC o
con crecimiento progresivo en sucesivas exploraciones.

Enfermedad estable Lesiones que no cumplen criterios de respuesta parcial ni de progresion.
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1.2 CELULAS TUMORALES CIRCULANTES

Las células tumorales circulantes (CTCs) se describieron por primera vez por
Asworth en 1869 en pacientes con cancer (94). A partir de este descubrimiento, durante
mucho tiempo se creyd, que estas células eran las responsables de la progresion de la
enfermedad tumoral y de la aparicion de las metéstasis a distancia. Pero no se pudo
establecer su verdadero significado biolégico debido a su escasez en nimero y a la
inexistencia de técnicas adecuadas para su aislamiento e identificacion en aquel
momento.

En los dltimos afios se ha profundizado en la investigacion de estas células
tumorales (95). Gracias al desarrollo de nuevas tecnologias, se ha descubierto que las
CTCs poseen alteraciones genéticas caracteristicas que son tipicas de células
neoplasicas, y que su presencia en muy rara en sangre periférica de personas sanas (96).
Estas células proceden de un carcinoma primario o metastasico y migran en el sistema
circulatorio ocasionando procesos metastasicos (97). Pueden estar presentes en sangre
periférica incluso antes de que el tumor sea clinicamente detectado (96). El principal
destino de estas células son los ganglios linfaticos, médula Osea, sangre periférica, y

finalmente 6rganos distantes (figura 3).
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Figura 3. CTCs y su diseminacion a partir del tumor primario. Las CTCs alcanzan el torrente
sanguineo siendo capaces de sobrevivir durante largos periodos de tiempo hasta que invaden
organos distantes, dando lugar a metastasis.
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Las CTCs y las micrometastasis que ocasionan, pueden permanecer en estado
latente durante muchos afios, incluso después de la eliminacion del tumor primario,
dando lugar finalmente a la aparicion de metéastasis (98).

La mayoria de las células cancerosas que se diseminan a partir de la lesion primaria
en la circulacion sanguinea son eliminadas por las células inmunitarias (97). Se estima
que, diariamente, pueden desprenderse 1 millon de CTCs por cada gramo de tejido
tumoral (99). No obstante, s6lo 1 de cada 10°-10° CTCs presentes en la circulacion
sanguinea pueden alcanzar otros tejidos, y s6lo un pequefio porcentaje de éstas ultimas,
desarrollara metéstasis (100).

Asi pues, la evaluacién de las CTCs no s6lo nos proporcionan informacion sobre la
biologia del tumor y la diseminacion de éste, sino que se consideran biomarcadores
emergentes del proceso metastasico, proporcionandonos una biopsia liquida a tiempo
real que podria sustituir a la biopsia tradicional (101-104). La determinacién del namero
de CTCs y su caracterizacion en pacientes con cancer promete ser de gran ayuda para
identificar a pacientes con riesgo de recaidas, estratificar a los pacientes para recibir
terapias adyuvantes especificas y para monitorizar el tratamiento (101-103). La
disminucion o desaparicion de las CTCs puede indicar una respuesta favorable al
tratamiento. Por el contrario, la persistencia de CTCs, puede sugerir la resistencia al
tratamiento y la erradicacion incompleta de las células cancerosas, aungque el tumor
metastasico no haya sido clinicamente detectado.

Las CTCs se han correlacionado con parametros tales como, la SLE y la SG, en
pacientes con cancer de mama, colorrectal y prostata metastatizante. En estudios
realizados en pacientes con cancer de mama, se observd que pacientes con <5 CTCs
/7,5 mL en sangre periférica, tenian mayor SLE y SG que pacientes con >5 CTCs/7,5
mL (105,106). Los mismos resultados se obtuvieron en cancer de prdstata metastasico
(107,108). En céancer colorrectal metastasico, un valor de >3 CTCs/7,5 mL en sangre,
en cualquier fase de la enfermedad, se asocio a un mal prondstico, con SLE y SG mas
corta (107,109,110). La deteccion de CTCs ha sido demostrada, ademas, en otros
canceres, como en:

- Céncer pancredatico: en un estudio se detectaron niveles >1 CTC/7,5mL en

aproximadamente el 50% de todos los pacientes con cancer de pancreas (111).
En otro estudio, se detecté 4 CTCs/7,5mL en un paciente con una masa
pancreatica que posteriormente resultd ser un carcinoma (112), por lo que se

concluy6 que las CTCs podrian tener un valor diagndstico en cancer pancreatico.
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Cancer géstrico: estudios demuestran que las tasas de recuperacion de CTCs (>2
CTC/7,5mL) son mayores en pacientes con metastasis que sin metastasis (113).
Cancer de esofago: se ha visto que niveles de >2 CTCs/7,5mL se asocian a un
mal pronostico y a diseminacion tumoral (113,114).

Cancer neuroendocrino: se ha visto que la deteccion de CTCs se asocia con la
progresion de la enfermedad tumoral (115).

Cancer de pulmoén: Hofman y cols., asociaron niveles elevados de CTCs con una
corta supervivencia (116). En otro estudio, se puso de manifiesto que los
pacientes metastasicos presentaban niveles mayores de CTCs que los que no
presentaban metastasis a distancia (117). Ademas, las CTCs parecen estar mas
elevadas en pacientes con cancer de pulmon en estadios avanzados, y sus niveles
parecen disminuir tras la administracion del tratamiento quimioterapico (118).
Dorsey y cols. (119) concluyeron que las CTCs se consideraban una “biopsia a
tiempo real”, permitiendo una monitorizaciéon de la progresion tumoral, con
elevado valor prondstico de recurrencia.

Cancer de vejiga, entre otros. En un estudio se vio que las CTCs estaban
presentes en el 100% de pacientes con enfermedad metastasica y podrian ser una
importante herramienta en la monitorizacion del tratamiento quimioterapico en
pacientes con cancer de vejiga avanzado, asociandose la presencia de estas con

una baja supervivencia libre de enfermedad (120).

Varios estudios han demostrado, ademas, que la cuantificacion de CTCs en

pacientes con cancer antes de una intervencion quirdrgica presenta mejor valor

predictivo de recurrencia, que los niveles de CTCs tras la cirugia (113,121).

Asi pues, la importancia de la deteccidn, determinacidén y caracterizacion de las

CTGCs, recae en:

o

Establecer el prondstico en tumores sélidos (en términos de SLE y SG) y vigilar
la recurrencia de la enfermedad.
Vigilar la diseminacion, la resistencia a medicamentos y qué terapias inducen

muerte celular tumoral.
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1.2.1 Aislamiento, deteccion y caracterizacion de CTCs

La deteccion de CTCs se lleva a cabo a partir de sangre periférica teniendo como
ventajas la facilidad de obtencion de la muestra y la posibilidad de extraccién de forma
reiterada.

En la Gltima década, con el progreso de nuevas tecnologias y técnicas basadas en
inmunohistoquimica, biologia molecular y citometria de flujo para la deteccion de
CTCs, ha aumentado de forma exponencial la evaluacién clinica de éstas en varios tipos
de tumores sélidos. No obstante, la determinacion de CTCs constituye todo un desafio
debido a que son extraordinariamente raras en la sangre (122), encontrandose
Unicamente unas pocas por cada mililitro de sangre, en comparacion con los leucocitos
y hematies, que se encuentran en el orden de millones y billones respectivamente
(102,103), por lo que se requieren metodos de elevada sensibilidad para su deteccion y
aislamiento (95).

Aunque se han desarrollado en los ultimos afios muchas técnicas para el
aislamiento, deteccion y caracterizacion de CTCs, aln no existe ninguna que sea ideal.
En el proceso de aislamiento y deteccion de CTCs, todavia existe mucha confusion
sobre la verdadera definicion de CTC. Hoy en dia se sabe que las CTCs son
ampliamente heterogéneas, y pueden expresar una gran variedad de marcadores segun el
tipo histolégico del tumor, o incluso ser diferentes dentro de un mismo paciente (123).
Varios estudios han demostrado que las CTCs pueden presentar caracteristicas
fenotipicas y genotipicas diferentes a las células del tumor primario (101). Esto puede
ser explicado, bien por el hecho de que las células metastasicas dentro del tumor
primario, son un subtipo de células que son capaces de desprenderse facilmente, o bien,
porque las CTCs adquieren nuevas mutaciones durante su circulacion,
independientemente del tumor primario de origen (124). Asi que, no existe un Unico
parametro (como el tamafio, citomorfologia, tincion patologica para marcadores tipo
proteinas, ARN o ADN), que sea suficiente para definir la verdadera CTC. Ademas,
algunos tipos de CTCs pueden no ser detectadas por la pérdida de marcadores, como la
molécula de adhesion de células epiteliales (EpCAM), citoqueratinas (CKSs), o debido a
la pérdida de éstas durante el proceso de diseminacion (123,125). En el estudio de
Coumans y cols., se mostr6 como definiciones diferentes de CTCs resultaban en

contajes diferentes con variaciones importantes en la clinica (126). Por lo que
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actualmente no existe un método “gold estdndar” para determinar el nimero de CTCs
(123).

Hay varios pardmetros clave dignos de consideracion a la hora de disefiar un método
para aislar CTCs: (a) especificidad, (b) sensibilidad, (c) pureza, (d) viabilidad, y (e)
rendimiento. Todos los ensayos posteriores, tales como el anélisis genémico, molecular
y el cultivo para la prueba de farmacos in vitro, dependeran de estos factores.

Debido a su escaso nimero (se estima 1 CTC por cada 10°-107 células
mononucleares), las técnicas actuales utilizadas para detectar CTCs en pacientes con
cancer, utilizan un primer paso de enriquecimiento pre-analitico que consiste en
propiedades fisico-quimicas (densidad, tamafio, viscosidad, carga eléctrica) y biolégicas
(expresién de proteinas de superficie, viabilidad) de las CTCs, seguido de un paso de
deteccion celular. La mayoria de técnicas de enriquecimiento se basan en anticuerpos
unidos a particulas magnéticas dirigidos contra EpCAM. En la deteccion de CTCs
puede usarse métodos directos basados en anticuerpos, tales como inmunocitoquimica y
la citometria de flujo (fluorescence-activated cell sorting o FACS), o mediante métodos

indirectos basados en la deteccion de acidos nucleicos (127).

1.2.1.1 Sistemas de enriquecimiento e identificacion de CTCs

e Gradiente de densidad: las diferentes poblaciones celulares sanguineas son
separadas en funcion de sus densidades en un gradiente (122,128,129), tras
centrifugacion. Pueden usarse distintos medios de gradiente (CICs, sacarosa,
etc.) Los eritrocitos, neutrdfilos, plaquetas y células mononucleadas (linfocitos,
monocitos, células epiteliales y tumorales), se disponen en distintas capas en el
tubo, de manera que aquellas células que tienen mayor densidad que el gradiente
quedan en el fondo del tubo, las que tienen igual densidad quedan en el medio y
las de menor densidad, como las CTCs, quedan en la parte superior formando un
anillo. Con esta técnica se alcanzan tasas de recuperacion entre el 70-90%
(130,131). Ejemplos de gradientes comerciales son el tubo Ficoll o Ficoll-Paque
PLUS (GE Healthcare Bioscience, Amersham Biosciences AB) o Lymphopred
(Nicomed) para separar las células de la serie roja del resto, incluyendo las

CTCs. Otro, el sistema OncoQuick (Greiner BioOne, Frickenhausen, Germany),
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lleva un tampdn especifico para el aislamiento de CTCs, tras la centrifugacion
(131-134) (figura 4).

Estos métodos a pesar de ser caros, son muy rapidos y se usan principalmente en
los laboratorios de rutina. Como inconvenientes de los gradientes de densidad,
destacan la baja sensibilidad, la contaminacion con otras células y pérdida de
CTCs. Sin embargo, pueden ser buenos métodos de pre-enriquecimiento previos

a otras técnicas mas especificas.

~
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Eritrocitos

/

Figura 4. Tubo de OncoQuick tras la centrifugacion.

Filtro ISET (Isolation by Size of Epithelial Tumour Cells) (Metagenex, Paris,
France): se basa en un dispositivo microfiltro (membrana de policarbonato)
donde se capturan las CTCs en base a su tamafio, basandose en el hecho de que
la célula tumoral es mucho méas grande que el resto de células sanguineas (>10
pum) (135). Las ventajas de este método de aislamiento son que es una técnica
rapida, con buena sensibilidad, que mantiene la célula intacta, crucial para una
purificacion posterior, asi como para el analisis morfolégico y molecular de
CTCs. Las principales desventajas son la baja especificidad (hay leucocitos que
quedan retenidos), pérdida de CTCs y el coste. De igual manera que los
gradientes de densidad, puede ser un buen método de pre-enriquecimiento

previo a otras técnicas mas especificas.
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Citocentrifugacion: fue disefiada para fluidos hipocelulares. Presenta
revoluciones a bajas velocidades y tiene una aceleracién y deceleracion mas
gradual que las centrifugas normales. Como ventajas podemos destacar que es
un método rapido y asequible. Permite la identificacion de las CTCs
posteriormente por otros métodos, depositando una capa fina de células en un
frotis de facil evaluacion preservando la morfologia celular. Por medio de un
software de andlisis de imagen se estudia y registra los campos donde mayores
células anormales hay. Respecto a las desventajas, es un método que incrementa

la muerte de las células a estudio.

Tampon de lisis: cada tipo celular posee una presion osmética diferente debido a
su estructura y contenido. Con este método se trata a las muestras con tampones
que pueden ser hipo o hiperosmoticos para cualquier célula distinta a la que nos
interesa aislar, provocando su lisis. Tras la lisis, se centrifuga la muestra y los
precipitados contendran las CTCs. El siguiente paso podria ser la extraccion del
ADN o ARN de las CTCs o la purificacion y enriquecimiento mediante
particulas inmunomagnéticas. Sin embargo, los métodos que usan tampones de
lisis pueden producir la muerte de muchas células, incluyendo a las CTCs, no
siendo apropiado en muestras con un nimero bajo de CTCs, pudiendo dar lugar

a falsos negativos.

Dielectroforesis: aislamiento de CTCs de acuerdo a sus propiedades dieléctricas,
que dependeran de su tamafo y las propiedades de su membrana, en un campo

eléctrico no homogéneo (136).

Inmunomagnetismo: seleccion de CTCs por particulas inmunomagnéticas
(ferrofluido) y posterior tincion con reactivos inmunofluorescentes. Permite una
identificacion y cuantificacion de CTCs procedentes de tumores epiteliales de
manera fiable y reproducible. Esto sugiere la utilidad de su aplicacion en el

seguimiento y terapéutica.

Citometria de flujo: la tecnologia FACS permite el analisis simultdneo de varias

caracteristicas tanto fisicas como quimicas de las células en suspension,
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mediante el empleo de un sistema Optico-electronico. Esta técnica detecta la
capacidad que tiene la célula para desviar la luz del laser incidente y emitir
fluorescencia. Ademas, detecta moléculas especificas de las CTCs mediante el
uso de anticuerpos que reconocen marcadores intra y extracelulares. La ventaja
de este sistema es que las células permanecen morfolégicamente intactas
permitiendo su tipicacion posterior (137), sin embargo, debido al escaso nimero
de CTCs en sangre total, Gnicamente se considera una herramienta Gtil para su
aislamiento empleando marcadores especificos, si previamente se ha hecho un
pre-enriquecimiento (138,139), aunque su aplicacion en tumores epiteliales
solidos no esté estandarizada.

Tecnologia “Epithelial Immunospot” o EpiSpot: €s un método funcional para el
contaje de CTCs, basado en la inmunodeteccion de moléculas secretadas por
CTCs viables en cultivo durante 24-48 horas (140,141). Se consigue un perfil de
proteinas especificas secretadas por las CTCs identificandolas y cuantificandolas
enzimaticamente. Las células que no secretan cantidades adecuadas de proteinas
especificas no son detectadas. Es una técnica que podria proporcionar
informacion sobre el perfil proteico secretor de las CTCs en el contexto de la

formacién de metastasis.

CTC-chip: fue desarrollado en 2007 para la deteccion de CTCs en sangre
(138,142) y consiste en un microchip con alrededor de 80.000 puntos detectores
microscopicos, cargados de anticuerpos dirigidos frente a CTCs de origen
epitelial. Esta técnica permite detectar y cuantificar células tumorales con una
sensibilidad de una entre mil millones. Las CTCs capturadas se visualizan
mediante tincion con anticuerpos contra CKs o marcadores especificos de tejido.
Para la enumeracion de CTCs, todo el dispositivo se visualiza en multiples
planos utilizando un sistema de imagenes semiautomatico. ElI microchip es
capaz de identificar diferentes tumores, dependiendo del anticuerpo empleado.
Permite un seguimiento en tiempo real de la respuesta a las terapias

quimioterapéuticas, con una fiabilidad del 99%.

FAST (Fiber-optic array scanning technology): método citométrico que emplea

marcadores de inmunohistoquimica para la deteccién de CTCs. Las células son
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captadas a través del FAST y posteriormente se observan con el microscopio de
fluorescencia. Con esta técnica se evalta pleomorfismo, enfocada a estudiar las

caracteristicas citomorfologicas de las CTCs de tumores solidos.

Métodos Indirectos Moleculares: los ensayos de é&cidos nucleicos con
multimarcadores moleculares, se consideran los mas sensibles y especificos, a
pesar de no poder observar la morfologia celular. Los méas empleados son la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y algunas variaciones de la misma
(tabla 7).

El ADN circulante tumoral (ADNct) se define como material genético liberado
por las células apoptoéticas al torrente sanguineo en forma de fragmentos de
pequefio tamafo, y este proceso implica la fragmentacién del ADN. Se ha visto
que el ADNct esta presente, frecuentemente, en pacientes sin CTCs detectables,
lo que sugiere que estos dos biomarcadores son entidades distintas (143).

La PCR tradicional a partir de ADNct se emplea parala identificacion y la
caracterizacion de las CTCs. Para ello, se buscan mutaciones en oncogenes 0
genes supresores de tumor, presentes en estas células. Sin embargo, como
principal inconveniente esta la gran variabilidad genética entre diferentes tipos
histoldgicos de tumor (144), ademéas de la baja especificidad de la técnica, ya
que no se sabe si el ADN libre que es amplificado proviene de las CTCs o de
tumores primarios, metastasicos o de tejido no tumoral.

Asi pues, la técnica mas empleada para la deteccién de ADNct es la PCR digital
(figura 5). Esta permite una cuantificacion absoluta y es mas precisa y sensible.
La PCR digital lleva a cabo una sola reaccién dentro de una muestra, sin
embargo, la muestra se separa en un gran nimero de particiones, donde se lleva
a cabo la reaccion de PCR a tiempo real de forma individual. Una parte de estas
reacciones contienen la molécula diana, con la secuencia mutada (positivo),
mientras que otras no la tienen (negativo). Tras el analisis de PCR, la fraccién de
respuestas negativas se utiliza para generar una respuesta absoluta para el
namero exacto de moléculas diana en la muestra, sin referencia a estandares o
controles internos. Esta separacién permite una coleccion mas fiable y una
medicion mas sensible de las cantidades de los &cidos nucleicos. Este método ha
sido demostrado como Util para el estudio de las variaciones en las secuencias de

genes, como las variantes en el niUmero de copias y las mutaciones puntuales.
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Otras variantes de PCR, son la reaccion en cadena de la polimerasa de
transcriptasa inversa (RT-PCR) que detecta en la circulacion sanguinea
pequefas cantidades de moléculas de ARNm especificas de ciertas proteinas que
solo se expresan por las células tumorales del carcinoma (122,145). Ademas,
también puede ser empleada tras el aislamiento previo de CTCs. Este fendmeno,
demuestra que la célula tumoral esta presente en sangre, y que tiene activa su
maquinaria de transcripcion, por lo que esta capacitada para la invasion (146).
Sin embargo, el principal inconveniente de la RT-PCR es la deteccion de falsos
positivos (144). Por lo que no es una técnica reproducible ni validada. Ademas,
existe controversia acerca de su aplicacion en la prediccion del prondstico y
respuesta terapéutica. Tanto con el uso de la RT-PCR anidada (nested RT-PCR)
y de la RT-PCR a tiempo real se consigue aumentar la sensibilidad. Mediante la
RT-PCR a tiempo real la sensibilidad alcanzada es la de 1 CTC entre 10° células
nucleadas de sangre periférica, siendo el mejor metodo para la deteccion de

recaidas via sanguinea (147-149).

Tabla 7. Métodos de deteccién de CTCs basados en ensayos de acidos nucleicos.

o Volumen o ] )
Técnica Principio Ventajas Inconvenientes
de muestra
Alta sensibilidad Baja especificidad
PCR 5-10 mL ADN Fase de enriquecimiento No anélisis
preanalitica corta morfolégico
Alta sensibilidad No analisis
RT-PCR 5-10 mL ARN . . .
Deteccion de CTCs viables morfolégico
Sensibilidad muy alta No anélisis
Nested RT-PCR 5-10 mL ARN B ) o
Deteccion de CTCs viables morfolégico
Sensibilidad muy alta .
. B ) No analisis
RT-PCR atiempo real 5-10 mL ARN Deteccion de CTCs viables .
L morfolégico
Cuantificacion celular
. Alta sensibilidad y especificidad -
RT-PCR a tiempo real ) . No anélisis
. 5-10 mL ARN Deteccion de CTCs viables .
multimarcador morfolégico

Cuantificacion celular
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Figura 5. PCR digital para la determinacién de ADN circulante. Bio-Rad Laboratories, Inc.

FISH (hibridacion in situ fluorescente): empleo de moléculas fluorescentes
(sondas) complementarias a las secuencias de ADN de interés de las CTCs.
Posteriormente las CTCs se observan al microscopio de epifluorescencia. Este
método esta validado para la genotipicacion de las CTCs, ya que permite
evidenciar cambios citogenéticos (deleciones, translocaciones, amplificacion de

genes) en los cromosomas de las CTCs.

1.2.1.2 Aislamiento e identificacién de CTCs por inmunomagnetismo

Es la técnica mas empleada para la deteccién de CTCs en la practica clinica.

Consiste en el uso de particulas magnéticas (ferrofluido) rodeadas de una capa
polimérica revestida con anticuerpos dirigidos a antigenos epiteliales de superficie
tumor-especificos. Posteriormente las CTCs se separaran del resto aplicando un campo
magnético (150). Este procedimiento de separacion se denomina “seleccion positiva”
(132,147,151). El marcador epitelial de superficie mas empleado para la identificacion
de CTCs es EpCAM, glicoproteina transmembrana tipo I, presente de forma ubicua en
células epiteliales y en sus tumores (102,103), descrita por primera vez en 1979 en

carcinoma de colon (152). Las CTCs EpCAM+ se han correlacionado con mal
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pronostico en pacientes con diferentes canceres en estadios tempranos y metastasicos,
como el de mama, colon, préstata, CHC, entre otros (110,153-155). Generalmente, la
sensibilidad del método inmunomagnético, se mejora usando anticuerpos frente al
antigeno leucocitario CD45 para discriminar las CTCs de los leucocitos (“seleccion
negativa”) (123).

Las células capturadas son identificadas y enumeradas posteriormente con un
microscopio de fluorescencia, previo la tincion inmunofluorescente con anticuerpos
especificos frente a CKs, CD45 y tincién fluorescente del nicleo.

Esto permite diferenciar las CTCs de los leucocitos, basdndonos en la presencia de
células nucleadas, con fluorescencia positiva para EpCAM y CKs, negatividad para
CD45 y en sus caracteristicas morfoldgicas (103,142,156) (figura 6).

/ Seleccion Positiva Seleccion Negativa \
CTC Leucocito

-7.

Ac. Anti-EpCAM B wawm

O DAPI

Ac. Anti-CK D K

Ac. Anti-CD45 . CD45 /

Figura 6. Esquema de la deteccion de CTCs (EpCAM+, CK+ y CD45-). Los
leucocitos, por el contrario, son EpCAM-, CK-y CD45+.

Casess

Como ventajas de esta técnica de aislamiento de CTCs, encontramos una elevada
especificidad, permite el analisis morfoldégico de las CTCs y posterior analisis
molecular, permite la identificacion de maltiples antigenos, y la cuantificacion directa
de CTCs. Como inconvenientes, destacamos que es un método caro, necesita de
marcadores especificos y disponibilidad de anticuerpo (157).

Otra de las desventajas de las técnicas que emplean la deteccion inmunoldgica de

EpCAM, es que pueden darse falsos positivos debido a la expresion de marcadores
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epiteliales en células de origen no epitelial (macrofagos, células plasmaéticas y
precursores hematopoyéticos) y por la presencia de células epiteliales no tumorales
(procedentes de una inflamacion, traumas...etc.) (132-134,158,159). Ademas, puede
darse la pérdida de expresion del antigeno de superficie EpCAM antes de que las CTCs
adquieran la capacidad de entrar en el torrente sanguineo, un proceso denominado EMT
o “Transicion Epitelial Mesenquimal” (160), por lo que las CTCs de origen epitelial no
siempre son EpCAM+ y la captura de CTCs con anticuerpos anti-EpCAM podria no
reconocer una parte significativa de éstas (161).

Diferentes métodos han sido desarrollados y comercializados para el aislamiento de
las CTCs basados en la deteccion de la molécula EpCAM. Uno de ellos, es el sistema
semiautomatico CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems). El sistema CellSearch®, es
el unico meétodo aprobado por la Agencia Gubernamental de control de alimentos y
medicamentos de los EE.UU (FDA) para analizar CTCs en pacientes con cancer de
mama, colon y prostata (123,156,162), capaz de detectar en sangre periférica 1 CTC por
cada 10°-107 células mononucleares por inmunomagnetismo (163). Este sistema de
deteccién de CTCs es simple, no invasivo y ha demostrado tener utilidad como
complemento a las técnicas de imagen para establecer el prondstico y monitorizacion
del tratamiento en pacientes con diferentes canceres (164,165). En 2004, Cristofanilli y
cols., aislaron CTCs EpCAM+ a través de este método en pacientes con cancer de
mama, suponiendo un gran impacto en el prondstico y en el manejo de la enfermedad
(166). Estos autores, no encontraron valores >2 CTCs/7,5 mL en pacientes sanas ni en
pacientes con enfermedades de mama benignas. Ademas, en el estudio llevado a cabo
por Andreopoulou y cols. en pacientes con cancer de mama metastasico, el sistema
CellSearch®, mostré una sensibilidad equivalente al sistema molecular AdnaGen AG
(Langenhagen, Germany), basado en la deteccion de CTCs por RT-PCR, con una
concordancia del 73% y del 69% para puntos de corte de =2 y >5 CTCs/7,5mL,
respectivamente (167).

Un nuevo mecanismo inmunomagnético, el sistema Isoflux® (Fluxion Biosciences
Inc, South San Francisco, CA), técnica automatizada, estandarizada y reproducible,
permite una recuperacion practicamente completa de las CTCs intactas (168). Varios
estudios han demostrado que este nuevo sistema presenta una mayor sensibilidad en la
recuperacion de CTCs, con tasas de recuperaciébn de CTCs significativamente

superiores a las del sistema CellSearch® (168,169), debido posiblemente, a que el
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sistema Isoflux® consigue un flujo mas uniforme de la muestra y una fuerza magnética
mas potente dentro del cartucho de aislamiento (169).

Con esta técnica, se puede llevar a cabo la determinacion de CTCs en sangre
periférica en cualquier momento de la enfermedad tumoral permitiendo establecer el
prondstico y predecir la supervivencia. Ademas, nos permite realizar el seguimiento de

estos pacientes junto con los métodos clinicos actuales.

1.2.2 Papel delas CTCsenel CHC

Pese a que los tratamientos curativos en el CHC son, como ya se ha mencionado, la
reseccion y el trasplante hepatico, se ha visto que el 40% de los pacientes con
hepatectomia y mas de un 10% de receptores de higado trasplantados, presentan
recurrencias dentro del primer afio tras la cirugia, lo que conduce a la muerte de la
mayoria de pacientes (170). Este hecho sugiere que las CTCs, son una fuente importante
de metéstasis y recurrencia en el CHC (135,171,172). Pero los mecanismos
responsables de la recurrencia del tumor son todavia poco conocidos. Los tratamientos
quirurgicos, como la reseccion y el trasplante hepatico, pueden incrementar la
diseminacion de hepatocitos y de células tumorales (173).

Varios estudios demuestran la presencia de CTCs en pacientes con CHC. En uno de
ellos, realizado en ratones xenotrasplantados con CHC humano, se mostr6 como existia
una liberacion continua de CTCs al torrente sanguineo (174). Estas células tumorales
pueden llegar hasta drganos distantes produciendo metastasis o bien pueden retornar al
nuevo higado implantado, dando lugar a recurrencias intrahepaticas.

Ademas, las CTCs, determinadas por distintos métodos, entre los que se encuentran
los métodos inmunomagnéticos, Unicamente parecen encontrarse en enfermos de CHC,
y estan ausentes en pacientes con cirrosis, hepatitis cronica y en personas sanas (175-
177). Este hecho confirma que las CTCs EpCAM+ tienen un origen tumoral (155).

Sun y cols., llegaron a la conclusion que la determinacion de CTCs podia ser
considerada como una biopsia a tiempo real en estos pacientes (178). Y es que las CTCs
se han asociado a la presencia de invasion vascular (175,177), estadio y grado de
diferenciacion histoldgica tumoral, y por lo tanto a un peor pronostico (150,177).
Ademas, los niveles de CTCs se han asociado a niveles de AFP (175), marcador

seroldgico mas empleado para estudiar la evolucion del CHC.
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Por otra parte, Xu y cols., detectaron un menor recuento de CTCs en pacientes con
CHC cumplidores de lo criterios de Milan, que aquellos pacientes que no los cumplian
(150).

Todos estos estudios, sugieren que, las CTCs parecen jugar un importante papel en
la metéstasis del CHC. Su deteccion podria tener una implicacion clinica util para el
diagndstico, estadificacion del cancer, seleccién de los posibles candidatos a trasplante
y establecer un prondstico tras el tratamiento. Ademas, podrian suponer una nueva diana
terapéutica para prevenir el proceso metastasico.

En pacientes trasplantados, uno de los lugares mas comunes donde vuelve aparecer
un tumor es en el aloinjerto trasplantado (170). Este fendémeno, denominado auto-
siembra del tumor o “self-seeding” (179), probablemente se deba al retorno de CTCs
sobrevivientes del torrente sanguineo, debido a que los tumores presentan paredes
vasculares mas permeables (180,181). De manera que, las CTCs no necesitarian ningln
tipo de adaptacion original para sobrevivir y prosperar en el microambiente del tumor
original. Kim y cols., evidenciaron que este fendmeno de auto-siembra tumoral se daba
en modelos experimentales de carcinoma de mama, colon y melanoma maligno (179).
En estos modelos, los tumores introducidos eran auto-sembrados por lineas célulares
metastasicas de los 3 canceres respectivos cuando éstas eran inoculadas, demostrando,
ademas, que las células metastasicas eran mas eficientes en el proceso de migracion y
auto-siembra que sus poblaciones celulares tumorales parentales.

Los mecanismos por los cuales tiene lugar el proceso de auto-siembra, no se
conocen exactamente, aunque existen varias hipostesis:

1. Eltejido original presenta la capacidad de atraer a CTCs (179) .

2. Fugas vasculares.

3. Las CTCs poseen la capacidad innata de volver al sitio original o explantes

debido a la existencia de un microambiente familiar (179,182).

La primera hipétesis es apoyada por la secrecion de interleucina 6 (IL-6),
interleucina 8 (IL-8) y Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) entre
otras, por parte del tejido tumoral (179) y por células inflamatorias reclutadas en
el tumor (183), que actuan como quimioatrayentes, mientras que la tercera
hipdtesis es sugerida por la expresion de metaloproteasa-1 de matriz (MMP-1) y
el componente de citoesqueleto de actina, Fascin 1, por las CTCs (179). Estas

moléculas liberadas por células metastasicas, estan implicadas en fendémenos de
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migracion, invasion vascular y angiogénesis (184-188), favoreciendo las
metastasis a distancia y la resiembra de las CTCs en el sitio original.

1.2.3 Transicion Epitelial Mesenquimal (EMT) y Células Stem Cell
Circulantes (CSCs)

Durante el proceso “EMT?”, las células, ademas de perder el marcador epitelial
EpCAM, adquieren caracteristicas morfologicas y fenotipicas de las células
mesenquimales (161,189,190), como la expresion de vimentina, el aumento de la
translocacion nuclear de factores de transcripcién, como SNAIL, Zebl, SLUG y Twist
(97,191) y adquieren propiedades de células madre (Stem cell o CSCs) (192,193),
caracterizadas por la desdiferenciacion, ganancia de motilidad e invasividad, pérdida de
adhesion celular, capacidad de auto-regeneracion y por ser resistentes al tratamiento
quimioterapico y radioterapico. Las CSCs, aunque son escasas en numero, son
responsables de la oncogenesis, la progresion, la invasion y constituyen una fuente de
recurrencia y metastasis (191,194). Sin embargo, las CSCs no son equivalentes a CTCs,
debido al hecho de que no todas las CTCs son capaces de formar metastasis ectopica
(97). Por lo tanto, solo los CTC que forman metastasis ectdpicas tienen las
caracteristicas de CSCs (figura 7). Se cree que unicamente cuando las CSCs son
erradicadas en un tumor primario, puede detenerse la metastasis tumoral y la
recurrencia, y realmente mejorar el resultado terapéutico.

Para los tumores no epiteliales que no expresan EpCAM, la busqueda de otros
marcadores caracteristicos de CSCs, como CD24/44, CD26, CD146, vimentina, y
SNAIL/SLUG, es un esfuerzo continuo (123,195,196). Entre estos marcadores, la
vimentina es un filamento intermedio que se expresa en células mesengquimales,
mientras que SNAIL y SLUG son factores de transcripcion que controlan el proceso
“EMT”, y existen tanto en el citoplasma como en los ndcleos, por ello pueden no ser
moléculas de superficie adecuados para el aislamiento.

Algunos estudios han demostrado que los marcadores de CSCs son frecuentemente
sobreexpresados en CTCs de cancer de mama metastasico (197). En el CHC, varios
estudios han demostrado la existencia de CSCs (128,191,198-200), y las CTCs pueden

ser una subclase o derivacion de las CSCs (97).
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Figura 7. llustracion esquematica de CTCs y CSCs en CHC. Las CSCs son capaces de originar
metastasis a distancia y recidiva local. CHC: hepatocarcinoma; CSCs: células madre o Stem
cell; CTCs: células tumorales circulantes; EMT: transicion epitelial mesenquimal;, MET:
transicion mesenquimal-epitelial; SS: “self-seeding”.

En el higado sano, la mayoria de hepatocitos no expresan EpCAM, solo las células
de los conductos biliares son EpCAM+. Varios estudios demuestran que EpCAM se
expresa aproximadamente entre el 35-60% de los casos de CHC (201-205). Acorde a
estos resultados, podriamos pensar que las técnicas de aislamiento de CTCs de CHC
basadas en la deteccion de la molécula EpCAM podrian no ser apropiadas. Sin
embargo, curiosamente, se ha visto que EpCAM es un marcador potencial de CSCs
hepaticas (206), al contrario de lo que ocurre en otros tipos de canceres epiteliales (207),
en los que se da el proceso “EMT”. Estas CSCs hepéticas EpCAM+, con caracteristicas
de células progenitoras StemCell, son méas invasivas y tumorigénicas, tal y como se
demostro en el estudio de Yamashita y cols. (206). Ademas se caracterizan por ser
altamente resistentes al tratamiento quimioterdpico y radioterdpico (208), y estan
asociadas a la aparicion de metastasis (209). En 2013, Sun y cols., observaron que las
CTCs EpCAM+ mostraban caracteristicas de células madre, con expresion de CD133 y
ABCGQG2, activacion de la via “Wnt-B-catenina”, acumulacién de vimentina, mayor
capacidad tumorigeénica e inhibicion de la apoptosis (178).

Asi, las técnicas de aislamiento de CTCs basadas en la deteccion de EpCAM cobran
importancia en pacientes con CHC. Estudios recientes sugieren que la funcién de esta
molécula no se limita a la adhesion celular, sino que también estd implicada en procesos
de sefializacion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular (210-212), por lo que
estas células EpCAM+ podrian ser las responsables de la progresién de la enfermedad

post-trasplante.
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A su vez, existe una gran heterogeneidad fenotipica de las CSCs (202,213,214). Se
ha visto que las CSCs expresan diferentes marcadores de células madre, pero ninguno
de ellos exclusivo de CSCs hepaticas.

Existen estudios que sugieren que CD13, CD133 y EpCAM son los marcadores de
superficie de CSCs hepaéticas (191,199,206,214).

Li y cols. en 2013, demostraron que la mayoria de CTCs aisladas de pacientes con
CHC, expresaban marcadores “EMT” como Vimentina y Twist, y correlacionaban con
la presencia de trombosis de la vena porta, con el estadio y el tamafio del tumor (200).

En otros estudios, se detectaron ademas, células circulantes CD45-CD90+ (201) y
células CD45-CD90+CD44+ (128,215) en CHC, descritos previamente como
marcadores potenciales de CSCs en gliobastoma y en cancer de prostata (216,217), y
que se han asociado a recurrencias de CHC tras la hepatectomia y a menores tasas de
SLE (172). Uno de estos estudios, sugiere que algunas CSCs expresan CD133, ESA,
CXCR4, CD24, KDR y CD44 concominantemente con CD90 (215).

Yang y cols., encontraron que las células CD45-/CD90+ podrian ser detectadas en
muestras de tumor y de sangre de todos los pacientes con CHC, mientras que eran
indetectables en los tejidos del higado o muestras de sangre del grupo control o en

pacientes con cirrosis hepatica (128,215).

1.3 OTROS BIOMARCADORES EN ESTUDIO EN EL CHC

La hepatocarcinogénesis es un proceso que ocurre en multiples etapas, en las que se
dan diferentes alteraciones genéticas, que conllevan una transformacion de los
hepatocitos.

Durante la cascada metastasica del CHC, en primer lugar, a partir del tumor
primario se forman nuevos vasos sanguineos, con el consecuente aumento del aporte de
nutrientes a las células tumorales y aumento de la proliferacion celular (angiogénesis).
A continuacion, algunas de las células neoplasicas, se desprenden de la masa tumoral e
invaden la matriz extracelular subyacente al tumor, degradando los componentes de ésta
(invasion). En la siguiente etapa, las células neoplasicas se introducen en los vasos
sanguineos (intravasacion), donde tienen que sobrevivir y evadir al sistema inmune. En

altimo lugar, mediante su adherencia a células endoteliales, las células tumorales se
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extravasan, llegando a nuevos tejidos y 6rganos donde se asientan y producen micro y
macrometastasis.

Los CHC son tumores heterogéneos tanto genotipicamente como fenotipicamente,
reflejo, en parte, de la heterogeneidad de factores causantes. EI microambiente tumoral
estd formado por componentes del estroma, factores de crecimiento, enzimas
proteoliticas, y citoquinas inflamatorias (218). Todos estos elementos juegan un
importante papel en la proliferacion y supervivencia celular, asi como en la
angiogénesis y metastasis.

Debido a la heterogeneidad del CHC, es dificil encontrar un Gnico biomarcador con
100% de sensibilidad y especificidad. La solucion para aumentar la precision
diagndstica podria ser la combinacion de diferentes biomarcadores.

Hoy en dia, existe una gran variedad de biomarcadores que estan orientados a
complementar o a sustituir a AFP, para mejorar la sensibilidad y la especificidad en el
diagnostico del CHC. La AFP se considera el biomarcador mas utilizado en la
monitorizacion de los pacientes con CHC (219). No obstante, la baja sensibilidad y
especificidad de ésta, limita su uso clinico. Para mejorar el diagndstico de CHC, se
recomienda el uso combinado de AFP con otros biomarcadores, tal y como demuestran
algunos estudios (220-222). Actualmente existen varios marcadores que se consideran
efectivos para la deteccién temprana del CHC (50), asi como para establecer su

prondstico y estadificacion de la enfermedad tumoral (223).

1.3.1 Metaloproteasas de matriz (MMPs)

Las MMPs, descubiertas por primera vez en 1962 (224), son una familia de
endopeptidasas dependientes de calcio y de zinc (225,226). Presentan un papel crucial
en diversos procesos fisioldgicos, incluyendo la remodelacion de tejidos y desarrollo de
organos (227), la regulacion de procesos inflamatorios (228) y presentan una
participacion compleja en el proceso metastasico (184). Favorecen la proliferacion y
diferenciacion celular, apoptosis, migracion celular, angiogénesis y la evasion de la
respuesta inmune, a través de la protedlisis de los componentes de la matriz extracelular
(ME), favoreciendo asi la movilidad de las células neoplasicas a través de la matriz
modificada (229,230).

41



Introduccion

Existen 23 variantes en humanos, clasificadas segun el sustrato que degradan
(colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, matrilisinas y MMPs asociadas a membrana).
Son sintetizadas como preproenzimas, con un péptido sefial aminoterminal que
interactua con el zinc del sitio catalitico, manteniendo a la enzima inactiva (figura 8). La
pérdida de este péptido durante la traduccion, permite un cambio conformacional y la
activacion completa de la proteina (231). Los inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs)
regulan la actividad de estas enzimas (232,233), inhibiendo o favoreciendo su
activacion. Asi pues, la actividad de las MMPs puede regularse a varios niveles: a nivel
de su expresion génica, a nivel de la conversion de zimdgeno a enzima activa vy,
finalmente, con la presencia de inhibidores especificos. Esta regulacién compleja de la
actividad de MMPs es necesaria, dado que la actividad proteolitica descontrolada
conduciria al dafio tisular y a la perpetuacion de la respuesta inflamatoria en

enfermedades inflamatorias cronicas y cancer (228).
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Figura 8. Estructura basica de MMPs.

La expresion de las MMPs estd asociada con varias etapas especificas durante la
progresion del cancer:

e Etapa de invasion del tumor: las MMPs presentan actividad proteolitica de la

ME. Son secretadas por células neoplasicas y por células del estroma en la zona
de invasion del tumor (234). La union de las MMPs con TIMPs y con diferentes
integrinas en la zona de invasién, permiten su activacion (235-238).

e FEtapa de angiogénesis: las MMPs propician el desarrollo de nuevos vasos

sanguineos al degradar los componentes de la ME. La degradacién de los
diferentes sustratos por las MMPs, originan la liberacién, la activacion o la
generacion de distintas moléculas inductoras de la angiogénesis (239), como el
VEGF. Este, estimula el crecimiento, la migracion y la supervivencia de las

células endoteliales, aumenta la permeabilidad vascular, e induce Ia
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movilizacion de las células precursoras de las células endoteliales desde médula
6sea hasta la circulacion (240). La biodisponibilidad de VEGF por las MMPs
también puede afectar a la linfangiogénesis (241), aunque se necesitan estudios
futuros para aclarar las vias especificas por las que las MMPs regulan este
proceso.

Se atribuye un papel especial a las MMPs suministrada por neutrofilos. Estas
pueden activar la via del Factor béasico de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2)
(242), adquiriendo un papel importante los efectos pro-angiogénicos

desencadenados por neutréfilos que infiltran tumores.

Etapa de apoptosis: existen algunas MMPs que protegen a las células
neoplasicas, inhibiendo la apoptosis de estas (243). Por otro lado, las MMPs
pueden activar la apoptosis, activando proteoliticamente al Factor de crecimiento
transformante B (TGF-p), el cual tiene efecto supresor de tumor. Sin embargo, a
medida que el tumor avanza en la progresion maligna, el genoma a menudo
acumula mutaciones en el sistema del receptor TGF-f3 que hacen que las células
cancerosas no respondan a TGF-p, por lo que la activacion proteolitica de TGF-
B por MMPs puede tener efectos promotores de tumores (244). También se ha
visto que las MMPs pueden bloquear la apoptosis transmitida por receptor
separando el ligando Fas de la superficie de las células cancerosas (245).

Etapa de intravasacion: la entrada al torrente sanguineo de las células tumorales,

es un paso limitante en el proceso de metastasis. De hecho, no todas las células
tumorales son capaces de formar metéstasis. Las que no son capaces, entran en
apoptosis en el intento de entrar en la circulacién (246). Las MMPs participan en
la degradacién de la membrana basal del endotelio, para permitir el paso de las
células (247).

Etapa de supervivencia en la circulacion: las células tumorales pueden viajar en

la sangre, solas o formando agregados con células endoteliales o con plaquetas.
Se ha visto que la union con estas Gltimas depende de las MMPs (243),
aumentando su supervivencia. Ademas, las MMPs presentan un efecto
inmunosupresor, inhibiendo la proliferacion de las células T y la accion
citotoxica de las células NK (248,249), aumentando su supervivencia al evadir la

respuesta inmune.
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e FEtapa de extravasacion: las células tumorales atraviesan las células del endotelio

y membrana basal, mediante su unién especifica a selectinas e integrinas. Las
MMPs son responsables de un aumento de la permeabilidad vascular a través de
su accion sobre VEGF (250,251). Existen estudios que demuestran que las
MMPs en este caso, son secretadas por neutrofilos y macréfagos provenientes de
la respuesta inmune que acompafia a la progresion del cancer (243).

e Etapa de establecimiento de la colonia metastasica: las MMPs participan en la

creacion de un microambiente donde las células neoplasicas, una vez que salen
del torrente sanguineo, pueden permanecer como células solitarias, proliferar
como micrometéstasis o0 metastasis macroscopicas (252).

La sobreexpresion de varias MMPs, da lugar a la formacién de carcinoma (184).
Este hecho fue demostrado en un experimento realizado en células epiteliales mamarias
cultivadas, donde se mostrd que la sobreexpresion de MMPs, provocaba el proceso
“EMT” e inducia inestabilidad gendmica en estas células, conduciendo a la progresion
neopléasica, transformacion maligna y a la aparicion de carcinomas mamarios en ratones
transgénicos (253,254).

1.3.1.1 Metaloproteasa-1 (MMP-1)

La MMP-1 (también denominada Colagenasa Intersticial-1), es la mas ubicua de
todas las MMPs (255). Es una proteina transmembrana cuya funcién es la de regular la
remodelacién y desarrollo de tejidos, manteniendo la homeostasis de la ME (256,257).
En condiciones normales, se encuentra reprimida por TIMP-1 (258,259).

MMP-1 estd expresada en varios tipos de células como los macrofagos, células
epiteliales y en diferentes tipos de canceres (260). Huntington y cols., encontraron que
la activacion de la via Ras/RaffMEK/ERK por la sobreexpresion de MMP-1, podria ser
la causa de la aparicion de cancer (261). MMP-1, favorece el proceso metastasico, a
través de la degradacion de los componentes de la ME (262-264), concretamente, se ha
visto gue estd involucrada en el proceso de intravasacion (265). Ademas, la expresion
aumentada de MMP-1 esté relacionada con la invasion linfatica y las metastasis de los
ganglios linfaticos (266).

La sobreexpresion de esta proteina se ha visto en varios tipos de tumores como el

cancer colorrectal, esofagico y gastrico, asociandose a un mal prondstico en estos
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pacientes (267-271). Asi también, se ha evidenciado en otros tumores solidos como el
cancer de mama, ovario, y oral (272-275).

Chen y cols., en 2016, establecieron que MMP-1 era un marcador Util para
establecer el pronostico en el carcinoma de eséfago, considerandolo como un factor
predictor independiente de supervivencia (276). En este estudio se vio que los pacientes
con cancer de esofago presentaban niveles plasmaticos de MMP-1 superiores a los
controles sanos. Ademas, valores elevados, suponian un mayor riesgo de cancer y
menor supervivencia.

MMP-1 es una enzima versatil que contribuye a la invasion y la metastasis a través
de numerosos mecanismos (184). MMP-1 inicia la degradacion del colageno tipo I, el
cual es muy abundante en la ME y es esencial para la migracién de queratinocitos.
Varios autores consideran que este mecanismo facilita la invasion tumoral (277).

Ademas, se ha visto que MMP-1 activa de forma proteolitica ciertos ligandos, dando
como resultado la activacion de la via RANKL, que a su vez promueve osteolisis y
metéstasis en el hueso, uno de los sitios mas comunes para las metéstasis, conduciendo
a menudo a la mortalidad (278).

MMP-1 es producida tanto por células tumorales como por células del estroma
tumoral. De cualquier forma, su presencia esta asociada generalmente a la zona de
mayor actividad tumoral. MMP-1 derivada de células estromales, tiene un papel
importante en la progresion de la tumorigénesis, llevada a cabo por transduccion de
sefal especifica sobre células cancerosas. MMP-1 parece estar implicada en la escision
de PAR-1, un receptor activado por proteinasas, acoplado a una proteina G. La
expresion de PAR-1 se incrementa en un nimero de canceres incluyendo mama, colon y
pulmén. Este hecho puede afectar a la invasion tumoral induciendo la migracién de

células cancerigenas tras la escision proteolitica de este receptor (273,277).

1.3.1.2 MMP-1en CHC

En la literatura, se ha descrito la MMP-1 junto con la MMP-2, -9 y -13 y sus
reguladores TIMP-1 y -2, como proteinas involucradas en los procesos de fibrosis
hepética (279-281). Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre la contribucién de
la MMP-1 en el proceso de carcinogénesis del CHC, y sus resultados son

controvertidos.
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Algunos estudios han puesto de manifiesto una elevada expresion génica de estas
proteasas en lineas celulares tumorales de higado y en tejidos con CHC, estando ausente
en tejidos sanos (277,282).

Ip y cols., en 2005, demostraron en ratones inmunodeprimidos implantados con
células de CHC transfectadas con el gen de MMP-1, que un aumento en la expresién
génica de MMP-1 promovia la tumorigenicidad y metastasis intrahepéaticas con aumento
del crecimiento tumoral y de la capacidad de invasién. Ademas, la sobreexpresion de
MMP-1, producia un aumento de la supervivencia celular, protegiendo a las células
malignas de la apoptosis (283).

Estudios posteriores, demostraron que la sobreexpresion tisular de MMP-1 en
pacientes con CHC, se asociaba a la presencia de invasion, a una mayor capacidad
metastasica de las células tumorales, a una corta supervivencia y, por lo tanto, a un mal
pronostico de estos pacientes (277,284).

Todos estos estudios nos sugieren que, MMP-1 podria ser un nuevo marcador Util

para la deteccion de recurrencia y metastasis en el CHC.

1.3.2 Glipicano-3 (GPC3)

GPC3, aislado por primera vez por Filmus y cols. en 1988 en una linea celular de
intestino de rata (285), es un proteoglicano de heparan-sulfato ligado a la membrana a
través de un anclaje de glicosil-fosfatidilinositol (286,287) (figura 9). Durante el
desarrollo fetal, GPC3 puede encontrarse en higado, pulmones y rifiones. En tejidos
adultos, se pueden encontrar pequefias trazas en rifion mientras que es indetectable en el
higado adulto (288,289) y en el resto de tejidos. Sin embargo, se ha visto que GPC3
puede expresarse en algun tipo de neoplasias, como en cancer de mama, higado, tiroides
y ovario (289-292), lo que sugiere que esta proteina oncofetal puede actuar como un

potente biomarcador.
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Figura 9. Esquema de GPC3. GAG: cadenas de glucosaminoglicanos; GPI: anclaje
de glicosil-fosfatidilinositol. Figura modificada de Filmus y cols., 2001 (293).

Aungue se desconoce la funcion exacta de los glipicanos, se cree que son
reguladores de la morfogénesis y del crecimiento mediante su interaccion con varios
factores de crecimiento (288,293). A través de sus cadenas de heparan-sulfato pueden
interaccionar con los denominados “Factores de crecimiento vinculantes a la
heparina™(294). Entre estos factores se incluyen, entre otros: Wnt, Factor de crecimiento
de fibroblastos, Factor de Crecimiento Epidérmico de union a heparina, Factor de

Crecimiento de Hepatocitos y VEGF.

1.3.21 GPC3en CHC

Varios estudios demuestran que GPC3 esta sobreexpresado en CHC, en
comparacion con pacientes sin cancer, en los que su expresion es insignificante (295-
297). Ademas, se ha encontrado una estrecha correlacion entre el nivel de expresion de
GPC3 y una concentracion elevada de AFP sérica en pacientes con CHC (295).

Es considerado un potente marcador de malignidad, con una sensibilidad del 77% y
una especificidad del 96% en la deteccion de pequefios nddulos tumorales (<2cm).
Capurro y cols. encontraron que la expresion génica de GPC3 fue mayor en tumores
pequefios (<3 cm) a diferencia de AFP (289). Por lo que estos autores concluyeron que
GPC3 podria ser un buen marcador en el diagnostico temprano de CHC.

La sobreexpresion de este marcador en pacientes con CHC implica una corta
supervivencia de estos pacientes (296,298,299).

Se cree que GPC3 tiene un papel directo en el desarrollo de CHC. Por un lado,

GPC3 forma un complejo con “Wnt”, estimulando la via de sefializacién intracelular
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Whnt/B-catenina en las células de CHC (300). Por otro lado, GPC3 puede actuar como un
activador de factores de crecimiento implicados en el crecimiento invasivo del CHC
(301,302). Ademas, un estudio muestra que el aumento en los niveles de GPC3
promueve el fenomeno “EMT” (303), implicado en el proceso metastasico y la
resistencia a farmacos.

Hasta ahora, la técnica comunmente utilizada para la deteccion de los niveles séricos
de GPC3 es el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Existen
diferencias considerables entre los valores aportados por los distintos estudios, lo que
puede deberse principalemente a los diferentes anticuerpos empleados que reconocen
diferentes epitopos, o a las distintas formas moleculares de la molécula. Capurro y cols.,
a través de esta técnica, encontraron que los niveles séricos de GPC3 estaban elevados
en el 53% de los pacientes con CHC, mientras que eran indetectables en individuos
sanos o con hepatitis (289).

Varios estudios sugieren que los niveles sericos de GPC3 son mas elevados en
pacientes con CHC que en sujetos normales (304,305). Ademas, en aquellos pacientes
sometidos a reseccion, se observaron valores mas elevados antes de la reseccion, y se
normalizaban tras ella. Asi mismo, se asociaron los niveles séricos elevados
preoperatorios de GPC3 con menor SG y SLE tras la cirugia (304).

Se han utilizado varios puntos de corte de GPC3 para correlacionar sus niveles
séricos con el diagnostico de CHC. Sin embargo, todavia no existe consenso con un
punto de corte estdndar que maximice la sensibilidad y la especificidad. En la
actualidad, los valores de corte utilizados varian entre 3,9 pg/mL y 300 ng/mL (306),
con sensibilidades y especificidades que varian entre el 36-65% y 65-100%
respectivamente (287,307). No obstante, GPC3 promete ser mejor biomarcador para el
diagnostico de CHC comparado con la AFP sérica, con mejor sensibilidad y
especificidad.

Se ha visto que el uso combinado de GPC3 junto a AFP, incrementa la sensibilidad
de AFP del 50% hasta el 72% sin afectar a la especificidad, ya que GPC3 no se eleva en
hepatopatia cronica ni en individuos sanos (289,308).

Todos estos estudios sugieren que GPC3 parece ser un marcador tumoral
prometedor en CHC, asi como una importante diana para el desarrollo de nuevas
terapias para el CHC. Sin embargo, es necesario realizar investigaciones futuras para
determinar la importancia de GPC3 como un reemplazo o suplemento de la AFP en el
diagndstico de CHC.
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1.3.3 Osteopontina (OPN)

La OPN o “Sialoproteina I Osea”, es una glicoproteina rica en acido sialico, descrita
por primera vez por en 1979 (309). Aunque su localizacion principal es la matriz 6sea,
también est4 presente en fluidos corporales, tales como, suero, plasma, leche y orina.

La estructura molecular de la OPN humana consiste en una cadena polipeptidica,
con peso molecular de 35,4 Kda, rica en aminoacidos &cidos (Aspartico y Glutamico)
(310). Es miembro de la familia de las “Glicoproteinas de unién a pequefias integrinas”
(SIBLING). Es una proteina de adhesion (311), cuya funcion principal en hueso es unir
células (osteoblastos y osteoclastos) a los minerales de la matriz dsea a través de sus
dominios “RGD”(Arginina-Glicina-Aspartico) de union a integrinas (312).

A su vez, la OPN, es una glicoproteina expresada por diferentes ceélulas y es
multifuncional. Participa tanto en procesos fisiolégicos normales, como en fendémenos
de patogénesis de varios estados de enfermedad. Entre sus funciones, destacamos (310):
e Participa en el remodelado 6seo: OPN regula la normal resorcion 6sea. Inhibe la

cristalizacion inhibiendo la formacion de hidroxiapatita (313) e inhibe la

calcificacion uniendo calcio.

e Tiene un importante papel en procesos de inflamacion aguda y crénica. Interviene
en la inmunidad celular, regulando a las células del sistema inmune. Ademas, tiene
funcion de citoquina tipo Thl, estimulando la quimiotaxis celular.

e Estad altamente expresada en diferentes canceres. OPN participa en procesos de
invasion tumoral y metéastasis.

e Aumenta en placas ateroscleréticas arteriales (314).

e OPN es un marcador de enfermedad coronaria: aumenta en casos de estenosis
valvular, infarto agudo de miocardio y artritis reumatica. Presenta efectos
anticalcificantes, evitando la mineralizacion patologica cardiovascular (315).

e Presenta una importante funcion en la reparacion de tejidos, estimulando la
proliferacidn celular y la fibrosis.

e Aumenta su concentracion en sobrepeso y obesidad (316).
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1.3.3.1 Papel de OPN en el cancer

Se sabe que la OPN es secretada por las células tumorales y es mediadora de la
tumorigénesis y de la progresion tumoral (317,318). Se ha demostrado el aumento de
concentracion sérica de esta proteina en cancer de mama, prdstata, pulmon, colon,
pancreas y ovario, asi como en carcinomas metastasicos (319).

La presencia de OPN ha sido fuertemente correlacionada en varios tipos de tumores
con el estadio tumoral, sugiriendo que tiene un importante papel en la invasion y
metéstasis (320).

Se considera un marcador util en la prediccién bioguimica de recurrencia,
demostrandose en cancer de prostata (321). Ademas, la concentracion de OPN en cancer
de células no pequefias de pulmdn, correlaciona con la respuesta terapeutica y la
supervivencia (322). En este estudio, los autores concluyeron que la OPN podria ser un

biomarcador util de enfermedad en los estadios iniciales de este tumor.

1.3.3.2 OPNenCHC

OPN, ademas de estar involucrada en numerosas enfermedades hepéticas no
malignas (323-327), se ha encontrado en plasma de pacientes con CHC y se considera
un marcador, mejor incluso que la AFP, para el diagndstico temprano de CHC
(328,329).

Muchos estudios han puesto de manifiesto que OPN es un potente biomarcador para
distinguir CHC de otras enfermedades hepaticas como la cirrosis y enfermedades
cronicas (327,330-332). En 2015, Chimparlee y cols., observaron que los valores
séricos de OPN eran mayores en pacientes con CHC que en controles sanos o con
enfermedad hepatica crénica (333).

OPN puede ser considerado como un marcador de mal prondstico de la enfermedad
tumoral (334-336) y de recurrencia temprana tras la cirugia hepatica (337,338). Duarte-
Salles y cols., en 2016, corroboraron que la presencia de OPN esta asociada
positivamente a un mayor riesgo de CHC. Ademas, los autores concluyeron que OPN
era un buen marcador bioguimico predictor de CHC en aquellos grupos de riesgo (339).

El mecanismo molecular mediante el cual OPN induce migracién celular, invasion y

metastasis en CHC, consiste en su interaccion con moléculas celulares como integrinas,

50



Introduccion

CD44 y vimentina (340-342). Estas moléculas, tras su union con OPN, estimulan el
proceso “EMT” en las células de CHC. Wang y cols., mediante estudios “in vitro” e “in
vivo” mostraron que la expresion génica de OPN era inducida por IL-6 (334). Esta es
una citoquina inflamatoria producida por macréfagos durante un estado de inflamacion,
tipico tras la cirugia hepatica, por lo que la IL-6 podria aumentar la metéstasis de CTCs
y la recurrencia del CHC post-operatoria a través de la induccién de OPN.

Varios autores concluyeron que el rendimiento diagnéstico de la OPN era similar a
la AFP, con sensibilidades y especificidades para el diagnostico de CHC muy similares,
por lo que OPN puede ser considerado un buen marcador para el diagnéstico del CHC
(343-345). Sin embargo, otros autores mostraron que AFP parecia ser mejor marcador
para la prediccién de CHC que la OPN (330). Otros estudios, mostraron que la OPN
resultaba ser mejor marcador que la AFP para establecer el prondstico de CHC
(346,347).

Ademas, segun algunos autores, la combinacion de OPN y AFP era mejor que el
empleo de cada uno de ellos por separado, ya que la sensibilidad y especificidad de
OPN para el diagnostico de CHC mejoraba en combinacion con AFP (339,347). Otros
sin embargo, concluyeron que la combinacion de ambos, no parecia mejorar el modelo
de prediccién de CHC (330).

1.3.4 Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF)
VEGF es un factor estimulador de la proliferacion de células endoteliales y la

angiogénesis. Muchos estudios han demostrado su asociacién con enfermedad avanzada

y un mal prondstico en varios canceres.

1.3.41 VEGF en CHC

VEGF, presenta un importante papel en el desarrollo de CHC, promoviendo la
supervivencia de las células tumorales y la angiogénesis (348,349). Se ha demostrado
que los niveles de VEGF, junto a otras citoquinas inflamatorias y pro-angiogénicas, son

mayores en pacientes con CHC que en pacientes sanos (350).
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Se sabe que la sobreexpresién de VEGF se asocia a proliferacion, trombosis portal,
agresividad tumoral y se considera un factor prondstico independiente de elevada
recurrencia y mal prondstico en CHC (351,352). Varios estudios han demostrado que
valores elevados de VEGF pueden predecir un mal prondstico tras reseccion hepética
(353), trasplante hepatico (354), ablacién por radiofrecuencia (355), tratamiento con
TACE (350,356,357), o0 tratamiento con quimioterapia (358).

Elevados niveles de VEGF, se han correlacionado con caracteristicas
clinicopatolégicas como, la presencia de metéstasis intrahepaticas y a distancia,
invasién vascular y estadios avanzados de la enfermedad, pudiendo ser un marcador (til
de invasividad tumoral y predictor de la supervivencia en estos pacientes (353,359-
361).

1.3.4.2  Factor de Crecimiento Endotelial Vascular C (VEGF-C)

VEGF-C es miembro de las citoquinas VEGF. Esta molécula ha demostrado poseer

actividades angiogénicas y linfangiogenicas. Estd involucrada en el desarrollo y
crecimiento del sistema vascular endotelial y a través de su receptor VEGFR3, regula
las células endoteliales linfaticas, actuando asi, como mitdgeno de estas células.
La expresion de VEGF-C esté asociada con cancer hematologico. Actiia como un factor
de supervivencia en la leucemia. Junto a la expresion de sus receptores, VEGF y VEGF-
C, generan una respuesta autocrina, favoreciendo la supervivencia de las células
cancerigenas y su proliferacion.

Ademas, la expresion de VEGF-C se ha puesto de manifiesto en tumores del tracto
gastrointestinal, el cual parece correlacionar con la invasion linfatica por el tumor,
metéastasis ganglionares y una corta supervivencia. Xiang y cols., en 2009, demostraron
que una elevada expresion de VEGF-C en tejidos de pacientes con CHC correlacionaba
de forma positiva con metastasis ganglionar y una corta supervivencia en estos
pacientes, concuyendo que VEGF-C se podia considerar como un factor de riesgo y mal

prondstico independiente en el CHC (362).
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1.3.5 Interleucina 8 (IL-8)

IL-8, también conocida como CXCLS8, es un pequefio péptido soluble de 8-10 KDa.
Es una interleucina multifuncional perteneciente a la familia de las quimiocinas CXC y
es una de las principales implicadas en la quimiotaxis de neutréfilos y en las respuestas
inflamatorias. Ademas, se considera un potente factor angiogénico tanto “in vivo” como
“in vitro” (363). Varios estudios han demostrado que la expresion de IL-8 esta
correlacionada con una mayor invasividad de las células tumorales, angiogénesis y
metastasis en varios tumores solidos, incluyendo el de ovario, colon, prostata y glioma
(364-367).

1.3.5.1 IL-8en CHC

Recientemente, varias investigaciones han determinado que las respuestas
inflamatorias o inmunitarias que ocurren dentro del microambiente del CHC
contribuyen al desarrollo general de CHC y se asocian al prondstico después del
tratamiento (368).

IL-8, estd expresada tanto en los tumores como en el suero de pacientes con CHC.
Akiba y cols., en 2001, demostraron que el 100% de casos de CHC expresaron IL-8. En
el estudio de Welling y cols., en 2012, se mostraron niveles superiores de IL-8 en
pacientes con CHC en comparacidn con pacientes con cirrosis. De forma semejante, en
el estudio de Yahida y cols.,, 2013, se encontraron niveles séricos de IL-8
significativamente superiores en pacientes con CHC (con y sin cirrosis) junto a niveles
disminuidos de antioxidantes, en comparacion con individuos sanos (369).

Niveles elevados de esta molécula en suero, correlacionan con la progresion de la
enfermedad hepética avanzada por CHC y con la aparicién de metastasis a distancia
(370), aungue el mecanismo no esta del todo esclarecido.

IL-8 esta expresada por diferentes tipos celulares: células tumorales del CHC,
células endoteliales, macréfagos y, recientemente, un estudio ha puesto de manifiesto
que IL-8 esta expresada principalmente por las células estelares hepaticas, el principal
componente celular del estroma hepatico (371). Estas células se activan por células
tumorales, citoquinas inflamatorias y factores derivados del tumor, y promueven la

invasion del CHC mediante la secrecion de factores como la IL-8 y otros (371,372). Los
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macréfagos son el componente principal en el infiltrado leucocitario de tumores (373).
En el estudio de Fu y cols., se demostr6 que los macréfagos que infiltran en el CHC son
capaces de inducir “EMT” en células de CHC, a través de la produccién de IL-8 (374).
Esta, promueve la migracion e invasion de células tumorales, a través de la activacion
de la via de sefializacion JAK2/STAT3/Snail (374), asociada en estudio previos esta via
al proceso “EMT” en distintos canceres (375,376). Fernando y cols., concluyeron que
IL-8 tenia un papel esencial en la adquisicion de caracteristicas mesenquimatosas e
invasivas de las células de CHC (377).

De foma reciente, se ha demostrado que el suministro “in vitro” de farmacos
anticancerosos (doxorrubicina y paclitaxel) a lineas celulares de céncer hepatico,
produce un aumento de la expresion de IL-8. Como consecuencia, IL-8 produce un
aumento del tamafio tumoral e induce una mayor resistencia a estos farmacos, a través
de la regulacion de ciertos genes de resistencia. Por otro lado, el silenciamiento del gen
de la IL-8, tiene como resultado un incremento del efecto del farmaco anticancerigeno y
una reduccion del tamafio de CHC en modelos de raton xenotransplantados (378).

Todos estos resultados sugieren que IL-8 esta estrechamente relacionada con pobres
respuestas terapéuticas y podria ser una diana terapéutica potencialmente Gtil, asi como

un indicador pronostico en el tratamiento del CHC.

54



Justificacion e hipo6tesis de trabajo

2. JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

55



Justificacion e hipo6tesis de trabajo

56



Justificacion e hipo6tesis de trabajo

El CHC ya es el segundo cancer mas mortal en el mundo (1), por lo que un pronto
diagndstico y tratamiento puede bloquear la progresién tumoral y mejorar el prondstico
de estos pacientes. A pesar de que el TOH se considera el tratamiento curativo de
eleccion, los trasplantes son escasos, debido a que estan indicados Unicamente en
pacientes que cumplen los Criterios de Milan (77), y existe una escasez de donantes, por
lo que, aumenta el tiempo en lista de espera durante el cual la enfermedad puede
progresar. Ademas, mas de un 10% de receptores de higado, presentan recurrencias
dentro del primer afio tras la cirugia, lo que conduce a la muerte de la mayoria de
pacientes (170). Este hecho nos sugiere que las CTCs, son una fuente importante de
metastasis y recurrencia en el CHC (135,171,172), por lo que la basqueda de nuevas
estrategias es necesaria para evitar las recidivas, o poder detectarlas lo antes posible.

La utilidad clinica de la deteccion de las CTCs ha sido demostrada en el cancer de
mama (105,379), el cancer colorrectal y de prostata metastasicos (380,381). Asi como
en el cancer pancreatico, gastrico, de vejiga y de pulmon entre otros (382-385). Pese a
que se cree que la deteccion de dichas células en sangre periférica podria tener un gran
interés con respecto a una pronta prediccion de recidivas (386-388), incluso superando
los resultados obtenidos con los marcadores tumorales séricos clasicos (389,390),
actualmente los estudios de CTCs en pacientes con CHC son escasos, debido
probablemente a la falta de métodos comerciales para la deteccion de células malignas
de este tipo de cancer.

Ademas, actualmente, el Unico marcador serolégico empleado en el manejo del
CHC es la AFP, pero su sensibilidad es limitada (36). Existe una urgente necesidad de
hallar biomarcadores dtiles en la deteccion temprana del cancer, su estadificacion,
prediccion de la respuesta al tratamiento y monitorizacion de la progresion de la
enfermedad (391).

Los objetivos que planteamos a continuacién podrian ser de gran utilidad en
pacientes con CHC en lista de espera para trasplante, con la finalidad de poder incluir la
deteccién de CTCs y otros biomarcadores serolégicos estudiados (MMP-1, VEGF-C,
OPN, GPC3 e IL-8) como una prueba mas de rutina a modo de biopsia liquida para
monitorizar la respuesta al tratamiento, pudiendo interrumpir rapidamente terapias
ineficaces y predecir el riesgo de enfermedad metastasica, planteando la siguiente
HIPOTESIS DE TRABAJO: elevadas concentraciones de CTCs y de otros

biomarcadores seroldgicos en sangre periférica de pacientes con CHC incluidos en lista
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de espera de trasplante hepéatico y sometidos a posterior trasplante, se asocian a la

progresion tumoral y a una supervivencia libre de recidiva mas corta tras la cirugia.
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El OBJETIVO PRINCIPAL de este trabajo es analizar las concentraciones de
CTCs en sangre periférica, junto a otros biomarcadores, en pacientes con CHC
sometidos a trasplante hepético, y establecer su relacion con la progresion de la
enfermedad y con la supervivencia tras el trasplante hepético, con los siguientes
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.  Realizar una descripcion de las distintas variables: CTCs, parametros
bioquimicos (hepaticos, inflamatorios y tumorales), hematolégicos y de coagulacidn,
antes y después del trasplante, y de las variables clinicas y demograficas de los
pacientes incluidos en el estudio.

2. Comparar los métodos CellSearch® e Isoflux®, para la determinacion de
CTCs en pacientes con CHC candidatos a trasplante hepatico.

3.  Establecer la relacion entre las CTCs y los distintos parametros
bioguimicos (hepaticos, inflamatorios y tumorales clasicos), hematologicos y de
coagulacion pre-trasplante, indicadores de progresion de enfermedad en pacientes con

CHC en lista de espera de trasplante hepatico.

4. Evaluar la asociacion entre el niumero de CTCs pre-trasplante y
parametros demograficos (edad) y clinicos (tiempo de inclusion en lista de espera para
el trasplante hepético y tiempo transcurrido desde el diagnostico, nimero de nodulos
tumorales, presencia/ausencia de invasion vascular y necrosis tumoral, etiologia del
CHC, namero de TACEs pretrasplante, presencia/ausencia de metastasis post-trasplante,

exitus post-trasplante), en pacientes con CHC.

5. Estudiar la asociacion de las concentraciones de MMP-1, VEGF-C, OPN,
GPC3 e IL-8, con respecto a los niveles de CTCs y marcadores tumorales clasicos del
CHC, antes y después del trasplante. También con respecto a los parametros clinicos

pre-trasplante.

6. Comparar las concentraciones de CTCs y otros marcadores tumorales
(AFP, MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3 e IL-8) entre los pacientes pre- y post-
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trasplantados. Asi mismo, comparar los niveles de estos marcadores antes y después del

trasplante, en pacientes con y sin invasién vascular tumoral.

7. Determinar el punto de corte del namero de CTCs pre-trasplante con
mejor sensibilidad y especificidad, para predecir recidiva post-trasplante, asi como
comparar su eficacia de prediccion de recidiva, con la eficacia de prediccion de la
determinacion de AFP y MMP-1.

8.  Establecer la relacion entre el nimero de CTCs pre-trasplante, con el

Tiempo de SG y el Tiempo de SLE tras el trasplante.
9.  Analizar la SG y Supervivencia Libre de Metastasis 0 Recidiva tras el

Trasplante Hepatico. Comparar las curvas de supervivencia entre grupos de pacientes

con diferentes caracteristicas clinicas y analiticas.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

63



Disefio experimental

64



Disefio experimental

4.1 PACIENTES Y AMBITO DE ESTUDIO

El estudio se ha realizado en la Unidad de Trasplantes del Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo, en el Servicio de Analisis Clinicos del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafia) y en la Unidad de Células
Tumorales Circulantes del Servicio de Oncologia Médica del Instituto de Investigacion
Sanitaria San Carlos (Madrid, Espafa).

Este ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafia) (anexo I).

La poblacion incluida son pacientes con el diagnéstico de CHC, dentro de los
criterios de Milan, en estadio inicial A o intermedio B segun el sistema de estadificacion
BCLC, candidatos a trasplante hepatico en los que, en la mayoria, en espera del mismo,
se realiza como terapia puente una quimioebolizacion transarterial, desde septiembre de
2014 (fecha en la que se extrajo la primera muestra del primer paciente incluido en el
estudio) hasta octubre de 2017 (38 meses). En este periodo se han incluido a 31
pacientes, con edades comprendidas entre 47 y 76 afios, con diagnostico de CHC, con
un total de 27 trasplantes hepaticos en el Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca. Uno de los pacientes no llego a ser trasplantado por exclusion de la lista de
espera y posterior fallecimiento, mientras que tres de los pacientes no fueron
trasplantados por fallecimiento anterior al trasplante.

La tabla 8 recoge las principales caracteristicas clinico-demogréaficas de todos los

pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 8. Principales caracteristicas clinico-demogréficas de la cohorte de estudio. (VHC: virus Hepatitis
C; VHB: virus Hepatitis B; ALCH: enolismo; EHNA: esteatosis no Alcohdlica; HEMO: hemocromatosis;
GLUCOG: glucogenosis tipo IllI; CRIPTO: criptogénica; Fe: sobrecraga férrica; LOES: lesiones

ocupantes de espacio; TACES: quimioembolizaciones transarteriales).

Sexo (n=31) N (%)
Hombre 29 (93,5)
Mujer 2 (6,5)
Edad (n=31) N (%)
<55 (afos) 9 (29)
>55 (afios) 22 (71)
Candidatos a trasplante (n=31) N (%)
No trasplantados 4 (13)
Si trasplantados 27 (87)
LOES (n=31) N (%)
Unica 15(48,4)
Multiples 16 (51,6)
Etiologia cirrosis (n=31) N (%)
VHC 10 (32,3)
ALCH 6 (19.4)
VHC+ALCH 6 (19,4)
CRIPTO 3(9,7)
EHNA 13,2
VHB 1(3,2)
HEMO 1(3,2)
VHB+VHC 1(3,2)
VHC+ALCH+FE 1(3,2)
GLUCOG 1(3,2)
TACES (n=31) N (%)
Ninguna 6 (19,4)
1 0més 25 (80,6)

Dias en Lista de Espera (n=31)
Media: 150,25+152,91
Mediana: 99 (RI: 42-210)
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4.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se ha desarrollado un estudio analitico observacional de cohortes dindmicas
prospectivas, en el que se han analizado los datos obtenidos de una cohorte de pacientes
trasplantados hepaticos por CHC entre septiembre de 2014 y octubre de 2017, dentro
del programa de Trasplante Hepético del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (Murcia).

Se ha realizado un seguimiento de la cohorte de pacientes, siguiendo una serie
temporal, con la siguiente periodicidad:

1. Muestras Pre-trasplante.

2. Muestras post-trasplante:

e Al mes después del trasplante.
e A los 6 meses después del trasplante.
e Al afio post-trasplante.

e Alos 2 afios después del trasplante

En total 31 pacientes han sido analizados en el presente estudio, con un tiempo
mediano de seguimiento de 24 meses (RI: 13-35), un tiempo minimo de seguimiento de
2 meses y un tiempo maximo de seguimiento de 37 meses, teniendo en cuenta como
fecha inicial la primera extraccion sanguinea pre-trasplante de cada uno de los pacientes
y la fecha final de seguimiento, la fecha de cierre de la base de datos (octubre de 2017)
0 en su caso, la fecha de fallecimiento.

De los 27 pacientes sometidos a trasplante, a 21 pacientes se les extrajo muestras
sanguineas hasta el afio, y a 15 de ellos se les extrajo hasta los 2 afios post-trasplante. A
6 pacientes de los 27 trasplantados, se les extrajo muestras hasta los 6 meses 0 menos
tras el trasplante.

Un total de 31 muestras sanguineas pre-trasplante, 25 muestras al mes post-
trasplante, 18 muestras a los 6 meses post-trasplante, 21 muestras al afio post-trasplante

y 15 muestras a los 2 afios post-trasplante, se recogieron en el presente estudio (tabla 9).
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Tabla 9. Muestras extraidas a cada paciente incluido en el estudio.

Paciente = Pre-Trasplante 1 mes post- 6 meses post- 1 afio post- 2 afos post- Exitus
trasplante trasplante trasplante trasplante
1 ° *
2 ° ° ° . °
3 ° . . . °
4 ° . . L2
5 ° L2
6 ° . ° .
7 ° . . . °
8 ° ° ° ¢
9 ° . ° ° .
10 ° ° ° 'S
11 . . ° °
12 . . ° ° °
13 ° . ° °
14 . . ° °
15 ° . ° °
16 ° ° ° ° 'S
17 ° ° ° ° °
18 ° ° ° °
19 ° ° ° °
20 ° ° ° °
21 ° ° ° ° °
22 ° .
23 ° °
24 ° ° ° ° °
25 ° ° °
26 ° ° °
27 ° ° °
28 ° ° ° °
29 ° ° °
30 ° *
31 ° ° ° .

68



Disefio experimental

4.3 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

4.3.1 Criterios de Inclusién

Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes cuya edad estuviese comprendida
entre 18-80 afios. Candidatos a trasplante hepatico con el diagnostico de CHC
cumplidores de los criterios de Milan (tumor Gnico menor o igual a 5 centimetros o0 no
mas de 3 nddulos, no superando el mayor los 3 centimetros). El diagnéstico de CHC fue
realizado de acuerdo a criterios clinicos, biologicos y radiolégicos. Se establecio en base
a la presencia de al menos dos exploraciones de imagen compatibles o la existencia de
un diagndstico histoldgico compatible. Los pacientes entraron a formar parte de la lista
de espera tras haber sido evaluados en la Comision de Trasplantes. Todos ellos o sus
familiares, en caso de imposibilidad por parte del paciente, firmaron un Consentimiento
Informado Especifico para acceder a la lista previa al trasplante. Ademas, todos ellos
firmaron debidamente el Consentimiento Informado Especifico para formar parte del

estudio (anexo I1).

4.3.2 Criterios de exclusién

Se desestimaron aquellos pacientes diagnosticados de CHC fuera de los criterios de

Milan, y aquellos que presentaron CHC metastasico.

44 MUESTREO

La seleccion de la muestra se realiz6 de forma no randomizada y consecutiva,

siempre y cuando los pacientes cumplieron los criterios de inclusion anteriormente

expuestos.
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45 VARIABLES DEL ESTUDIO

4.5.1 Datos demogréaficos

e Edad: se expresé en afios, en el momento de la inclusion en lista de espera para

trasplante hepatico.

4.5.2 Parametros analiticos pre y post-trasplante

45.2.1 CTCs en sangre

e CTCs Isoflux®: niveles de Células Tumorales Circulantes en sangre periférica,
medidos por el sistema Isoflux®. CTCs/10 mL de sangre.
e CTCs CellSearch®: niveles de Células Tumorales Circulantes en sangre

periférica, medidos por el sistema CellSearch®. CTCs/7,5 mL de sangre.

45.2.2 Pardmetros bioguimicos

e Glucosa sérica: el rango de referencia se encuentra entre 82-115 mg/dL.

e Albumina sérica: el rango de referencia se encuentra entre 3,5-5,2 g/dL.

e Ferritina sérica: el rango de referencia se encuentra entre 30-400 ng/mL.

e TG: triglicéridos en suero. El rango de referencia es inferior a 150 mg/dL.

e Colesterol total: el rango de referencia es inferior a 190 mg/dL.

o LDH: lactato deshidrogenasa. El rango de referencia se encuentra entre 135-225
UI/L.

e BT: bilirrubina total en suero. El rango de referencia se encuentra entre 0,05-
1,20 mg/dL.

e GOT: transaminasa glutdmico-oxalacética (GOT) o aspartato aminotransferasa

(AST). El rango de referencia se encuentra entre 5-40 U/L.
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GPT: transaminasa glutamicopirtvica (GPT) o alanina aminotransferasa (ALT).
El rango de referencia se encuentra entre 5-41 U/L.

GGT: gamma glutamil aminotrasferasa. El rango de referencia se encuentra
entre 10-71 U/L.

ALP: fosfatasa alcalina. El rango de referencia se encuentra entre 40-130 U/L.
PCR: proteina C reactiva. El rango de referencia se encuentra entre 0-0,50
mg/dL.

4.5.2.3 Marcadores tumorales cléasicos

AFP sérica: alfa-fetoproteina. El rango de referencia se encuentra entre 0-11
ng/mL.
CEA sérico: antigeno carcinoembrionario. El rango de referencia se encuentra

entre 0-5 ng/mL.

45.2.4 Otros marcadores tumorales

GPC3 sérico: glipicano 3, medido en ng/mL.

MMP-1 sérica: metaloproteasa de Matriz 1. Medida en ng/mL.

VEGF-C en suero: factor de crecimiento endotelial vascular C. Medido en
ng/mL.

OPN plasmatica: osteopontina humana, medida en ng/mL.

IL-8 plasmética: interleucina 8, medida en pg/mL.

45.2.5 Pardmetros hematoldgicos

Plaquetas en sangre: el rango de referencia se encuentra entre 150-350
x10%/uL.
Leucocitos Totales en sangre: el rango de referencia se encuentra entre 4,5-11
x10%/uL.
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RNL: ratio Neutréfilos-Linfocitos.

45.2.6 Parametros de coagulacién

TP: tiempo de protrombina, medido en segundos. El rango de referencia se
encuentra entre 9,4-12,5 segundos.

45.3 Variables clinicas

Etiologia cirrosis: origen de la enfermedad hepatica subyacente al CHC.
Especificamos 10 etiologias diferentes: enolismo (ALCH), infeccion por virus
Hepatitis C (VHC), infeccion por virus Hepatitis B (VHB), esteatosis no
alcoholica (EHNA), hemocromatosis (HEMO), glucogenosis Il (GLUCOG),
criptogénica (CRIPTO), infeccion por virus Hepatitis C+B (VHC+VHB),
infeccion por virus Hepatitis C+enolismo (VHC+ALCH), infeccion por virus
Hepatitis C+enolismo+sobrecarga férrica (VHC+ALCH+Fe).

TACES: numero de quimioembolizaciones transarteriales realizadas antes del
trasplante.

Invasion: presencia o ausencia de invasion vascular por el tumor hepatico
determinada por biopsia del higado afecto trasplantado.

Necrosis: presencia 0 ausencia de necrosis del tejido tumoral determinada por
biopsia del higado afecto trasplantado.

LOES: numero de lesiones ocupantes de espacio o nddulos tumorales presentes,
determinadas por biopsia del higado afecto trasplantado, o en su defecto, por
pruebas de imagen pre-trasplante.

Tiempo en lista: dias que el paciente estd en lista de espera de trasplante
hepético, desde que firma el Consentimiento Informado para ser incluido en ella,
hasta la extraccién de la primera muestra pre-trasplante.

Tiempo desde el diagndstico: meses transcurridos desde el diagndstico de CHC
hasta la extraccién de la primera muestra pre-trasplante.

Exitus: fallecimiento o supervivencia del paciente durante el periodo de estudio.
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Metéstasis/Recidiva: presencia o ausencia de metastasis o recidiva tumoral tras
el trasplante hepatico, durante el periodo de estudio.

SG desde el diagnostico: supervivencia general desde el diagnostico, medido en
meses, se calcula teniendo en cuenta el periodo de tiempo comprendido entre la
fecha del diagnostico y el éxitus, si lo hubiera. Si el paciente no ha fallecido, se
considera la supervivencia del paciente hasta el cierre de la base de datos.

SG desde el trasplante: supervivencia general desde el trasplante, medido en
meses, se calcula teniendo en cuenta el periodo de tiempo comprendido entre la
fecha de realizacion del trasplante y la fecha del éxitus, si lo hubiera. Si el
paciente no ha fallecido, se considera la supervivencia del paciente hasta el
cierre de la base de datos.

Supervivencia Libre de Enfermedad: medido en meses, se calcula teniendo en
cuenta el periodo de tiempo comprendido entre la fecha de realizacion del
trasplante y la fecha de la recidiva o metastasis, si la hubiera. Si el paciente no
ha recidivado, se considera la supervivencia del paciente hasta el cierre de la
base de datos.

Tiempo de seguimiento: medido en meses, se calcula teniendo en cuenta el
periodo de tiempo comprendido entre la fecha de la primera extraccion y la

fecha de cierre de la base de datos, o fecha de fallecimiento si lo hubiera.

4.6 RECOGIDA DE VARIABLES

Para la determinacion de CTCs por el sistema Isoflux® se obtuvieron muestras de

sangre total en tubos con &cido etilendiaminotetraacético o EDTA (BD Vacutainer®) de

10 mL de cada uno de los pacientes. Para la determinacién de CTCs por el método

CellSearch®, se recolectdé muestras de sangre total en tubos CellSave (Janssen
Diagnostics, LLC) de 10 mL.

Ademas, a cada uno de los pacientes se les extrajo una muestra de sangre total en

tubo EDTA (BD Vacutainer®) para la determinacion de los parametros hematoldgicos,

una muestra de suero en tubo de suero sin anticoagulante (BD Vacutainer®) para la

determinacion de los parametros bioquimicos y tumorales clasicos y una muestra de
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coagulacién en tubo de citrato sodico (BD Vacutainer®) para la determinacion de los
parametros de coagulacion.

También, a cada uno de los pacientes, se le extrajo un segundo tubo de suero sin
anticoagulante (BD Vacutainer®) y un segundo tubo de sangre total EDTA (BD
Vacutainer®), los cuales fueron centrifugados, alicuotados y congelados a -20°C, para la
determinacion posterior de otros marcadores tumorales de CHC en suero y plasma
(figura 10).

De todos estos tubos, los destinados a la determinacion de CTCs fueron los ltimos
en extraerse. De esta manera, descartamos la primera fraccion sanguinea, evitando la
presencia de células epiteliales no tumorales procedentes de la puncion, que podrian
causar resultados falsos positivos de CTCs.

Tanto la determinacion de CTCs, como la determinacion de los parametros
bioguimicos, hematologicos y de coagulacion se llevo a cabo repetidamente en distintos
periodos de tiempo: una vez incluidos los pacientes en lista de espera de trasplante
hepatico (muestras pre-TOH). Las siguientes extracciones se realizaron al mes, 6 meses,
1 afio y a los 2 afios después del trasplante (muestras post-TOH).

Las variables demograficas y clinicas, se obtuvieron a partir de la historia clinica de
cada paciente.

Los datos fueron recogidos en una base de datos prospectiva construida al inicio del

estudio, en la que quedaron reflejadas todas las variables previamente expuestas.

Parametros Otros marcadores CTCs por CTCs por
hematoldgicos, tumorales en suero Isoflux® CellSearch®
bioguimicos y y plasma (MMP-1,

tumorales clasicos OPN, GPC3,
y de coagulacion. VEGF-C, IL-8)

Figura 10. Secuencia de tubos de sangre extraidos a cada paciente en cada extraccion.
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4.7 METODOS ANALITICOS

4.7.1 Aislamiento y deteccion de CTCs por el sistema Isoflux® (Fluxion
Biosciences Inc, South San Francisco, CA)

Una vez obtenidas las muestras sanguineas, fueron mantenidas a temperatura

ambiente y procesadas dentro de las primeras 36 horas tras la extraccion.

e FEnrigquecimiento de CTCs:

Para el aislamiento inmunomagnético de las CTCs, en primer lugar, se realizd una
separacion celular en gradiente en tubos Leucosep™ de 50 mL (Greiner Bio-One,
Monroe, NC), preparados con 15 mL de Ficoll (Ficoll-Pague™ Plus) (GE Healthcare,
Pittsburgh, PA) y 5 mL de Tampon fosfasto salino sin calcio ni magnesio (PBS-CMF),
para recuperar la fraccion de células mononucleadas de la sangre, tras la centrifugacion
a 800xg durante 15 minutos, sin freno.

Posteriormente, se decantd el sobrenadante (20 mL) a un tubo conico de 50 mL, el
cual se centrifugd a 280xg durante 10 minutos.

Seguidamente, se aspir6 el sobrenadante, dejando el pellet celular (500 pL), que se
resuspendié en Binding buffer y se transfirio6 a un tubo de 2 mL, adquiriendo un
volumen final de muestra de 1 mL, mantenido en hielo.

La fraccion de células mononucleadas recuperada, se mezclé con 40uL de Fc
blocker reagent y se incub6 durante 5 minutos.

La muestra celular se incubd, posteriormente, con una suspension de 40 uL de
particulas magnéticas recubiertas de anticuerpos anti-EpCAM, durante 2 h a 4°C en
rotacion suave, con el Kit IsoFlux Circulating Tumor Cell Enrichment de Fluxion

Biosciences (South San Francisco, CA).

e Aislamiento de CTCs:

Tras la incubacién, se procedi6 al paso de la muestra a través de un canal
microfluidico y posterior seleccion magnética en el Sistema IsoFlux® (Fluxion

Biosciences Inc, South San Francisco, CA).
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El sistema Isoflux® emplea unos cartuchos que contienen cuatro depdsitos: entrada
de la muestra, zona de lavado, zona de aislamiento (CellSpot), y depdsito de residuos.
Todos estan conectados por un canal de flujo de microfluidos en la parte inferior del
dispositivo. Las muestras se cargaron en el pocillo de entrada del cartucho
microfluidico. Aplicando una presion (2 psi) en la zona de entrada de la muestra, las
muestras alcanzaron un caudal de 20 uL. por minuto, atravesando el canal en menos de
45 minutos. Las células EpCAM+ unidas a las particulas inmunomagnéticas, quedaron
retenidas en la membrana de la zona de aislamiento del cartucho (disco polimérico), en
presencia de un campo magnético externo. Las células restantes se recogieron en el
pocillo de desechos. Las células diana aisladas, se recuperaron del disco CellSpot,
donde quedaron retenidas en su superficie, a través de su desacoplamiento, pipeteado y
dispensado en un tubo de microcentrifuga, con 200 pL de Binding buffer para su

posterior procesamiento (figura 11).

P

Zonade Introduccién
lavado muestra

b ' _‘.'_

Zona Aislamiento Residuos

Figura 11. Sistema Isoflux®. Cartucho de Isoflux®, con sus cuatro depoésitos: entrada de la muestra,
depésito de lavado, zona de aislamiento, y depdsito de residuos. Procesamiento de la muestra a través del
canal microfluidico, aislamiento de CTCs en presencia de un campo magnético y transferencia de CTCs a
un tubo de microcentrifuga.

e Contaje de CTCs:

A continuacion, se procedido a la tincion inmunofluorescente de las muestras
utilizando el Circulating Tumor Cell Enumeration Kit (Fluxion Biosciences Inc, South
San Francisco, CA). La tincion se realizd sobre un portaobjetos empleando los
siguientes anticuerpos marcados:

- Anticuerpo anti-CD45 marcado con cianina Cy™3, especifico de leucocitos (las

células se tifieron primero con 25 pL de anticuerpo anti-CD45 humano policlonal de
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conejo, 15 minutos a temperatura ambiente, seguido de su lavado e incubacion con
anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado con Cy3, 15 minutos en oscuridad).

- Anticuerpo anti-CK marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), 1 hora a
temperatura ambiente, especifico de la CK intracelular caracteristica de la célula
epitelial (previa permeabilizacion celular con 25 pL de tampon con Triton X-100 al
0,2%, 10 minutos a temperatura ambiente).

- 5 pL de medio de montaje con Hoechst 33342 para la tincién del nucleo.

Las CTCs teniidas se montaron en placas de vidrio multipocillo Sensoplate™
(Greiner Bio-One). Se cubrieron y se almacenaron a 4°C hasta su visualizacion.

Posteriormente se procedié a la observacién bajo microscopio de fluorescencia con
filtros de excitacion/emision para FITC (495nm/521nm), Cy™3 (550nm/570nm) y
Hoechst (361nm/497nm), con objetivos de 100x y 400x y con software de imagenes
(BioFlux Montage, Fluxion Biosciences Inc).
Las CTCs fueron consideradas celulas morfolégicamente intactas, nucleadas, CK
positivas y CD45 negativas.

4.7.2 Aislamiento y deteccion de CTCs por el sistema CellSearch®

(Menarini Silicon Biosystems)

Igual que para el método Isoflux®, una vez obtenidas las muestras sanguineas,
fueron mantenidas a temperatura ambiente y procesadas dentro de las primeras 36 horas
tras la extraccion.

El aislamiento de CTCs se llevdo a cabo por inmunomaganetismo, empleando
anticuerpos anti-EpCAM unidos a particulas magnéticas. La identificacion y el contaje
de las CTCs fue llevada a cabo empleando el CellSearch Epithelial Cell Kit, con el
sistema Celltracks Autoprep® System (Janssen Diagnostics, LLC) (figura 12). Este
sistema permitié un aislamiento automatico, asi como la inmunotincion de las células
aisladas con anticuerpos anti-CKs (CK8, 18, 19), anti-CD45, y 4’,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI):

- Anti-CK-ficoeritrina (PE): especifico para la proteina CK intracelular, (CKS8,
CK18, CK19).
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- DAPI: marcador que tifie el nucleo de todas las células nucleadas. Por ello, marca
tanto los leucocitos, como las células epiteliales.

- Anti-CD45-Aloficocianina (APC): especifico para marcar los leucocitos.

Tras la incubacion de la muestra, se capturd una imagen a través del Sistema Cell-
tracks Anlyzer 11® (Janssen Diagnostics, LLC), un sistema de microscopia
semiautomatico basado en fluorescencia que permite la reconstruccion computerizada
de iméagenes celulares (figura 12).

Las CTCs fueron definidas como células morfolégicamente intactas, nucleadas,

CK’s positivas, y CD45 negativas.

CELLTRACKS®AUTOPREP® System CELLTRACKS ANALYZER II® System

Figura 12. Sistemas Celltracks Autoprep® y Celltracks Analyzer 11®

4.7.3 Determinacion de parametros bioquimicos, hematoldgicos y de

coagulacion

Las determinaciones bioquimicas fueron llevadas a cabo por métodos enzimaticos,
colorimétricos, e inmunoturbidimétricos en el modulo analitico Cobas ¢711 (Roche
Diagnostics, Switzerland). La determinacion de los parametros hematoldgicos fue
llevada a cabo mediante citometria de flujo fluorescente por el sistema Sysmex
XE5000, y de los de coagulacion, determinados por ACLTOP 300 (Werfen).

4.7.4 Determinacion de marcadores tumorales clasicos: AFP y CEA

Los niveles séricos de AFP y CEA fueron obtenidos a través de un inmunoensayo de

electroquimioluminiscencia (ECLIA) en el en el modulo analitico Cobas e 601 del
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analizador Cobas 8000 Modular Analyzer series (Roche Diagnostics, Basel,

Switzerland).

475 Determinacion de otros marcadores tumorales

Se determinaron los niveles séricos de MMP-1, VEGF-C, GPC3 vy los niveles
plasmaticos de OPN e IL-8, mediante un ELISA en fase sélida, especifico para cada uno
de los marcadores (MyBiosource, Inc, San Diego, USA; Enzo Life Sciences Inc.,
Farmingdale, NY; Invitrogen™ Corporation, Frederick, MD), consistente en un
enzimoinmunoensayo cuantitativo tipo sandwich, siguiendo las instrucciones de cada
fabricante.

Los Kits incorporan una placa de 96 pocillos, con anticuerpos monoclonales
especificos de estas moléculas unidos en el fondo de cada pocillo. Tras la adicion de la
muestra y los estandares, un segundo anticuerpo policlonal conjugado, lavado y
finalmente adicion del sustrato, se produjo un cambio de color medido
espectrofotométricamente, que fue proporcional a la concentracion de cada marcador
(tabla 10 y figura 13).

La lectura de las concentraciones de cada marcador se realiz6 a partir de la
extrapolacion de las absorbancias de cada una de las muestras en la recta patron en la
que se representaba la absorbancia frente a la concentracioén conocida de cada uno de los

estandares.

A ,
¥ ) Y :
A $GA S 2 —

Figura 13. ELISA tipo sdndwich. Tras el empleo de un anticuerpo 1° y un anticuerpo 2° conjugado a un
enzima, especificos de la molécula en estudio y tras la adicién de un sustrato, se genera un cambio de
color en el medio que puede ser medido espectrofotométricamente.
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Tabla 10. Anticuerpos, conjugados, sustratos y longitudes de onda, empleados en la medicion
espectofotométrica de los diferentes marcadores estudiados.

Marcador Anticuerpo 1° Anticuerpo 2° 0 Sustrato Longitud
Conjugado de
onda
MMP-1 Anticuerpo monoclonal Anticuerpo policlonal Sutrato de 450 nm
(MyBiosource, Inc.) especifico de MMP-1 conjugado con peroxidasa Ay
peroxidasa de rabano B
OPN Anticuerpo monoclonal Estreptavidina p-nitrofenil 405 nm
(Enzo Life Sciences biotinilado especifico para conjugada con fosfato
Inc.) OPN Fosfatasa Alcalina
VEGF-C Anticuerpo monoclonal Estreptavidina Tetrametil- 450 nm
(Enzo Life Sciences biotinilado especifico para conjugada con benzidina
Inc.) VEGF-C peroxidasa de rdbano
GPC3 Anticuerpo monoclonal Anticuerpo policlonal Solucién 450 nm
(MyBiosource, Inc.) especifico de GPC3 conjugado con Cromogena Ay
peroxidasa de rabano B
IL-8 Anticuerpo monoclonal Estreptavidina Tetrametil- 450 nm
(Invitrogen™ biotinilado especifico para conjugada con benzidina

Corporation)

IL-8

peroxidasa de rabano

4.8 ANALISIS DE DATOS

1. Se realizd la estadistica descriptiva de cada una de las variables consideradas,
utilizdndose para las variables cuantitativas, la media + la desviacion estandar y
mediana + rango intercuartilico. Para las variables cualitativas se utilizaron las
frecuencias y sus porcentajes. Se realizd el test Shapiro-Wilk para comprobar la

distribucion de las distintas variables.

2. Para ver si existian diferencias entre el recuento de CTCs obtenido por los
métodos CellSearch® e Isoflux®, se realizé el test U de Mann Whitney. Para evaluar la

concordancia entre ambos métodos, se empleo el test de Bland-Altman.

3. Con el fin de conocer la posible correlacion entre la concentracion de CTCs y las
variables bioguimicas, hematoldgicas y de coagulacién necesarias para el manejo del

CHC antes del trasplante, se llevo a cabo el test de correlacion de Spearman. Ademas,
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para conocer si habia diferencias importantes en los niveles medianos de CTCs entre
niveles patoldgicos y no patolégicos de los parametros bioquimicos, hematologicos y de

coagulacidn, se empled el test U de Mann Withney.

4. Para estudiar si existia asociacion entre los niveles de CTCs pretrasplante y las
diferentes variables clinicas y demograficas, se empleé el test de correlacion de
Spearman (cuando las variables eran cuantitativas) y los test U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis (cuando las variables eran cualitativas).

5. Para el estudio de la asociacion de los diferentes marcadores tumorales (MMP-1,
VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8) con los niveles de CTCs y AFP, antes y después del
trasplante, se empleo el test de correlacion de Spearmann.

Asi mismo, para estudiar la asociacion de los niveles de estos marcadores pre-trasplante
con los parametros clinicos, se empled el test de correlacion de Spearman (para
variables cuantitativas), y los test U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis (para variables

cualitativas).

6. Para comparar los niveles medianos de CTCs y otros marcadores tumorales
(AFP, MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8) entre pacientes pre-trasplantados y post-
trasplantados empleamos el test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras

relacionadas.

7. Para la prediccion de recidiva post-trasplante, se empled el Analisis “Receiver
Operating Characteristic” (ROC). Se estim6 el Area Bajo la Curva (AUC) para
comparar la eficacia de prediccion de recidiva del contaje de CTCs pre-trasplante
medidas por el sistema Isoflux®, con la determinacion de AFP y MMP-1. Asi mismo, se
determino el punto de corte del nimero de CTCs y los otros dos marcadores, con mejor

sensibilidad y especificidad, correspondiente al maximo indice Youden.

8. Para el estudio de la correlacidon de los niveles de CTCs pre-trasplante, con los

tiempos de SG y SLE tras el trasplante, se empled el test de correlacion de Spearman.

9. El analisis de la SG y Supervivencia Libre de Metastasis o Recidiva tras el

trasplante hepatico se realiz6 con el método de Curvas de supervivencia Kaplan-Meier.
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La comparacién de las curvas de supervivencia entre grupos de pacientes con CHC con
diferentes caracteristicas clinicas y analiticas, se llevd a cabo con el Log-Rank test
(Mantel-Cox).

Los datos se analizaron con el software SPSS v. 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL), y el
software MedCalc 15.8.
En todas las situaciones, se considerd asociacion estadistica aquella en la que el

valor de la p resulto ser inferior a 0.05.
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5.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES

En la tabla 11 se muestran los niveles de CTCs determinados por el sistema Isoflux®
en los 31 pacientes, antes y después del trasplante.

En la tabla 12 se muestran los valores de los pardmetros bioquimicos pre-trasplante
y en la tabla 13 se muestran los valores de los marcadores de inflamacion, tumorales,
hematoldgicos y de coagulacion pre-trasplante obtenidos, de los 31 pacientes incluidos
en el estudio.

En las tablas 14, 15, 16, 17, 18, y 19 se muestran los valores respectivos obtenidos
de AFP, GPC3, MMP-1, VEGF-C, OPN e IL-8 pre y post-trasplante.

Del total de 31 pacientes incluidos, 9 de ellos (29%) fallecieron durante el estudio,
de los cuales, 4 fallecieron antes de ser trasplantados y 5 después del trasplante. De
estos ultimos, 3 presentaron recidiva tumoral 0 metastasis extrahepaticas a los 6 meses
tras la cirugia, uno de ellos (paciente 4), presentd metastasis 6sea, pulmonar y hepatica.
Otro (paciente 10), metastasis suprarrenal bilateral y un tercero (paciente 16), metastasis

Oseas y hepaticas.

En las tablas 20, 21 y 22 se muestran las variables demograficas y clinicas de los 31

pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 11. Niveles de CTCs medidos por el sistema Isoflux® antes y después del trasplante (al mes, a los 6
meses, al afio y a los 2 afios) (CTCs: células tumorales circulantes: Tx: trasplante).

Paciente CTCs/10mL CTCs/10mL CTCs/10mL CTCs/10mL =~ CTCs/10mL
Pre-tx 1 mes post-tx 6 meses post-tx = 1 afio post-tx = 2 afios post-tx
1 16 - - - -
2 20 4 9 104 42
3 44 0 100 2 56
4 91 0 2 - -
5 36 - - - -
6 53 17 - 4 1
7 23 1150 15 2 1
8 8 204 0 - -
9 102 0 214 1 90
10 9 1 1 -
11 539 70 - 0 7
12 165 131 11 1 0
13 448 3 - 9 3
14 13 6 - 0 1
15 181 9 - 0 2
16 1768 13 6 6 -
17 0 1 68 0 3
18 0 6 - 0 7
19 0 4 - 2 9
20 10 1 0 1 -
21 8 11 1 10 6
22 23 - - - -
23 2 2 - - -
24 188 24 1 3 9
25 3 - 4 1 -
26 0 - 0 10 -
27 0 1 33 - -
28 1 4 0 2 -
29 3 3 - 7 -
30 3 - - - -
31 1 0 0 - -
Shapiro-Wilk 0,398 0,311 0,549 0,346 0,631
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Media+ SD 121,22+330,84 66+230,63 25,83+54,22 7,85+22,28 15,80+26,15
Mediana (RI) 13 (2-91) 4 (1-15) 3(0-19,50) 2 (0,50-6,50) 6 (1-9)
Minimo 0 0 0 0 0
Méaximo 1768 1150 214 104 90
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Tabla 12. Parametros bioquimicos pre-trasplante. (Glu: glucosa; Alb: albimina; Ferrit: ferritina; TG: triglicéridos; Colest: colesterol; GOT: transaminasa glutamico-
oxalacética; GPT: transaminasa glutamicopirdvica; GGT: gamma glutamil aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; BT: bilirrubina total; ALP: fosfatasa alcalina).

Paciente
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Glu

mg/dL

148
123
147
105
117
83
146
173
102
121
96
121
119
137
101
88
95
100
159
88
86

Alb
g/dL

35
3,4
39
3,7
48
3
39
4
39
43
3,4
49
4,6
43
42
4
43
43
3,6
3,6
2,4

Ferrit
ng/mL
32
380
886
262
334
23
28
239
43
16
228
24
84
2536
102
1120
31
175
20

TG
mg/dL
79
105
152
78
103
80
84
84
85
120
102
114
104
153
169
112
93
143
126
51
51

87

Colest
mg/dL
104
150
171
112
132
157
142
152
192
170
192
198
198
192
169
173
185
145
168
169
101

GOT
U/L
43
145
125
85
122
233
65
26
34
23
42
38
34
34
101
50
115
66

27
85

GPT
U/L
42
108
68
62
140
144
83
20
30
19
19
36
25
23
120
21
130
54
14
14
43

GGT
u/L
236
338
787

45
212
74
108
65
99
34
40
89
106
75
60
100
7
52
66
79
50

LDH
uU/L
204
332
203
138
204
310
187
221
190
149
289
237
187
158
199
223
179
178
185
271

BT
mg/dL
0,53
0,86
0,77
1,24
0,77
3,48
0,85
0,64
1,71
0,6
1,98
1,05
0,66
0,45
1,37
0,87
1,04
0,84
1,02
0,59
9,34

ALP
u/L
198
186
268
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22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
Shapiro-

Wilk
p
Media

SD
Mediana

RI

126
113
186
195
135
84
110
63
143
106
0,961

0,308
119,87
31,39
117
96-143

3,2
2,9
3,6
3
47
47
3.8
3,4
4.4
4
0,979

0,774
3,86
0,61
3,90

3,40-4,30

79 196 160 146 38
170 118 210 40 20
113 190 210 58 39

48 74 95 46 26

62 145 188 33 18

61 70 113 35 42
587 135 179 35 29
204 80 105 104 71

31 108 167 36 27

20 138 211 30 22

0,530 0,960 0,931 0,804 0,793

<0,001 0,290 0,048 <0,001 <0.001
273,72 111,03 161,61 68,53 49,90
508,19 37,01 34,54 48,87 39,37

84 105 169 44,50 36

31-250,50 80-138 142-192 34-101,75 21-68

88

335
154
187
29
85
65
60
193
156
122
0,618

<0,001
134,77
144,97
85
60-156

234
216
221
199
218
176
228
288
141
0,937

0,084
212,58
48,4
204
182-231

1,37
0,23
2,59
3,85
0,97
0,75
0,74
1,04
0,6
0,66
0,529

<0,001
1,40
1,68
0,86
0,66-1,37

358
173
117
63
159
141
186
266
94
120
0,938

0,355
176,40
75,87
173
120-198
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Tabla 13. Marcadores de inflamacion, tumorales, hematoldgicos y de coagulacién pre-trasplante. (PCR:
proteina C reactiva; AFP: alfa fetoproteina; CEA: antigeno carcinoembrionario; PQ: plaquetas; RNL:
ratio neutrdfilos-linfocitos; TP: tiempo de protrombina).

Paciente PCR AFP CEA PQ Leucocitos RNL TP
mg/dL ng/mL  ng/mL x103 x10% seg
1 2,33 1139 8,6 111 6,11 4,19 12,5
2 0,24 27 6,9 67 5,52 4,19 13,2
3 2,24 2 14 103 4,22 1,79 10,4
4 - 2 3,2 89,2 4,08 2,71 12,7
5 0,04 31 - 97,5 44 1,26 10,8
6 0,93 6 8,3 45,9 3,24 4,41 15,2
7 0,19 3 4,5 56,7 4,58 2,69 12,1
8 0,81 1 2,5 109 44 3,33 13
9 0,5 2 58 58,4 4,63 1,83 14,6
10 0,19 16 1,6 66,7 3,91 3,87 12,2
11 0,99 14 4 186 10,1 0,45 13,9
12 0,63 6 6,6 70,9 4,91 1,71 11,8
13 0,3 4 2,2 73,8 4,03 4,95 12,5
14 0,52 4 2,2 95,9 4,39 2,03 11,6
15 0,02 21 2,6 110 4,07 0,52 11,8
16 0,83 11 6,6 88,2 3,34 1,45 12,3
17 0,1 7 2,2 85,6 4,57 2,37 115
18 0,01 7 2,6 74,6 5,3 1,21 13
19 0,36 11 3,7 217 7,93 3,05 -
20 0,15 4 6,8 71,1 6,55 1,96 14,9
21 1,32 5 111 33 3,63 4,14 18,6
22 1,49 3638 5,2 224 10,73 2,45 13,2
23 1,99 4 5,6 200 8,35 2,29 11,3
24 0,57 5 4 50 3,06 2,60 15,8
25 0,24 25 59 42 39 8,32 23
26 0,19 7 5 65 4,7 1,91 11
27 0,06 3 2,8 121 3,93 1,96 12,1
28 0,45 6 2 63 4,57 2,03 14,3
29 0,49 6 6,5 156 7,18 5,57 17
30 0,48 4412 4 161 6,78 1,97 12,3
31 0,38 7 41 164 7,9 2,06 13,2
Shapiro-Wilk 0,813 0,330 0,938 0,887 0,845 0,877 0,802
p <0,001 <0,001 0,080 0,004 <0,001 0,002 <0,001
Media 0,63 304,38 4,61 101,82 5,32 2,75 13,39
SD 0,64 1018,6 2,35 52,67 1,96 1,01 2,58
Mediana 0,46 6 4,05 88,20 4,57 2,28 12,60
RI 0,19-0,85 4-16 2,57-6,52  65-121 4,03-6,55 1,83-3,87  11,80-14,37
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Tabla 14. Niveles de AFP antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(AFP: alfa-fetoproteina; Tx: trasplante).

Paciente
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31

Shapiro-
Wilk

p

MediatSD
Mediana (RI)

AFP
(ng/mL)
Pre-tx

1139
27
2
2
31

16
14

4412
7
0,330

<0,001
304,38+1018,65
6 (4-16)

AFP
(ng/mL)
1 mes

post-tx

0,717

<0,001
2,44+1,70
2 (1-3)
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4
4
4
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2

AFP
(ng/mL)
6 meses
post-tx

35
5
93

0,511

<0,001
15,77+32,01
2(2-8)

AFP
(ng/mL)
1 afio
post-tx

4
4

A N PN

163

NN O e

0,254

<0,001
10,04+35,06
2 (2-4)

AFP
(ng/mL)
2 afios
post-tx

5
5

0,839

0,012
3,13+1,55
3(2-5)
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Tabla 15. Niveles de GPC3 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)

(GPC3: glipicano-3; Tx: trasplante).

Paciente
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31
Shapiro-
Wilk
p
Mediat SD
Mediana (RI)

GPC3
(ng/mL)
Pre-tx

3,78
1,83
17,77
1,26
12,10
3,65
13,05
13,83
13,56
472
18,13
23,45
5,75
4,86
1,30
5,29
6,21
34,57
16,77
8,82
4,49
2,86
1,74
2,07
23,73
44,59
31,89
40,03
6,51
5,92
3,40
0,817

<0,001
12,19+11,98
6,21 (3,6-17,7)

GPC3 GPC3 GPC3 GPC3
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
post-tx post-tx post-tx post-tx
7,59 10,32 6,10 9,71
25,84 26,91 26,24 10,52

3,33 4,14 - -
7,05 - 3,30 3,57
9,46 16,28 7,25 3,98
5,81 7,43 - -
14,82 17,75 11,71 13,86
6,95 6,12 - -
22,55 - 20,50 -
21,98 25,43 37,05 31,18
13,72 - 7,42 1,15
6,03 - 4,46 6,24
10,55 - 7,15 3,21
10,89 9,24 5,40 -
11,18 5,92 7,76 9,50
13,49 - 11,76 5,00
19,46 - 8,59 -
6,85 8,42 6,95 -
5,57 5,53 2,77 -
9,71 10,36 11,79 -

- 22,46 23,59 -

) 42,65 43,13 -
7,65 0,86 - -
15,78 18,64 - -
2,33 - - -
7,40 - - -
0,912 0,876 0,786 0,768
0,038 0,022 0,001 0,004

11,08+6,25 13,74+10,42 13,31+11,52 8,90+8,31

9,58 (6,8-14,5)  9,78(6,0-195)  7,76(6,1-20,5) = 6,24 (3,5-10,5)
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Tabla 16. Niveles de MMP-1 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(MMP-1: metaloproteasa-1; Tx: trasplante).

Paciente
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31
Shapiro-
Wilk
p
Mediat SD
Mediana (RI)

MMP-1
(ng/mL)
Pre-tx

3,29
3,89
1,17
1,28
3,00
1,72
1,48
1,26
1,26
2,05
2,15
1,58
1,54
1,47
2,28
1,64
1,61
1,64
1,84
1,41
1,51
1,99
1,03
1,46
2,65
1,12
0,90
1,15
1,10
2,65
1,00
0,865

0,001
1,74+0,71
1,54 (1,2-2,0)

MMP-1
(ng/mL)

1 mes
post-tx
1,39
1,50
1,29
1,31
1,28
1,27
1,23
1,74
1,26
1,36
1,21
1,28
1,33
1,27
1,26
1,21
1,27
1,27
1,44

0,88
0,871

0,006

1,24+0,20

1,27 (1,2-1,3)
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MMP-1
(ng/mL)
6 meses
post-tx
3,71
1,48
5,54

1,32
1,31
1,23
2,24

1,32

4,48
1,23

1,32
1,38

1,22
0,87
0,85
0,95
0,80

0,83
0,677

<0,001
1,78+1,36
1,32 (0,9-1,6)

MMP-1
(ng/mL)
1 afio
post-tx
1,34
1,52

1,26
1,25

1,26

1,27
1,31
1,15
1,29
1,28
5,33
1,54
1,39
1,35
0,86
1,30

1,22
0,85
0,84

0,420

<0,001
1,45+0,95
1,28 (1,2-1,3)

MMP-1
(ng/mL)
2 afios
post-tx
151
1,59

1,27
1,26

1,48

1,36
0,82
1,26
1,03

1,21
0,86

0,933

0,443
1,24+0,25
1,26 (1,0-1,4)
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Tabla 17. Niveles de VEGF-C antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular C; Tx: trasplante).

Paciente
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31
Shapiro-
Wilk
p
Mediat SD
Mediana (RI)

VEGF-C
(ng/mL)
Pre-tx

0,25
0,60
5,25
0,26
0,61
0,35
0,98
0,66
10,59
0,57
0,55
2,49
0,37
0,83
0,49
5,35
0,57
1,27
0,96
0,71
4,03
0,44
4,49
2,23
0,50
2,02
0,32
0,42
0,37
0,37
7,50
0,662

<0,001
1,81+2,46
0,61 (0,4-2,2)

VEGF-C
(ng/mL)

1 mes
post-tx
0,55
1,45
0,28
0,41
0,68
0,73
3,55
0,66
0,81
0,90
0,50
0,62
0,70
0,79
0,39
1,65
0,64
0,55
1,26

0,83
0,662

<0,001

0,85+0,67

0,67 (0,5-0,8)
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VEGF-C
(ng/mL)
6 meses
post-tx

0,61
1,23
0,18

1,89
0,73
5,26
0,40

1,23

1,08
0,41

0,43
0,62

0,46
0,21
2,94
0,32
2,51

1,87
0,765

0,001
1,24+1,29
0,68 (0,4-1,8)

VEGF-C
(ng/mL)
1 afio
post-tx
0,83
2,95

0,21
2,73

5,92

0,65
0,98
0,30
0,62
0,76
2,39
0,47
1,07
0,70
0,17
0,51

0,44
0,26
2,93

0,727

<0,001
1,30+1,46
0,70 (0,4-2,3)

VEGF-C
(ng/mL)
2 afios
post-tx
1,17
1,21

0,35
2,12

6,80

0,57
0,16
0,50
0,34

0,41
3,01

0,694

<0,001
1,51+1,96
0,57 (0,3-2,1)
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Tabla 18. Niveles de OPN antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(OPN: osteopontina; Tx: trasplante).

Paciente OPN OPN OPN OPN OPN
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-tx 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
post-tx post-tx post-tx post-tx
1 34,62 - - - -
2 21,99 43,03 30,76 22,98 19,13
3 51,76 73,67 77,68 73,48 29,44
4 16,02 20,54 51,37 - -
5 5,30 - - - -
6 53,01 25,61 - 10,19 4,54
7 11,51 11,82 10,12 9,08 5,37
8 5,40 28,23 21,01 - -
9 16,15 56,52 21,71 23,26 8,42
10 11,63 21,67 14,23 - -
11 33,74 42,47 - 26,91 -
12 12,86 48,51 18,57 18,10 10,27
13 20,40 37,75 - 43,66 16,98
14 13,90 24,47 - 14,05 13,32
15 15,20 33,10 - 39,69 14,97
16 28,46 59,82 140,25 173,87 -
17 13,45 30,75 40,97 24,45 13,47
18 25,68 41,20 - 29,53 17,73
19 22,78 46,85 - 20,48 -
20 11,45 19,00 10,90 12,73 -
21 9,16 13,12 11,10 10,67 -
22 32,72 - - - -
23 38,72 - - - -
24 18,06 43,98 29,05 20,00 -
25 12,92 - 12,30 11,92 -
26 14,12 - 28,02 16,45 -
27 21,68 46,18 14,80 - -
28 36,56 39,23 42,22 - -
29 27,77 18,62 - - -
30 13,11 - - - -
31 8,37 17,24 48,63 - -
Shapiro- 0,898 0,959 0,725 0,558 0,944
Wilk
p 0,006 0,422 <0,001 <0,001 0,569
MediatSD 21,24+12,43 35,14+15,87 34,64+31,90 31,65+37,67 13,96+7,05

Mediana (RI) ~ 16,1(12,8-28/4) 354 (20,8-45,6) 24,8 (13,7-438) 20,4(12,7-295) 13,4 (84-17,7)
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Tabla 19. Niveles medianos de IL-8 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2
afios) (IL-8: interleucina 8).

Paciente
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31
Shapiro-
Wilk
P
MediatSD
Mediana (RI)

IL-8

(pg/mL)
Pre-tx

0,822

0,001
3,59+3,95
2,70 (0,4-4,4)

IL-8
(pg/mL)
1 mes
post-tx
0,00
0,00
1,79
2,89
0,00
8,68
0,00
2,60
0,00
4,09
0,00
1,09
0,00
0,00
5,30
2,44
5,66
3,08
0,13

0,798

0,001

1,90+2,45

0,76 (0,0-3,

0)
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IL-8
(pg/mL)
6 meses
post-tx

10,87

0,00

1,84

0,00
3,96
0,00
3,80

8,91

0,737

0,001
2,48+3,62
0,35 (0,0-3,8)

IL-8
(pg/mL)
1 afio
post-tx
0,00
0,00

0,425

<0,001
1,26+3,43
0,00 (0,0-1,1)

IL-8
(pg/mL)
2 afos
post-tx

0,00

0,00

0,751

0,008
0,60+0,88
0,045 (0,0-1,4)



Resultados

Tabla 20. Variables cuantitativas, tanto demograficas (edad) como clinicas (tiempo en lista de espera, tiempo desde el diagndstico, n° de LOES, n° de TACES pre-trasplante,
SG y SLE tras Tx). (LOES: lesiones ocupantes de espacio; TACES: quimioembolizaciones transarteriales; SG: supervivencia general; SLE: supervivencia libre de
enfermedad; Tx: trasplante).

Paciente Edad Tiempo Tiempo N° TACES SG tras Tx SLE tras Tx Tiempo seguimiento
(afios) en lista de espera desde diagndstico LOES pre-tx (meses) (meses) (meses)
(dias) (meses)
1 51 112 5 1 1 NO TX NO TX 2
2 54 631 27 4 2 37 37 37
3 64 231 28 1 2 30 30 37
4 55 469 15 4 5 14 7 17
5 64 84 5 2 0 NO TX NO TX 9
6 56 210 5 1 2 28 28 36
7 60 210 9 1 1 34 34 35
8 60 180 10 2 1 12 12 12
9 48 357 13 1 1 30 30 35
10 56 42 2 1 1 8 4 24
11 62 508 18 3 1 27 27 35
12 63 113 13 1 3 34 34 35
13 60 201 6 3 0 27 27 35
14 65 98 5 1 1 28 28 34
15 57 14 4 4 0 26 26 34
16 60 24 4 7 6 14 6 23
17 67 35 10 1 2 29 29 31
18 60 28 7 4 1 26 26 31
19 58 14 3 1 1 26 26 29
20 47 49 8 2 1 14 14 27
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21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31
Shapiro-

Wilk
p
Media

SD
Mediana

RI

60
63
54
54
53
60
54
65
51
76
68

0,974

0,639
58,87
6,24
60
54-63

143
150
214

52

35
117
99
78
62
90
0,791

<0,001
150,25
152,91
99
42-210

10

12
11

41

0,744
<0,001
9,80

8,58

5-12
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o
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~

<0,001
2,06
1,41
2
1-3

P P N PO O O N DN BN

o
e}
o
w

<0.001
1,51
1,41
1
1-2

24
NO TX

24
21
21
13
12
12
NO TX

0,942

0,135
21,59
9,12
24
13-28

24

NO TX

24
21
21
13
12
12

NO TX

0,926

0,056
20,88
10,03
24
12-28

25

24
24
22
22
13
13
13

10
0,903

0,008
23,54
11,20
24
13-35



Resultados

Tabla 21. Variables clinicas de los 31 pacientes: presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis,
metéstasis y exitus post-trasplante. (TX: trasplante).

Paciente Invasion Necrosis Recidiva Post- Exitus
trasplante Post-trasplante

1 NO TX NO TX NO TX NO TX
2 NO SI NO NO
3 NO NO NO NO
4 NO SI Sl Sl
5 NO TX NO TX NO TX NO TX
6 NO Sl NO NO
7 NO NO NO NO
8 NO NO NO Sl
9 NO Sl NO NO
10 NO Sl Sl Sl
11 SI NO NO NO
12 NO SI NO NO
13 Sl Sl NO NO
14 NO NO NO NO
15 NO Sl NO NO
16 Sl NO Sl Sl
17 NO Sl NO NO
18 NO NO NO NO
19 NO Sl NO NO
20 NO Sl NO NO
21 NO Sl NO NO
22 NO TX NO TX NO TX NO TX
23 NO Sl NO NO
24 NO Sl NO NO
25 NO NO NO NO
26 NO Sl NO NO
27 NO NO NO NO
28 NO Sl NO NO
29 NO Sl NO NO
30 NO TX NO TX NO TX NO TX
31 NO Sl NO Sl
No 24 9 24 22
(%) (88,9) (33,3) (88,9) (81,5)
Si 3 18 3 5
(%) (11,1) (66,7) (11,1) (18,5)
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Resultados

Tabla 22. Variables clinicas: etiologia de la cirrosis de los 31 pacientes y sus porcentajes (VHC: virus
hepatitis C; ALCH: enolismo; FE: sobrecarga férrica; EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus

hepatitis B).

Paciente
1
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ALCH (%)

VHC (%)

VHB (%)

EHNA (%)
GLUCOGENOSIS (%)

Etiologia
ALCH
VHC+ALCH+FE
CRIPTOGENICA
VHC
VHC
VHC
VHC+ALCH
VHC+ALCH
VHC
VHC
VHC+ALCH
ALCH
ALCH
CRIPTOGENICA
VHC
VHB+VHC
VHC
VHC
VHC
VHC+ALCH
HEMOCROMATOSIS
VHC+ALCH
VHC
CRIPTOGENICA
VHC+ALCH
ALCH
VHB
ALCH
GLUCOGENOSIS TIPO 1lI
EHNA
ALCH

Etiologia (%) (n=31)

6 (19,4)

10 (32,3)
1(32)
1(32)
1(32)
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CRIPTOGENICA (%) 3(9.7)
HEMOCROMATOSIS (%) 1(32)
MIXTA (%) 8 (25,8)

52 COMPARACION DEL RECUENTO DE CTCs ENTRE LOS
METODOS ANALITICOS CELLSEARCH® E ISOFLUX®

Se llevo a cabo la comparacion de los métodos CellSearch® e Isoflux®, para la
determinacion de CTCs en pacientes diagnosticados de CHC candidatos a trasplante
hepatico.

Se realiz6 un total de 24 determinaciones de CTCs en sangre periférica, de forma
paralela por ambos métodos, correspondiente a 20 pacientes. La mayoria de estas
determinaciones fueron realizadas en muestras pre-trasplante (tabla 23). Los resultados
de CTCs fueron calculados en base a un total de 7,5 mL para poder comparar ambos
métodos.

Las CTCs fueron aisladas en 2 de las 24 determinaciones (8,3%) que se llevaron a
cabo por el método CellSearch®, mientras que las CTCs determinadas por el método
Isoflux®, estuvieron presentes en 20 de las 24 determinaciones (83,33%), existiendo
claramente una diferencia significativa entre los niveles de CTCs obtenidas por ambos
instrumentos de media (p<0,01) (tabla 23).

La representacion de las diferencias de las medidas entre los dos métodos frente a su
media con el diagrama de Bland-Altman (figura 14), mostré que ambos métodos no son
concordantes en cuanto a las concentraciones de CTCs obtenidas. Existe un error
significativo entre ambos métodos, ya que los puntos estan distribuidos por debajo de la
linea correspondiente a la diferencia 0 entre ambos métodos. Es un error proporcional,
debido a que la diferencia entre ambos métodos es lineal a lo largo del rango de

medicion.
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Tabla 23. Niveles de CTCs determinados por los métodos CellSearch® e Isoflux®, y tipo de muestra
analizada. Test U de Mann Whitney para la comparacion de los niveles de CTCs por ambos métodos.

PACIENTE MUESTRA

Pre-trasplante
Pre-trasplante

1 mes post-trasplante

6 meses post-trasplante

Pre-trasplante
Pre-trasplante

1 mes post-trasplante
Pre-trasplante
Pre-trasplante
Pre-trasplante
Pre-trasplante

1 mes post-trasplante

© 0 0O ~N o g A B O D N DN P

Pre-trasplante

10 Pre-trasplante
11 Pre-trasplante
12 Pre-trasplante
13 Pre-trasplante
14 Pre-trasplante
15 Pre-trasplante
16 Pre-trasplante
17 Pre-trasplante
18 Pre-trasplante
19 Pre-trasplante
20 Pre-trasplante
Media
Mediana

Test Shapiro-Wilk
U de Mann Whitney
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CTCs/7,5ml
CELLSEARCH

o
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0
0,2040,72
0 (RI:0-0)

p<0,05
U=52,50

CTCs/7,5ml
ISOFLUX

12
15
3
7
33
68
0
27
40
17
6
153
77

404
124
336
10
136
1326
0
0
0
75

117,02+278,03
16 (6,25-112,25)

p<0,05
p<0,01
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Figura 14. Diagrama de Bland-Altman. Representacidon de las diferencias de las medidas entre los
métodos CellSearch® e Isoflux®, frente a su media.

53 RELACION ENTRE LAS CTCs Y LOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS, HEMATOLOGICOS Y DE COAGULACION PRE-
TRASPLANTE

Tras el estudio de la posible correlacion entre la concentracion de CTCs y los
distintos parametros bioquimicos (hepaticos, inflamatorios y tumorales clasicos),
hematoldgicos y de coagulacion, necesarios para el manejo del CHC antes del
trasplante, el test de correlacion de Spearman, no mostré ninguna correlacion
estadisticamente significativa (p>0,05) ente los niveles de CTCs pre-trasplante y los
parametros bioquimicos (niveles de glucosa, albumina, ferritina, TG, colesterol, LDH,

bilirrubina, transaminasas, ALP), de inflamacion (niveles de PCR), parametros
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tumorales (niveles de AFP y CEA), hematoldgicos (RNL, niveles de leucocitos y
plaquetas) ni de coagulacién (TP) (tablas 24 y 25).

Cuando se compararon los niveles medianos de CTCs entre los pacientes con
valores elevados (por encima del rango de referencia) y no elevados (dentro del rango
de referencia) de los diferentes marcadores bioguimicos, hematoldgicos y de
coagulacién, empleando el test estadistico U de Mann Withney, se observé que habia
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de CTCs entre los pacientes
con niveles normales y elevados de bilirrubina total (p<0,05), de manera que los
pacientes con niveles de bilirrubina <1,20 mg/dL, presentaron menores niveles de CTCs
[8,50 CTCs/10 mL (RI:0,75-26,25)] que los pacientes con niveles de bilirrubina >1,20
mg/dL [91 CTCs/ 10 mL (RI:15,50-184,50)]. De la misma forma, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de CTCs entre los pacientes
con niveles normales y elevados de PCR (p<0,05). Los pacientes con niveles de PCR
<0,50 mg/dL presentaron menores recuentos de CTCs [3 CTCs/10 mL (RI:0-26,25)]
frente a los pacientes con niveles de PCR >0,50 mg/dL [33,50 CTCs/10 mL (RI:9,25-
182,25)] (tabla 26).

Tabla 24. Test de correlacién Rho de Spearman de CTCs con parametros bioquimicos pre-trasplante.
(CTCs: células tumorales circulantes; Glu: glucosa; Alb: albimina; Ferrit: ferritina; TG: triglicéridos;
Colest: colesterol; GOT: transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT: transaminasa glutamicopirQvica;
GGT: gamma glutamil aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; BT: bilirrubina total; ALP:
fosfatasa alcalina).

Mediana RI Rho Spearman P

CTCs/10mL 13 2-91
Glu (mg/dL) 117 96-143 -0,010 0,959
Alb (g/dL) 3,90 3,40-4,30 -0.061 0,746
Ferrit (ng/mL) 84 31-250,50 0,076 0,695
TG (mg/dL) 105 80-138 0,047 0,803
Colest (mg/dL) 169 142-192 0,200 0,280
GOT (U/L) 44,50 34-101,75 0,225 0,231
GPT (U/L) 36 21-68 0,167 0,371
GGT (U/L) 85 60-156 0,173 0,353
LDH (U/L) 204 182-231 0,265 0,164
BT (mg/dL) 0,86 0,66-1,37 0,308 0,092
ALP (U/L) 173 120-198 0,213 0,446
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Tabla 25. Test de correlacion Rho de Spearman de CTCs con parametros de inflamacion, tumorales,
hematoldgicos y de coagulacidn pre-trasplante. (CTCs: células tumorales circulantes; PCR: proteina C
reactiva; AFP: alfa fetoproteina; CEA: antigeno carcinoembrionario; PQ: plaquetas; Leucos: leucocitos;
RNL: ratio neutrdfilos-linfocitos; TP: tiempo de protrombina).

CTCs PCR AFP CEA PQ Leucos RNL TP
/10mL mg/dL ng/mL = ng/mL x10% x10% seg
Mediana 13 0,46 6 4,05 88,20 4,57 2,28 12,60
RI 2-91 0,19-0,85 4-16 2,57-6,52 65-121 = 4,03-6,55 @ 1,83-3,87  11,80-14,37
Rho 0,345 -0,062 0,158 -0,148 -0,300 -0,153 0,054
Spearman
p 0,062 0,741 0,403 0,426 0,101 0,412 0,775
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Tabla 26. Test U de Mann Whitney para la comparacion de los niveles medianos de CTCs en pacientes
con valores normales y elevados de marcadores bioquimicos, hematol6gicos y de coagulacion.

Parametro Niveles Ne Niveles medianos U de p
pacientes de CTCs Mann Whitney
Glucosa (mg/dL) <115 15 8 (RI:1-102) 107,50 0,620
>115 16 18 (R1:4,25-42)
Albtmina (g/dL) <52 31 13 (R1:2-91) - -
>5,2 0 -
Bilirrubina total <1,20 22 8,50 (RI:0,75-26,25) 44 0,016
(mg/dL) >1,20 9 91 (RI:15,50-184,50)
Ferritina (ng/mL) <400 25 13 (R1:2,50+77,50) 46,50 0,824
>400 4 46 (RI:0,25-158,50)
Triglicéridos (mg/dL) <150 26 8,50 (RI:1-62,50) 32,50 0,080
>150 5 44 (RI:18-184,50)
Colesterol (mg/dL) <190 23 9 (RI:1-36) 51,50 0,067
>190 8 133,50 (RI:4,75-383)
GOT (U/L) <40 13 8 (RI:1-57,50) 71,50 0,102
>40 17 23 (R1:5,50-136)
GPT (U/L) <41 18 9,50 (RI:1,75-170,75) 112 0,841
>41 13 20 (RI:1,50-48,50)
LDH (U/L) <225 21 13 (RI:1,50-96,50) 71 0,525
>225 8 21,50 (R1:4,25-137)
GGT (U/L) <71 11 8 (R1:0-91) 79,50 0,207
>71 20 21,50 (R1:3-89,75)
Fosfatasa Alcalina <130 5 3 (RI:2-120,50) 18,50 0,423
(U/L) >130 10 5,50 (RI:0,75-20,75)
PCR (mg/dL) <0,50 18 3 (RI:0-26,25) 52,50 0,018
>0,50 12 33,50 (RI1:9,25-182,25)
AFP (ng/mL) <11 22 9 (RI:0,75-93,75) 76,50 0,326
>11 9 20 (RI1:6-108,50)
CEA (ng/mL) <5 18 8,50 (RI:0-113,50) 83 0,288
>5 12 18 (RI1:4,25-89,75)
Leucocitos <4,50 14 40 (R1:8-182,75) 70 0,051
(x10%) >4,50 17 3 (RI:0,50-23)
RNL <4 24 11,50 (RI:1-99,25) 76,50 0,722
>4 7 16 (R1:3-53)
Plaquetas >150 7 3 (RI:11-23) 59 0,236
(x10%) <150 24 18 (RI1:4,25-99,25)
Tiempo protrombina <12,5 15 16 (R1:2-165) 109 0,884
(seq) >12,5 15 10 (R1:3-91)

105



Resultados

54 ASOCIACION ENTRE EL NUMERO DE CTCs PRE-TRASPLANTE Y
PARAMETROS DEMOGRAFICOS Y CLINICOS

Tras aplicar el test de correlacion de Spearmam para evaluar la asociacion entre los
niveles de CTCs pre-trasplante y las variables demograficas y clinicas cuantitativas
(edad, tiempo en lista de espera, tiempo desde el diagnostico, nimero de LOES y
nimero de TACES pre-trasplante), observamos que Gnicamente existié una correlacién
positiva estadisticamente significativa entre los niveles de CTCs pre-trasplante y los
dias transcurridos en lista de espera y el nUmero de LOES hepéticas presentes en el
higado afecto (p<0,05) (tabla 27).

Tabla 27. Test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de CTCs pre-trasplante
con variables cuantitativas, tanto demograficas (edad) como clinicas (tiempo en lista de espera, tiempo
desde el diagnéstico, n° de LOES y n° de TACES pre-trasplante). (CTCs: células tumorales circulantes;
LOES: lesiones ocupantes de espacio; TACES: quimioembolizaciones transarteriales).

Paciente CTCs Edad Tiempo Tiempo Ne TACES
/10mL (afios) en lista desde LOES pre-
de espera diagndstico trasplante
(dias) (meses)
Mediana 13 60 99 7 2 1

RI 2-91 54-63 42-210 5-12 1-3 1-2

Rho -0,088 0,366 0,128 0,370 0,257
Spearman

p 0,640 0,043 0,494 0,040 0,163

Tras aplicar el test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de los
niveles de CTCs pre-trasplante con las variables clinicas cualitativas dicotomicas
(presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis, metastasis y exitus post-trasplante)
de los 31 pacientes, se observo que Unicamente existia una diferencia estadisticamente
significativa en los niveles de CTCs pre-trasplante entre los pacientes con y sin invasion
vascular (p<0,05), siendo estos niveles significativamente superiores en pacientes con
invasion vascular en comparacion con los que no presentaron invasion vascular [539,00
CTCs/10 mL (RI:448,00-1768,00) vs. 8,50 CTCs/10 mL (RI:1,00-50,75)] (tabla 28).
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Tabla 28. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de los niveles de CTCs pre-trasplante
con variables clinicas cualitativas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis, metastasis y exitus
post-trasplante).

Variable Ne Niveles medianos U de p
pacientes de CTCs Mann
Whitney
Invasion No 24 8,50 (RI:1,00-50,75) 0,000 0,005
vascular Si 3 539,00 (R1:448,00-1768,00)
Necrosis tumoral No 9 13,00 (RI:1,50-291,50) 77 0,836
Si 18 9,50 (RI:1,00-117,75)
Recidiva No 24 9,00 (RI:1,00-89,75) 18 0,163
post-trasplante Si 3 91,00 (RI:9,00-1768,00)
Exitus No 22 11,50 (RI:0,75-117,75) 47 0,616
post-traplante Si 5 9,00 (RI:4,50-929,50)

Tras aplicar el test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles
de CTCs pre-trasplante con variables clinicas cualitativas policotomicas (etiologia) de
los 31 pacientes, no se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa en los
niveles de CTCs pre-trasplante entre los diferentes grupos de pacientes (p>0,05) (tabla
29).

Tabla 29. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles de CTCs pre-trasplante
con variables clinicas: etiologia. (VHC: virus hepatitis C; ALCH: enolismo; EHNA: esteatohepatitis no
alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO: hemocromatosis; GLUGOG: glucogenosis tipo Ill; CRIPTO:
criptogénica).

Variable N° Niveles medianos de CTCs A P
pacientes
Etiologia VHC 10 22,50 (RI:0,00-93,75) 5772 0,576
ALCH 6 8,50 (RI:0,75-235,75)
EHNA 1 3,00
VHB 1 0,00
HEMO 1 8,00
GLUCOG 1 3,00
CRIPTO 3 44,00 (RI:13,00-188,00)
MIXTA 8 21,50 (RI:8,50-410,00)
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55 ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE_MMP-1, VEGF-C, OPN,
GPC3 E IL-8, CON LOS NIVELES DE CTCS Y AFP, ANTES Y
DESPUES DEL TRASPLANTE, Y CON PARAMETROS CLINICOS
PRE-TRASPLANTE

Tras aplicar el test de correlacion de Spearman para el estudio de la asociacién de
los niveles de MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3 e IL-8 con los niveles de CTCs, no se
encontré ninguna correlacion estadisticamente significativa entre ellos (p>0,05), ni
antes del trasplante (tabla 30), ni al mes (tabla 31), a los 6 meses (tabla 32), al afio (tabla
33), ni a los 2 afios tras el trasplante (tabla 34).

Tras aplicar el test de correlacion de Spearman para el estudio de la asociacion de
los niveles de MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3 e IL-8 con los niveles de AFP, se
encontré que Unicamente existia una correlacion positiva estadisticamente significativa
(p<0,05), entre los niveles de AFP y MMP-1 tanto antes del trasplante (tabla 30), como
al mes post-trasplante (tabla 31), a los 6 meses post-trasplante (tabla 32), al afio post-
trasplante (tabla 33) y a los 2 afios post-trasplante (tabla 34).

Ademas, se observd una correlacion positiva estadisticamente significativa entre los
niveles de AFP y VEGF-C al afio post-trasplante (p<0,05) (tabla 33).

Tabla 30. Test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8, con niveles de CTCs y AFP pre-trasplante (CTCs: células tumorales
circulantes; AFP: alfa-fetoproteina; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C: factor de
crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8).

Paciente CTCs AFP GPC3 MMP-1 VEGF-C OPN IL-8
/10mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Mediana 13 6 6,21 1,53 0,61 16,15 2,70
RI 2-91 4-16 3,64- 1,25-2,05 0,42-2,23 = 12,85-28,45 | 0,48-4,48
17,77
Rho -0.349 0,281 0,027 0,122 -0,029
Spearman
con CTCs
p 0,054 0,125 0,887 0,514 0,900
Rho -0,137 0,747 -0,255 0,128 -0,134
Spearman
con AFP
p 0,470 <0,001 0,174 0,502 0,574
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Tabla 31. Test de correlacién Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8, con niveles de CTCs y AFP al mes post-trasplante (CTCs: células
tumorales circulantes; AFP: alfa-fetoproteina; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C:
factor de crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8).

Paciente CTCs AFP GPC3 MMP-1 VEGF-C OPN IL-8
/10mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Mediana 4 2 9,58 1,27 0,67 35,42 0,76
RI 1-15 1-3 6,87- 1,20-1,32 0,50-0,88 = 20,81-45,62 0-3,03
14,54
Rho 0,053 0,171 0,102 -0,008 0,050
Spearman
con CTCs
p 0,806 0,424 0,636 0,969 0,836
Rho -0,113 0,416 -0,063 0,011 -0,392
Spearman
con AFP
p 0,598 0,043 0,769 0,958 0,088

Tabla 32. Test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8, con niveles de CTCs y AFP a los 6 meses post-trasplante (CTCs: células
tumorales circulantes; AFP: alfa-fetoproteina; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C:
factor de crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8).

Paciente CTCs AFP GPC3 MMP-1 VEGF-C OPN IL-8
/10mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Mediana 3 2 9,77 1,31 0,67 24,86 0,35
RI 0-19,50 2-8 6,07- 0,92-1,67 0,40-1,87 = 13,74-43,82 0-3,88
19,59
Rho 0,068 0,263 -0,032 0,074 -0,210
Spearman
con CTCs
p 0,789 0,291 0,898 0,770 0,492
Rho -0,222 0,727 -0,334 0,272 0,050
Spearman
con AFP
p 0,376 0,001 0,174 0,275 0,870
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Tabla 33. Test de correlacién Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8, con niveles de CTCs y AFP al afio post-trasplante (CTCs: células
tumorales circulantes; AFP: alfa-fetoproteina; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C:
factor de crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8).

Paciente CTCs AFP GPC3 MMP-1 VEGF-C OPN IL-8
/10mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Mediana 2 2 7,76 1,28 0,70 20,48 0
RI 0,50- 2-4 6,09- 1,22-1,34 0,44-2,39 12,72-29,52 0-1,19
6,50 20,50

Rho -0,198 -0,154 0,050 -0,152 -0,263
Spearman
con CTCs

p 0,417 0,530 0,839 0,533 0,326

Rho -0,097 0,632 0,576 0,405 0,205
Spearman
con AFP

p 0,694 0,004 0,010 0,086 0,446

Tabla 34. Test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8, con niveles de CTCs y AFP a los 2 afios post-trasplante (CTCs: células
tumorales circulantes; AFP: alfa-fetoproteina; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C:
factor de crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8).

Paciente CTCs AFP GPC3 MMP-1 VEGF-C OPN IL-8
/10mL (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (pg/mL)
Mediana 6 3 6,23 1,26 0,57 13,47 0,04
RI 1-9 25 3,57- 1,02-1,48 0,34-2,11 8,42-17,72 0-1,40
10,52

Rho 0,257 0,262 0,437 0,579 -0,520
Spearman
con CTCs

p 0,445 0,436 0,179 0,062 0,187

Rho 0,438 0,706 0,315 0,165 -0,634
Spearman
con AFP

p 0,178 0,015 0,345 0,628 0,091
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Tras aplicar el test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion
de los niveles de MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8 pre-trasplante con las variables
clinicas: tiempo en lista de espera, tiempo desde el diagndstico, n° de TACES, n° LOES,
SG y SLE desde el trasplante, Unicamente se encontrd una correlacion negativa
estadisticamente significativa entre el n° de TACES pre-trasplante y los niveles de
GPC3 (p<0,05) (tabla 35).

Tabla 35. Test de correlacién Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-
1, VEGF-C, OPN, GPC3, IL-8 pre-trasplante, con variables clinicas: tiempo en lista de espera, tiempo
desde el diagnostico, n°® de TACES pre-trasplante, n® LOES, SG y SLE desde el trasplante. (TACEs:
quimioembolizaciones transarteriales; GPC3: glipicano-3; MMP-1: metaloproteasa-1; VEGF-C: factor de
crecimiento endotelial vascular C; OPN: osteopontina; IL-8: interleucina 8; LOES: lesiones ocupantes de
espacio; SG: supervivencia general; SLE: supervivencia libre de enfermedad; TX: trasplante).

Tiempo Tiempo TACES LOES SG SLE
en desde (meses) (meses)
lista diagndstico
(dias) (meses)

GPC3 -0,194 0,273 -0,419 -0,385 0,077 0,151
(ng/mL) p=0,295 p=0,138 p=0,019 p=0,096 p=0,702 p=0,454
MMP-1 -0,192 -0,315 -0,079 0,255 0,443 0,376
(ng/mL) p=0,300 p=0,084 p=0.675 p=0,167 p=0,124 p=0,053

VEGF-C -0,053 0,029 0,190 -0,058 0,116 0,093
(ng/mL) p=0,779 p=0,875 0,305 p=0,755 p=0,564 p=0,643

OPN (ng/mL) 0,259 0,007 0,318 -0.037 0,085 0,046
p=0,159 p=0,971 0,082 p=0,845 p=0,674 p=0,643

IL-8 0,020 0,285 -0,082 -0,136 0,093 0,125
(pg/mL) p=0,933 p=0,211 0,725 p=0,557 p=0,696 p=0,600

Tras aplicar el test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de MMP-1,
VEGF-C, OPN, GPC3 y IL-8 pre-trasplante, con la presencia de recidiva/metastasis
post-trasplante y con la presencia/ausencia de invasion vascular y necrosis tumoral del
higado afecto trasplantado (tablas 36, 37, 38, 39 y 40), se observd Unicamente una
asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de GPC3 pre-trasplante con la
presencia/ausencia de necrosis tumoral del higado afecto (p<0,05), de manera, que

aquellos pacientes que no presentaron necrosis hepatica tenian mayores niveles
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medianos de GPC3 [17,78 ng/mL (RI1:9,17-27,81) vs 5,23 ng/mL (RI:2,01-14,36)]

(tabla 39).

Tabla 36. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP1 pre-
trasplante con variables clinicas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis y recidiva post-

trasplante).

Variable
Invasion vascular No
Si
Necrosis tumoral No
Si
Recidiva post-trasplante No
Si

NO

pacientes

24
3
9

18

24
3

Niveles medianos de

MMP-1

(ng/mL)
1,46 (RI:1,15-1,70)
1,64 (RI:1,54-2,15)
1,48 (RI:1,22-1,89)
1,49 (RI:1,14-1,75)
1,47 (RI:1,15-1,70)
1,64 (RI:1,28-2,06)

U de p
Mann
Whitney
19 0,190
81 0,825
26 0,440

Tabla 37. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacién de los niveles de VEGF-C pre-
trasplante con variables clinicas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis y recidiva post-

trasplante).

Variable
Invasion vascular No
Si
Necrosis tumoral No
Si
Recidiva post-trasplante No
Si

NO
pacientes

24
3
9

18

24
3
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VEGF-C
(ng/mL
0,77 (R1:0,49-2,42)
0,55 (RI:0,37-5,35)
0,83 (RI:0,52-3,26)
0,65 (RI:0,40-2,87)
0,77 (R1:0,49-2,42)
0,57 (RI:0,26-5,35)

U de p
Mann
Whitney
32 0,758
7 0,676

30,50 0,671
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Tabla 38. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de los niveles de OPN pre-trasplante
con variables clinicas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis y recidiva post-trasplante).

Variable Ne Niveles medianos de OPN Ude p
pacientes (ng/mL Mann
Whitney

Invasion vascular No 24 15,61 (RI:11,93-24,95) 17 0,143
Si 3 28,46 (RI:20,40-33,74)

Necrosis tumoral No 9 21,68 (RI:12,21-31,10) 82 0,863
Si 18 16,05 (RI:12,55-24,02)

Recidiva post-trasplante No 24 17,10 (RI:12,87-27,24) 35 0,939
Si 3 16,02 (RI:11,63-28,46)

Tabla 39. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacién de los niveles de GPC3 pre-trasplante
con variables clinicas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis y recidiva post-trasplante).

Variable Ne Niveles medianos de GPC3 U de p
pacientes (ng/mL) Mann
Whitney
Invasién vascular No 24 7,66 (RI:3,46-22,03) 34 0,877
Si 3 5,75 (RI:5,29-18,13)
Necrosis tumoral No 9 17,78 (R1:9,17-27,81) 39 0,022
Si 18 5,23 (RI:2,01-14,36)
Recidiva post-trasplante No 24 10,93 (RI:3,86-22,12) 15 0,105
Si 3 4,72 (RI:1,26-5,29)

Tabla 40. Test U de Mann Whitney para el estudio de la asociacion de los niveles de IL-8 pre-trasplante
con variables clinicas (presencia/ausencia de invasion vascular, necrosis y recidiva post-trasplante).

Variable Ne Niveles medianos de IL-8 U de p
pacientes (pg/mL) Mann Whitney

Invasion vascular No 17 2,27 (RI:0,34-3,59) 12 0,152
Si 3 9,37 (RI:1,22-11,20)

Necrosis tumoral No 7 2,70 (RI:1,22-4,86) 41 0,721
Si 13 2,27 (RI1:0,34-5,66)

Recidiva post- No 17 2,91 (RI:0,73-6,27) 12 0,152
trasplante Si 3 0,59 (R1:0,30-1,22)
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Tras aplicar el test Kruskall-Wallis para el estudio de la asociacién de los niveles
MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3 y IL-8 pre-trasplante con la etiologia de la cirrosis, no
se encontré ninguna asociacion estadisticamente significativa (p>0,05) (tablas 41, 42,
43, 44 y 45).

Tabla 41. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles de MMP-1 pre-trasplante
con etiologia de la cirrosis. (MMP-1: metaloproteasa-1; VHC: virus hepatitis C; ALCH: enolismo;
EHNA.: esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO: hemocromatosis; GLUGOG:
glucogenosis tipo I11; CRIPTO: criptogénica).

Variable Ne Niveles medianos 1 p
pacientes de MMP1
(ng/mL)
Etiologia VHC 10 1,68 (RI:1,27-2,10) 9,86 0,197
ALCH 6 1,34 (R1:1,09-2,00)
EHNA 1 2,65
VHB 1 0,90
HEMO 1 151
GLUCOG 1 1,10
CRIPTO 3 1,46 (RI:1,17-1,47)
MIXTA 8 1,81 (RI:1,42-2,52)

Tabla 42. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles de VEGF-C pre-
trasplante con etiologia de la cirrosis. (VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular-C; VHC: virus
hepatitis C; ALCH: enolismo; EHNA: esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO:
hemocromatosis; GLUGOG: glucogenosis tipo I11; CRIPTO: criptogénica).

Variable N° Niveles medianos A p
pacientes de VEGF-C
(ng/mL)
Etiologia VHC 10 0,59 (RI:0,45-2,07) 787 | 0344
ALCH 6 1,22 (R1:0,34-3,74)
EHNA 1 0,37
VHB 1 0,32
HEMO 1 4,03
GLUCOG 1 0,37
CRIPTO 3 2,23 (RI:0,83-5,25)
MIXTA 8 0,63 (R1:0,51-0,91)
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Tabla 43. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles de OPN pre-trasplante
con la etiologia de la cirrosis. (OPN: osteopontina; VHC: virus hepatitis C; ALCH: enolismo; EHNA:

esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO: hemocromatosis;

glucogenosis tipo I11; CRIPTO: criptogénica).

Variable

Etiologia

VHC
ALCH
EHNA

VHB
HEMO

GLUCOG
CRIPTO
MIXTA

NO

pacientes

0 W Rk PR RO

GLUGOG:
Niveles medianos a P
de OPN
(ng/mL)
16,08 (R1:12,99-28,94) 3,61 0,823

17,26 (RI:11,73-35,10)
13,11
21,67
9,15
217,76
18,06 (RI:13,90-51,76)
17,45 (RI:11,46-31,65)

Tabla 44. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacion de los niveles de GPC3 pre-trasplante
con la etiologia de la cirrosis. (GPC3: glipicano 3; VHC: virus hepatitis C; ALCH: enolismo; EHNA:

esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO: hemocromatosis;

glucogenosis tipo 111; CRIPTO: criptogénica).

Variable

Etiologia

VHC
ALCH
EHNA

VHB
HEMO

GLUCOG
CRIPTO
MIXTA

NO

pacientes

(o I N N ;)
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GLUGOG:
Niveles medianos a p
de GPC3
(ng/mL)
5,60 (RI:3,17-14,36) 4,24 0,751

14,60 (R1:3,68-41,17)
5,92
31,88
4,48
6,50
4,86 (R1:2,07-17,77)
10,93 (RI1:3,46-17,05)
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Tabla 45. Test de Kruskall Wallis para el estudio de la asociacién de los niveles de 1L-8 pre-trasplante
con la etiologia de la cirrosis. (11-8: interleucina 8; VHC: virus hepatitis C; ALCH: enolismo; EHNA:
esteatohepatitis no alcohdlica; VHB: virus hepatitis B; HEMO: hemocromatosis; GLUGOG:
glucogenosis tipo 111; CRIPTO: criptogénica).

Variable Y Niveles medianos a p
pacientes de IL-8
(pg/mL)
Etiologia VHC 9 2,27 (R1:0,15-3,50) 543 0,246
ALCH 2 11,87 (R1:9,37-14,37)
EHNA 0 -
VHB 0 -
HEMO 1 3,55
GLUCOG 0 -
CRIPTO 3 2,14 (RI:1,07-4,86)
MIXTA 6 2,12 (RI:0,29-5,52)

56 COMPARACION DE LOS NIVELES DE CTCs Y OTROS
MARCADORES TUMORALES (AFP, MMP-1, VEGFE-C, OPN, GPC3,
IL-8) PRE Y POST-TRASPLANTE

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de
CTCs antes y después del trasplante, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de CTCs pre-trasplante y los niveles de CTCs al mes, al
afio y a los 2 afios post-trasplante (p<0,05) (tabla 46). Se observd que los niveles
medianos de CTCs de los pacientes incluidos en el estudio, presentaron una tendencia

descendente tras el trasplante hepatico (figura 15).
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Tabla 46. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas, para la comparacion de
los niveles medianos de CTCs antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(CTCs: células tumorales circulantes).

CTCs CTCs CTCs CTCs CTCs

/10mL /10mL /10mL /10mL /10mL

Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afos

trasplante post- post- post- post-

trasplante trasplante trasplante trasplante

N 31 25 18 21 15
Mediana 13 4 3 2 6
RI 291 1-15 0-19,50 0,50-6,50 1-9

VA -2,160 -1,303 -2,577 -2,076

p 0,031 0,192 0,010 0,038

CTCs/10 mL

——

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

@=@==CTCs/10 mL

Figura 15. Evolucién de los niveles medianos de CTCs de los pacientes incluidos en el presente estudio,
medidos por el sistema Isoflux®, en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los
2 afios tras el trasplante.

De igual forma que con las CTCs, encontramos que tras aplicar el test de Wilcoxon
para la comparacion de los niveles medianos de AFP antes y después del trasplante, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de AFP pre-
trasplante y los niveles de AFP al mes, al afio y a los 2 afios post-trasplante (p<0,05)
(tabla 47). También se observd como, claramente, los niveles medianos de AFP de los
pacientes incluidos en el estudio, presentaron una tendencia descendente tras el

trasplante hepatico (figura 16).
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Tabla 47. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de AFP antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(AFP: alfa-fetoproteina).

AFP AFP AFP AFP AFP
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante
N 31 25 18 21 15
Mediana 6 2 2 2 3
RI 4-16 1-3 2-8 2-4 2-5
z -3,903 -0,712 -3,049 -2,690
p <0,001 0,477 0,002 0,007
AFP (ng/mL)

o o—9

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

=== AFP (ng/mL)

Figura 16. Evolucién de los niveles medianos de AFP de los pacientes incluidos en el presente estudio,
en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el trasplante.

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de
GPC3 antes y después del trasplante, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de GPC3 pre-trasplante y los niveles de GPC3 post-
trasplante (p>0,05) (tabla 48). Se observé que los niveles medianos de GPC3 de los
pacientes incluidos en el estudio, se mantuvieron estables tras el trasplante hepatico
(figura 17).
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Tabla 48. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de GPC3 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(GPC3: glipicano-3).

GPC3 GPC3 GPC3 GPC3 GPC3
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante
N 31 24 18 19 11
Mediana 6,21 9,58 9,78 7,76 6,24
RI 3,65-17,77 6,87-14,54 6,07-19,59 6,10-20,50 3,57-10,53
z -0,886 -1,067 -0,282 -0,178
p 0,376 0,286 0,778 0,859
GPC3 (ng/mL)
PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

e=@==GPC3 (ng/mL)

Figura 17. Evolucién de los niveles medianos de GPC3 de los pacientes incluidos en el presente
estudio, en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el
trasplante.

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de
MMP-1 antes y después del trasplante, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de MMP-1 pre-trasplante y los niveles de MMP-1 al mes,
al afio y a los 2 afios post-trasplante (p<0,05) (tabla 49). También se observd como,
claramente, los niveles medianos de MMP-1 de los pacientes incluidos en el estudio,
presentaron una tendencia descendente tras el trasplante hepatico y se mantuvieron

estables hasta los 2 afios (figura 18).
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Tabla 49. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de MMP-1 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2
afios) (MMP-1: metaloproteasa-1).

MMP-1 MMP-1 MMP-1 MMP-1 MMP-1
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante
N 31 24 18 19 11
Mediana 1,54 1,27 1,32 1,28 1,26
RI 1,26-2,06 1,21-1,32 0,93-1,67 1,22-1,35 1,03-1,48
z -3,696 -1,045 -2,616 -2,138
p <0,001 0,296 0,009 0,033

MMP-1 (ng/mL)

S —e¢ —0—0c—=¢

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

e=@==\MP-1 (ng/mL)
Figura 18. Evolucién de los niveles medianos de MMP-1 de los pacientes incluidos en el presente

estudio, en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el
trasplante.

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de
VEGF-C antes y después del trasplante, Unicamente se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de VEGF-C pre-trasplante y los niveles
de VEGF-C a los 6 meses y al afio post-trasplante (p<0,05) (tabla 50), siendo estos dos
Gltimos, mayores. Observando la evolucion de los niveles medianos de VEGF-C a lo
largo de los 2 afios post-trasplante, se observa que, aunque los niveles aumenten
levemente tras el trasplante, finalmente descienden a los 2 afios, aunque esta

disminucidn no sea significativa (figura 19).
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Tabla 50. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de VEGF-C antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2
afios) (VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular C).

VEGF-C VEGF-C VEGF-C VEGF-C VEGF-C
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios
trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante
N 31 24 18 19 11
Mediana 0,61 0,67 0,68 0,70 0,57
RI 0,42-2,23 0,50-0,88 0,40-1,87 0,44-2,39 0,35-2,12
VA -1,657 -2,107 -1,992 -0,968
p 0,097 0,035 0,046 0,333

VEGF-C (ng/mL)

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

@=@==\/EGF-C (ng/mL)

Figura 19. Evolucion de los niveles medianos de VEGF-C de los pacientes incluidos en el presente
estudio, en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el
trasplante.

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de
OPN antes y después del trasplante, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de OPN pre-trasplante y los niveles de OPN al mes, a los
6 meses y a los 2 afios post-trasplante (p<0,05) (tabla 51), siendo los niveles medianos
significativamente superiores al mes y a los 6 meses, e inferiores a los 2 afios post-
trasplante. La evolucion de los niveles medianos de OPN a lo largo de los 2 afios post-
trasplante, muestra que, a pesar de haber un incremento significativo de los niveles tras
la cirugia, estos adoptan una pauta descendente, llegando incluso a valores inferiores a

los 2 afios post-trasplante (figura 20).
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Tabla 51. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de OPN antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(OPN: osteopontina).

OPN OPN OPN OPN OPN
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afios

trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante

N 31 24 18 19 11

Mediana 16,15 35,42 24,86 20,49 13,47
RI 12,86-28,46 20,82-45,63 13,74-43,82 12,73-29,53 8,43-17,73

z -3,457 -3,070 -1,851 -2,845

p 0,001 0,002 0,064 0,004

OPN (ng/mL)

. — @\@\@-\@

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

e=@== 0PN (ng/mL)

Figura 20. Evolucidn de los niveles medianos de OPN de los pacientes incluidos en el presente estudio,
en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el trasplante.

Tras aplicar el test de Wilcoxon para la comparacion de los niveles medianos de IL-
8 antes y después del trasplante, inicamente se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los niveles de IL-8 pre-trasplante y los niveles de IL-8 al afio post-
trasplante (p<0,05) (tabla 52). Aunque las diferencias entre los niveles de IL-8 pre- y
post-trasplante no fueron significativas (a excepcion del afio post-trasplante), se observé
cdémo, claramente, los niveles medianos de IL-8 de los pacientes incluidos en el estudio,

presentaron una tendencia descendente tras el trasplante hepatico (figura 21).

122



Resultados

Tabla 52. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de IL-8 antes y después del trasplante (al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios)
(IL-8: interleucina 8).

IL-8 IL-8 IL-8 IL-8 IL-8
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Pre- 1 mes 6 meses 1 afio 2 afos
trasplante post- post- post- post-
trasplante trasplante trasplante trasplante
N 21 20 18 16 8
Mediana 2,70 0,76 0,35 0,00 0,045
RI 0,49-4,48 0,00-3,03 0,00-3,88 0,00-1,19 0,00-1,40
VA -1,415 -1,255 -2,354 -1,680
p 0,157 0,209 0,019 0,093

IL-8 (pg/mL)

PRE-TRASPLANTE 1 MES POST- 6 MESES POST- 1 ANO POST- 2 ANOS POST-
TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE TRASPLANTE

=== |-8 (pg/mL)

Figura 21. Evolucién de los niveles medianos de IL-8 de los pacientes incluidos en el presente estudio,
en el periodo de tiempo transcurrido entre antes del trasplante, hasta los 2 afios tras el trasplante.

Tras separar los pacientes que presentaron invasion vascular por el tumor en el
higado trasplantado y los que no, y tras aplicar el test de Wilcoxon para el estudio de los
niveles medianos de CTCs, AFP, MMP-1, VEGF-C, OPN, GPC3 e IL-8 antes y
después del trasplante en ambos grupos de pacientes, encontramos diferencias
significativas en los niveles de AFP y MMP-1 pre-trasplante y post-trasplante, en los
pacientes sin invasion vascular (p<,0,05) (tablas 54 y 56). En estos pacientes,
observamos como los niveles de AFP y MMP-1 descendieron al mes y al afio post-

trasplante.

123



Resultados

Ademas, encontramos una disminucion significativa de los niveles de IL-8 al afio

post-trasplante, en los pacientes sin invasion vascular (p<0,05) (tabla 59).

Tabla 53. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas, para la comparacion de
los niveles medianos de CTCs antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con invasion
y sin invasion vascular (CTCs: células tumorales circulantes).

Pacientes sin invasion CTCs/10mL CTCs/10mL CTCs/10mL
Pre-trasplante 1 mes 1 afo
Post-trasplante Post-trasplante
Mediana 8,50 4 2
RI 1-50,75 1-12,50 0,75-4,75
VA -1,494 -1,915
p 0,135 0,056
Pacientes con invasion
Mediana 539 13 6
RI 448-1768 3-70 0-9
z -1,604 -1,604
p 0,109 0,109

Tabla 54. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de AFP antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con invasion y
sin invasion vascular (AFP: alfa-fetoproteina).

Pacientes sin invasion AFP AFP AFP
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-trasplante 1 mes 1 afio
Post-trasplante Post-trasplante
Mediana 6 2 2
RI 3,25-7 1-3,25 2-4
z -3,594 -3,466
p <0,001 0,001
Pacientes con invasion
Mediana 11 2 2
RI 4-14 2-2 1-163
z -1,604 0,000
p 0,109 1,000
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Tabla 55. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de GPC3 antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con invasion
y sin invasion vascular (GPC3: glipicano-3).

Pacientes sin invasion GPC3 GPC3 GPC3
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-trasplante 1 mes 1 afo

Post-trasplante

Post-trasplante

Mediana 7,66 7,65 8,17
RI 3,46-22,03 6,44-14,15 6,31-20,64
z -0,295 -0,052
p 0,768 0,959

Pacientes con invasion

Mediana 5,75 13,73 7,42
RI 5,29-18,13 10,89-22,55 5,40-20,50
VA -1,604 -1,604
p 0,109 0,109

Tabla 56. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de MMP-1 antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con
invasion y sin invasién vascular (MMP-1: metaloproteasa-1).

Pacientes sin invasion MMP-1 MMP-1 MMP-1
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-trasplante 1 mes 1 afio

Post-trasplante

Post-trasplante

Mediana 1,46 1,27 1,28
RI 1,15-1,70 1,21-1,34 1,23-1,34
z -3,342 -2,948
p 0,001 0,003

Pacientes con invasion

Mediana 1,64 1,27 1,27
RI 1,54-2,15 1,21-1,27 1,16-5,33
z -1,604 0,000
p 0,109 1,000
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Tabla 57. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de VEGF-C antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con
invasion y sin invasion vascular (VEGF-C: factor de crecimiento endotelial vascular C).

Pacientes sin invasion VEGF-C VEGF-C VEGF-C
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-trasplante 1 mes 1 afo
Post-trasplante Post-trasplante
Mediana 0,77 0,66 0,73
RI 0,49-2,42 0,47-1,07 0,44-2,31
VA -1,721 -1,706
P 0,085 0,088
Pacientes con invasion
Mediana 0,55 0,79 0,65
RI 0,37-5,35 0,50-0,81 0,30-2,39
z 0,000 -0,535
P 1,000 0,593

Tabla 58. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacién de
los niveles medianos de OPN antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con invasion y
sin invasion vascular (OPN: osteopontina).

Pacientes sin invasion OPN OPN OPN
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Pre-trasplante 1 mes 1 afio
Post-trasplante Post-trasplante

Mediana 15,61 30,75 19,05

RI 11,93-24,95 19,77-45,08 12,12-24,15
Zz -3,111 -1,706
p 0,002 0,088

Pacientes con invasion

Mediana 28,46 42,47 43,66

RI 20,40-33,74 37,75-59,82 26,91-173,88
z -1,604 -1,069
p 0,109 0,285
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Tabla 59. Test de Wilcoxon de los rangos con signo para muestras relacionadas para la comparacion de
los niveles medianos de IL-8 antes y después del trasplante (al mes y al afio), en pacientes con invasion y
sin invasion vascular (IL-8: interleucina 8).

Pacientes sin invasion IL-8 IL-8 IL-8
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Pre- 1 mes 1 afio
trasplante Post-trasplante Post-trasplante
Mediana 2,27 1,79 0,00
RI 0,34-3,59 0,00-3,58 0,00-0,92
z -0,682 -2,845
p 0,496 0,004
Pacientes con invasion
Mediana 5,29 0,00 0,00
RI 0,59-10,74 0,00-0,00 0,00-10,32
1,2 -1,826 -0,365
p 0,068 0,715

Los pacientes 4, 10 y 16 incluidos en el presente estudio, presentaron
metéstasis/recidiva tumoral tras el trasplante hepatico.

El paciente 4, presentd metéstasis 0sea, de pulmon y hepatica a los 6 meses tras el
trasplante. En él, se observd unos niveles pre-trasplante elevados de CTCs (Me=13
CTCs/10mL), que posteriormente disminuyeron tras la cirugia. Ademas, se observo un
incremento notable de los niveles de AFP, MMP-1, GPC3, OPN e IL-8 tras el
trasplante, alcanzando los valores maximos a los 6 meses, coincidiendo con la recidiva.

VEGF-C se mantuvo con niveles estables (figura 22).
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Figura 22. Niveles pre- y post-trasplante de CTCs, AFP, MMP-1, GPC3, OPN, VEG-C e IL-8, en el
paciente 4.

El paciente 10, presentd6 metastasis suprarrenal bilateral a los 6 meses tras el
trasplante. En él, se observd unos niveles de CTCs y AFP pre-trasplante elevados. Tras
el trasplante, entre el mes y los 6 meses, se observd un aumento considerable de AFP,
MMP-1, GPC3, OPN e IL-8. VEGF-C se mantuvo en niveles mas o menos estables
(figura 23).
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Figura 23. Niveles pre- y post-trasplante de CTCs, AFP, MMP-1, GPC3, OPN, VEG-C e IL-8, en el

paciente 10.

El paciente 16, presentd metastasis 0seas y hepaticas a los 6 meses tras el trasplante.

En él, se observd tras el trasplante, un incremento brusco de AFP, MMP-1, OPN e IL-8.

GPC3 aumenté tras el trasplante, pero luego se mantuvo como el valor inicial pre-

trasplante. VEGF-C inicialmente descendio, pero a partir del afio aument6 su valor

(figura 24).
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Figura 24. Niveles pre- y post-trasplante de CTCs, AFP, MMP-1, GPC3, OPN, VEG-C e IL-8, en el
paciente 16.
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5.7 DETERMINACION DE LA EFICACIA EN LA PREDICCION DE
RECIDIVA POST-TRASPLANTE DE LA DETERMINACION DE LOS
NIVELES DE CTCs, AFP Y MMP-1 PRE-TRASPLANTE

Del total de 31 pacientes incluidos en el estudio, 27 de ellos fueron sometidos a
trasplante hepético, de los cuales, un total de 3 pacientes tuvieron metastasis/recidiva
tras el trasplante (pacientes 4, 10 y 16).

Tras la elaboracion de la curva ROC para la determinacion de la eficacia de
prediccién de recidiva/metéastasis post-trasplante de los niveles de CTCs pre-trasplante,
se determiné un AUC= 0,750 (75%) (1C95% 0,487-1,013 y p=0,165) (figura 25). Por lo
que los niveles de CTCs pre-trasplante podrian predecir con un 75% de probabilidad, la
aparicion de recidiva/metastasis post-trasplante.

El mejor punto de corte de CTCs para predecir recidiva/metastasis post-trasplante
con mejor S y E, correspondiente al maximo indice Youden (0,5), correspondié a >8.5
CTCs/10 mL, con una S=100% y una E=50% (figura 26).
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Figura 25. Curva ROC de CTCs pre-trasplante, para la prediccion de recidiva/metastasis
post-trasplante (AUC: area bajo la curva).
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0,6 >8.5 CTCs/10 mL
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Figura 26. Maximo Indice Youden para CTCs pre-trasplante (0,5): relacion entre S'y 1-E que optimiza el
valor de S y E para la prediccion de recidiva/metéastasis de la determinacion de CTCs pre-trasplante (S:
sensibilidad; E: especificidad).

Tras la elaboracion de la curva ROC para la determinacion de la eficacia de
prediccion de recidiva/metastasis post-trasplante de los niveles de AFP pre-trasplante,
se determiné un AUC= 0,590 (59%) (1C95% 0,168-1,013 y p=0,616) (figura 27). Por lo
que, los niveles de AFP pre-trasplante podrian predecir con un 59% de probabilidad, la
aparicion de recidiva/metastasis post-trasplante.

El mejor punto de corte de AFP para predecir recidiva/metastasis post-trasplante con
mejor S y E, correspondiente al maximo indice Youden (0,45), correspondi6 a >9
ng/mL, con una S=66,6% y una E=79,16%. (figura 28).
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Figura 27. Curva ROC de AFP pre-trasplante, para la prediccion de recidiva/metastasis
post-trasplante (AUC: &rea bajo la curva).
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Figura 28. Maximo indice Youden para AFP pre-trasplante (0,45): relacion entre S y 1-E que optimiza el
valor de Sy E para la prediccion de recidiva/metastasis de la determinacion de AFP pre-trasplante (S:
sensibilidad; E: especificidad).

Tras la elaboracion de la curva ROC para la determinacion de la eficacia de
prediccion de recidiva/metastasis post-trasplante de los niveles de MMP-1 pre-
trasplante, se determiné un AUC= 0,639 (63.9%) (1C95% 0,371-0,907 y p=0.440)
(figura 29). Por lo que, los niveles de MMP-1 pre-trasplante podrian predecir con un
63,9% de probabilidad, la aparicion de recidiva/metastasis post-trasplante.

El mejor punto de corte de MMP-1 para predecir recidiva/metastasis post-trasplante
con mejor Sy E, correspondiente al maximo indice Youden (0,375), correspondio a
>1,27 ng/mL, con una S=100% y una E=37,5% (figura 30).
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Figura 29. Curva ROC de MMP-1 pre-trasplante, para la prediccién de recidiva/metastasis
post-trasplante (AUC: area bajo la curva).
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Figura 30. Méaximo Indice Youden para MMP-1 pre-trasplante (0,375): relacion entre Sy 1-E que
optimiza el valor de Sy E para la prediccion de recidiva/metastasis de la determinacion de MMP-1 pre-
trasplante (S: sensibilidad; E: especificidad).

Asi, encontramos que de todos los marcadores pre-trasplante estudiados para la
prediccion de recidiva/metastasis, los niveles de CTCs fueron los mejores predictores
(AUC=0,750), seguido de los niveles de MMP-1 (AUC= 0,639) y los niveles de AFP
(AUC=0,590), aunque estos resultados no fueron estadisticamente significativos
(p>0,05) (tabla 60).

Tabla 60. Comparacién de la capacidad predictiva de recidiva/metastasis post-trasplante de CTCs, AFP y
MMP-1 pre-trasplante, y sus respectivos puntos de corte con mejor sensibilidad y especificidad para la
prediccion. (AUC: Area bajo la curva; 1C95%: indice de confianza al 95%; S: sensibilidad; E:
especificidad).

Marcador pre-trasplante AUC 1C95% p Punto de S (%) E (%)

(%) corte

CTCs /10mL 0,750 0,487-1,013 0,165 >8.5 100 50
(75)

MMP-1 (ng/mL) 0,639  0,371-0,907 0,440 >1,27 100 375
(63,9)

AFP (ng/mL) 0,590 0,168-1,013 0,616 >9 66,6 79,16

(59)
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5.8 ASOCIACION ENTRE LA CONCENTRACION DE_ CTCs PRE-
TRASPLANTE Y TIEMPO DE SG Y TIEMPO DE SLE TRAS EL
TRASPLANTE

Tras aplicar el test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion
de los niveles de CTCs pre-trasplante de los 27 pacientes trasplantados, con el tiempo
de supervivencia y el tiempo de supervivencia libre de recidiva/metastasis tras el
trasplante, no se encontrd ninguna correlacion estadisticamente significativa (p>0,05)
(tabla 61).

Tabla 61. Test de correlacion Rho de Spearman para el estudio de la asociacion de CTCs pre-trasplante
con el tiempo de SG y el tiempo de SLE tras el trasplante. (CTCs: células tumorales circulantes; SG:
supervivencia general; SLE: supervivencia libre de enfermedad).

Paciente CTCs Tiempo SG Tiempo SLE
/10mL Post-trasplante = post-trasplante
Pre- (meses) (meses)
trasplante
Mediana 13 24 24
RI 2-91 13-28 12-28
Rho 0,372 0,265
p 0,056 0,182

5.9 ANALISIS DE SG Y SLE TRAS EL TRASPLANTE

Tras realizar la curva de supervivencia Kaplan-Meier para el estudio de la SLE y SG
de los 27 pacientes con CHC trasplantados, se muestra la supervivencia media sin
recidiva y la supervivencia media general del paciente y sus respectivas curvas, en la

tabla 62 y figura 31, respectivamente.
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Tabla 62. SLE y SG de pacientes con CHC trasplantados. Medias con limite inferior y superior (1C95%).
Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios post-trasplante.

SUPERVIVENCIA POST-TRASPLANTE

Supervivencia media sin recidiva (meses) 33,38 (29,53-37,23)
Al mes 100%
A los 6 meses 92,3%
Al afio 88,5%
A los 2 afios 88,5%
Supervivencia media general (meses) 31,81 (27,73-35,89)
Al mes 100%
A los 6 meses 100%
Al afio 88,5%
A los 2 afios 79,5%
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Figura 31. Curvas de SLE y SG post-trasplante de los pacientes con CHC trasplantados.

Posteriormente se llevd a cabo la comparacién de curvas de SG y SLE tras el
trasplante, entre pacientes con diferentes caracteristicas clinicas y analiticas.

En la tabla 63 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-
trasplante <8,5 CTCs/10 mL y >8,5 CTCs/10 mL.
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Tabla 63. Numero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos con
<8,5 CTCs/10 mL y >8,5 CTCs/10 mL.

CTCs/10 mL N° Pacientes Recidiva Exitus
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
<8,5 12 12 0 10 2
>8,5 15 12 3 12 3

La supervivencia media sin recidiva del paciente en los grupos con CTCs<8,5/10
mL y CTCs>8,5/10mL, no pudo calcularse, debido a que ningin paciente del grupo con
<8,5 CTCs, tuvo recidiva post-trasplante. No existieron diferencias estadisticamente
significativas en la proporcion acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de
cada intervalo, entre grupos de pacientes con CTCs<8,5/10 mL y CTCs>8,5/10mL
(p>0,05) (tabla 64 y figura 32).

En la tabla 64 se muestra la supervivencia media general de los grupos de pacientes
con CTCs<8,5/10mL y CTCs>8,5/10mL. La proporcion acumulada de pacientes que no
fallecieron al final de cada intervalo en el grupo con CTCs<8,5/10 mL, no fue
significativamente diferente del grupo con >8,5 CTCs/10mL (p<0,05) (tabla 64 y figura
32).

Tabla 64. SLE y SG entre grupos con <8,5 CTCs/10 mL y >8,5 CTCs/10 mL. Medias con limite inferior
y superior (1C95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2 afios post-
trasplante en ambos grupos (CTCs: células tumorales circulantes).

SUPERVIVENCIA POST- CTCs<8,5 CTCs>8,5 Log Rank
TRASPLANTE /10mL /10mL (p)
Supervivencia media sin recidiva - - 2,364
(meses) (p=0,124)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 86,7%
Al afio 100% 80%
A los 2 afios 100% 80%
Supervivencia media general (meses) 25,63 (21,40-29,87) 32 (26,89-37,10) 0,013
Al mes 100% 100% (p=0,910)
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 81,8% 93,3%
A los 2 afios 81,8% 80%
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Figura 32. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos con <8,5 CTCs/10 mL y >8,5
CTCs/10 mL. Log Rank (Mantel-Cox).

En la tabla 65 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con un unico nédulo

tumoral y con mas de un nédulo tumoral hepatico.

Tabla 65. Numero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos con
un Unico nédulo tumoral y con mas de un nédulo tumoral hepatico.

Nodulo N° Pacientes Recidiva Exitus
(LOE) Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
Unica 14 13 1 13 1
Mudiltiple 13 11 2 9 4

En la tabla 66 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia
media general del paciente en los grupos con un Gnico nddulo tumoral y con mas de un
nodulo tumoral. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la

proporcion acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre
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los grupos de pacientes con presencia de un Unico nodulo y pacientes con nddulos
multiples (p>0,05). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en la proporcion acumulada de pacientes que no fallecieron al final de cada intervalo

entre ambos grupos de pacientes (p>0,05) (tabla 66 y figura 33).

Tabla 66. SLE y SG entre grupos con un unico nédulo tumoral y con mas de un nédulo tumoral hepatico.
Medias con limite inferior y superior (IC95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio
y a los 2 afios post-trasplante en ambos grupos (LOE: lesion ocupante de espacio).

SUPERVIVENCIA POST- LOE LOE Log Rank
TRASPLANTE Unica Multiple (p)
Supervivencia media sin recidiva 31,69 (27,34-36,03) 32,30 (26,32-38,29) 0.307
(meses) (p=0,579)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 92,3% 92,3%
Al afio 92,3% 84,6%
A los 2 afios 92,3% 84,6%
Supervivencia media general (meses) 32 (28,23-35,76) 29,03 (22,56-35,49) 1,791
Al mes 100% 100% (p=0,181)
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 92,3% 84,6%
A los 2 afios 92,3% 67,7%
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Figura 33. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos con un Gnico ndédulo tumoral y
con mas de un nédulo tumoral hepético. Log Rank (Mantel-Cox).

139



Resultados

En la tabla 67 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con invasion vascular y

sin invasién vascular tumoral.

Tabla 67. Nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos sin
invasion vascular y con invasion vascular tumoral.

Invasion N° Pacientes Recidiva Exitus
Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
No 24 22 2 20 4
Si 3 2 1 2 1

En la tabla 68 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia
media general del paciente en los grupos con invasion y sin invasion vascular. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de
pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre los grupos de pacientes
con y sin invasion vascular (p>0,05). Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de pacientes que no
fallecieron al final de cada intervalo entre ambos grupos de pacientes (p>0,05) (tabla 68

y figura 34).
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Tabla 68. SLE y SG entre grupos sin invasion vascular y con invasion vascular tumoral. Medias con
limite inferior y superior (1C95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2
afios post-trasplante en ambos grupos.

SUPERVIVENCIA POST- No Invasion Si Invasion Log Rank
TRASPLANTE ()
Supervivencia media sin recidiva 34,26 (30,62-37,89) 20 (8,79-31,20) 1,634
(meses) (p=0,201)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 95,7%, 66,7%
Al afio 91,3% 66,7%
A los 2 afios 91,3% 66,7%
Supervivencia media general 32,25 (28,03-36,48) = 22,66 (15,73-29,60) 0,206
(meses) (p=0,650)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 87% 100%
A los 2 afios 81,8% 66,7%
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Figura 34. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos sin invasion vascular y con invasion
vascular tumoral. Log Rank (Mantel-Cox).

En la tabla 69 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-
trasplante de AFP<9 ng/mL y AFP>9 ng/mL.
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Tabla 69. Numero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos de
pacientes con niveles pre-trasplante de AFP<9 ng/mL y AFP>9 ng/mL (AFP: alfa-fetoproteina).

AFP N° Pacientes Recidiva Exitus
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
<9 ng/mL 20 19 1 17 3
>9 ng/mL 7 5 2 5 2

En la tabla 70 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia
media general del paciente en los grupos con niveles pre-trasplante de AFP<9 ng/mL y
AFP>9 ng/mL. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre
los grupos de pacientes con AFP<9 ng/mL y AFP>9 ng/mL (p>0,05). Tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de
pacientes que no fallecieron al final de cada intervalo entre ambos grupos de pacientes
(p>0,05) (tabla 70 y figura 35).

Tabla 70. SLE y SG entre grupos de pacientes con niveles pre-trasplante de AFP<9 ng/mL y AFP>9
ng/mL. Medias con limite inferior y superior (1C95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6
meses, al afio y a los 2 afios post-trasplante en ambos grupos (AFP: alfa-fetoproteina).

SUPERVIVENCIA POST- AFP AFP Log Rank
TRASPLANTE <9 ng/mL >9 ng/mL (9)
Supervivencia media sin recidiva = 32,57 (29,86-35,29) = 27,85 (17,14-38,57) 3,023
(meses) (p=0,082)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 71,4%
Al afio 94,7% 71,4%
A los 2 afios 94,7% 71,4%
Supervivencia media general 30,24 (26,35-34,14) | 29,57 (20,78-38,35) 0,426
(meses) (p=0,514)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 89,5% 85,7%
A los 2 afios 83,1% 71,4%
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Figura 35. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos de pacientes con niveles pre-trasplante
de AFP<9 ng/mL y AFP>9 ng/mL. Log Rank (Mantel-CoX).

En la tabla 71 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin

fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-

trasplante de MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL.

Tabla 71. Numero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos de
pacientes con niveles pre-trasplante de MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL (MMP-1:

metaloproteasa 1).
MMP-1

Pre-trasplante

<1,27 ng/mL 9
>1,27 ng/mL 18

N° Pacientes

Recidiva
Post-trasplante
NO

9
15

Exitus

Post-trasplante

Sl NO Sl
0 7 2
3 15 3

La supervivencia media sin recidiva del paciente de los grupos con MMP-1<1,27

ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL no pudo calcularse, debido a que ninglin paciente del

grupo con MMP-1<1,27 ng/mL, tuvo recidiva post-trasplante.
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No existieron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de
pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre grupos de pacientes con
niveles pre-trasplante de MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL (tabla 72 y figura
36).

En la tabla 72 se muestra la supervivencia media general de los grupos de pacientes
con MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL. La proporcion acumulada de pacientes
que no fallecieron al final de cada intervalo en el grupo con MMP-1<1,27 ng/mL, no
fue significativamente diferente del grupo con MMP-1>1,27 ng/mL (p<0,05) (tabla 72 y
figura 36).

Tabla 72. SLE y SG entre grupos con niveles pre-trasplante de MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27
ng/mL. Medias con limite inferior y superior (IC95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6
meses, al afio y a los 2 afios post-trasplante en ambos grupos (MMP-1: metaloproteasa 1).

SUPERVIVENCIA POST- MMP-1 MMP-1 Log Rank
TRASPLANTE <1,27 ng/mL >1,27 ng/mL (p)
Supervivencia media sin recidiva - - 1,415
(meses) (p=0,234)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 88,9%
Al afio 100% 83,3%
A los 2 afios 100% 83,3%
Supervivencia media general 25,12 (19,25-30,99) = 32,83 (28,49-37,17) 0,693
(meses) (p=0,405)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 5% 94%
A los 2 afios 75% 83,3%
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Figura 36. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos de pacientes con niveles pre-trasplante
de MMP-1<1,27 ng/mL y MMP-1>1,27 ng/mL. Log Rank (Mantel-CoXx).

En la tabla 73 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin

fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-

trasplante de bilirrubina<1,20 mg/dL y bilirrubina>1,20 mg/dL.

Tabla 73. NUmero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos de
pacientes con niveles pre-trasplante de bilirrubina<1,20 mg/dL y bilirrubina>1,20 mg/dL.

Bilirrubina N° Pacientes Recidiva Exitus
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
<1,20 mg/dL 19 17 2 15 4
>1,20 mg/dL 8 7 1 7 1

En la tabla 74 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia

media general del paciente en los grupos con niveles pre-trasplante de bilirrubina<1,20

mg/dL y bilirrubina>1,20 mg/dL. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la proporcién acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de

cada intervalo, entre los grupos de pacientes con bilirrubina<1,20 mg/dL Yy

bilirrubina>1,20 mg/dL (p>0,05). Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas en la proporcion acumulada de pacientes que no fallecieron al final de

cada intervalo entre ambos grupos de pacientes (p>0,05) (tabla 74 y figura 37).

Tabla 74. SLE y SG entre grupos con niveles pre-trasplante de bilirrubina<1,20 mg/dL y bilirrubina>1,20
mg/dL. Medias con limite inferior y superior (IC95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6
meses, al afio y a los 2 afios post-trasplante en ambos grupos.

SUPERVIVENCIA POST- Bilirrubina Bilirrubina Log Rank
TRASPLANTE <1,20 mg/dL >1,20 mg/dL ()
Supervivencia media sin recidiva 33,44 (28,79-38,09) 27,12 (21,85-32,39) 0,002
(meses) (p=0,962)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 88,9% 100%
Al afio 88,9% 87,5%
A los 2 afios 88,9% 87,5%
Supervivencia media general (meses) 30,84 (25,53-36,16) = 28 (24,33-31,66) 0,523
Al mes 100% 100% (p=0,470)
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 83,3% 100%
A los 2 afios 76,4% 87,5%
Funciones de supervivencia Funciones de supervivencia
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Figura 37. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos de pacientes con niveles pre-trasplante
de bilirrubina<1,20 mg/dL y bilirrubina>1,20 mg/dL. Log Rank (Mantel-Cox).
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En la tabla 75 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-
trasplante de GOT<40 U/L y GOT>40 U/L.

Tabla 75. Nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos de
pacientes con niveles pre-trasplante de GOT<40 U/L y GOT>40 U/L (GOT: transaminasa glutamico-
oxalacética).

GOT N° Pacientes Recidiva Exitus
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
<40 U/L 12 11 1 9 3
>40 U/L 14 12 2 12 2

En la tabla 76 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia
media general del paciente en los grupos con niveles pre-trasplante de GOT<40 U/L y
GOT>40 U/L. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre
los grupos de pacientes con GOT<40 U/L y GOT>40 U/L (p>0,05). Tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de
pacientes que no fallecieron al final de cada intervalo entre ambos grupos de pacientes
(p>0,05) (tabla 76 y figura 38).
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Tabla 76. SLE y SG entre grupos con niveles pre-trasplante de GOT<40 U/L y GOT>40 U/L. Medias
con limite inferior y superior (1C95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio y a los
2 afios post-trasplante en ambos grupos (GOT: transaminasa glutdmico-oxalacética).

SUPERVIVENCIA POST- GOT GOT Log Rank
TRASPLANTE <40 U/L >40 U/L (9)
Supervivencia media sin recidiva 31,27 (26,17-36,36) 32,64 (27,05-38,23) 0,116
(meses) (p=0,734)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 90,9% 92,9%
Al afio 90,9% 85,7%
A los 2 afios 90,9% 85,7%
Supervivencia media general (meses) 27,36 (20,93-33,78) 33,46 (28,95-37,97) 1,105
Al mes 100% 100% (p=0,293)
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 72,7% 100%
A los 2 afios 72,7% 84,6%
Funciones de supervivencia Funciones de supervivencia
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Figura 38. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos de pacientes con niveles pre-trasplante
de GOT<40 U/L y GOT>40 U/L. Log Rank (Mantel-Cox).

En la tabla 77 se muestra el nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin
fallecimiento post-trasplante, dentro de los grupos de pacientes con niveles pre-
trasplante de GPT<41 U/L y GPT>41 U/L.
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Tabla 77. Nimero de pacientes con/sin recidiva y con/sin exitus post-trasplante, dentro de los grupos de
pacientes con niveles pre-trasplante de GPT<41 U/L y GPT>41 U/L (GPT: transaminasa glutdmico-
piravica).

GPT N° Pacientes Recidiva Exitus
Pre-trasplante Post-trasplante Post-trasplante
NO Sl NO Sl
<41 U/L 16 14 2 12 4
>41 U/L 11 10 1 10 1

En la tabla 78 se muestra la supervivencia media sin recidiva y la supervivencia
media general del paciente en los grupos con niveles pre-trasplante de GPT<41 U/L y
GPT>41 U/L. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion acumulada de pacientes que no tuvo recidiva al final de cada intervalo, entre
los grupos de pacientes con GPT<41 U/L y GPT>41 U/L (p>0,05). Tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la proporcion acumulada de
pacientes que no fallecieron al final de cada intervalo entre ambos grupos de pacientes
(p>0,05) (tabla 78 y figura 39).

Tabla 78. SLE y SG entre grupos con niveles pre-trasplante de GPT<41 U/L y GPT>41 U/L. Medias con
limite inferior y superior (IC95%). Porcentajes de supervivencia al mes, a los 6 meses, al afio y a los 2
afios post-trasplante en ambos grupos (GPT: transaminasa glutdmico-piravica).

SUPERVIVENCIA POST- GPT GPT Log Rank
TRASPLANTE <41 U/L >41 U/L (9)
Supervivencia media sin recidiva 30,13 (25,14-35,12) 34,27 (29,17-39,36) 0,140
(meses) (p=0,708)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 86,7% 100%
Al afio 86,7% 90,9%
A los 2 afios 86,7% 90,9%
Supervivencia media general 27,67 (22,35-32,99) 34,44 (29,72-39,16) 1,235
(meses) (p=0,266)
Al mes 100% 100%
A los 6 meses 100% 100%
Al afio 80% 100%
A los 2 afios 72, 7% 88,9%
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Funciones de supervivencia
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Figura 39. Curvas de SLE y SG post-trasplante en grupos de pacientes con niveles pre-trasplante
de GPT<41 U/L y GPT>41 U/L. Log Rank (Mantel-Cox).
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6. DISCUSION
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El CHC ocupa el segundo lugar entre las causas de mortalidad relacionadas con el
cancer. La enfermedad es mortal en los primeros 3-6 meses (2,3), por lo que el
diagndstico y tratamiento temprano puede bloquear la progresion tumoral, resultando en
un beneficio en cuanto a la supervivencia de esta enfermedad. No obstante, actualmente
el CHC representa uno de los principales desafios en el area del manejo del cancer,
debido a las diferentes rutas moleculares responsables, diferentes agentes causantes, y al
diagnostico tardio en la mayoria de los casos.

Aunque existen terapias consideradas como curativas y efectivas para el CHC
(reseccidn y trasplante hepatico), aparece un elevado porcentaje de pacientes que sufren
recidiva dentro del primer afio tras la cirugia (170). La principal razén por lo que esto
ocurre es la presencia de micrometastasis residuales formadas ya desde antes de la
cirugia, o bien por la diseminacion de células tumorales procedentes del tumor original
al torrente sanguineo durante la manipulacion quirurgica (173). A pesar de que varios
trabajos han sugerido que las CTCs son las responsables de las metastasis y las
recurrencias en el CHC (135,171,172), los mecanismos responsables de estos procesos
son todavia poco conocidos. Ademas, la heterogeneidad en el disefio de los diferentes
estudios y en sus resultados, limitan el valor clinico de cada uno de ellos en cuanto al
efecto prondstico de las CTCs (392). Asi, el significado clinico de las CTCs en CHC no
esta confirmado aun, y su uso como marcador predictivo es controvertido.

No obstante, la deteccién y cuantificacion de CTCs en sangre periférica de los
pacientes con cancer, toma gran interés en el campo de la medicina clinica, ya que las
CTC:s reflejan la progresion tumoral a tiempo real y esto podria proporcionarnos una
“biopsia liquida”, mas Gtil que una biopsia tradicional, que reflejaria las caracteristicas y
la dindmica del tumor.

Las CTCs son ampliamente heterogéneas. No existe un unico parametro que defina
a la verdadera CTC. Segun publicaciones recientes, las CTCs que expresan la molécula
EpCAM en su superficie se asocian a una mayor agresividad tumoral y a la formacion
de metastasis en CHC (155,206,208,209). En 2015, Kelley y cols., compararon los
niveles de CTCs EpCAM+ determinadas por inmunomagnetismo entre pacientes con
CHC vy pacientes sin enfermedad hepéatica tumoral, demostrando que 7/20 de los
pacientes con CHC presentaron >2CTCs/7,5 mL, mientras que todos los pacientes sin
CHC mostraron niveles <2 CTCs (175). Estos resultados confirman el hecho de que las
células epiteliales EpCAM+ son raras en pacientes con ausencia de cancer hepatico, y

que tienen un origen tumoral en pacientes con CHC (155). Asi, la deteccion y la
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erradicacién a tiempo de estas células tumorales con capacidad metastasica, se
considera de una gran importancia a la hora de disminuir la mortalidad por cancer.

En los ultimos afios, se han desarrollado numerosas técnicas prometedoras de
deteccion de CTCs. Sin embargo, en la actualidad, hay muchos problemas sin resolver
en el campo del uso clinico de CTCs en pacientes con céncer (123). Estos incluyen
precision, sensibilidad y especificidad de las técnicas, el punto de corte 6ptimo de
concentracion de CTCs, los marcadores optimos para la identificacién de CTCs y la
capacidad de determinar la condicion real de la célula (viable o apoptética), existiendo
una gran variabilidad entre laboratorios en los métodos empleados para la deteccion de
CTCs.

Lo ideal, seria poder identificar aquellas células méas agresivas, con mayor potencial
metastasico. Para ello, se requieren tecnicas que sean capaces de detectar
subpoblaciones celulares con caracteristicas de células madre, en las cuales se ha
perdido la expresion de ciertas proteinas epiteliales de superficie, como EpCAM. Por lo
que los métodos de deteccion de CTCs basados en la deteccion de EpCAM en la
superficie celular, subestimarian el verdadero recuento de CTCs. No obstante, como ya
mencionamos, se ha visto que EpCAM es un marcador potencial de CSCs hepaticas
(206). Estas son mas invasivas y tumorigénicas y altamente resistentes al tratamiento
quimioterapico y radioterapico (208) y podrian ser las responsables de la progresion de
la enfermedad post-trasplante. Asi, las técnicas de aislamiento de CTCs basadas en la
deteccién de EpCAM cobran importancia en pacientes con CHC.

A pesar de que el sistema CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems) se considera
el método mas estandarizado para la deteccion de CTCs EpCAM+, éste presenta
relativamente una baja sensibilidad y pureza: s6lo una fracciébn de pacientes con
canceres metastasicos, presentan positividad para las CTCs. Sin embargo, el nuevo
sistema inmunomagnético Isoflux® (Fluxion Biosciences Inc, South San Francisco,
CA), permite una recuperacion practicamente completa de las CTCs intactas (168).
Existen estudios que demuestran que este nuevo sistema presenta una mayor
sensibilidad en la recuperacion de CTCs que el sistema CellSearch® (168,169,393). En
un reciente estudio de Alva y cols., 2015, se analizaron paralelamente una serie de
muestras de sangre procedentes de pacientes con cancer de vejiga, por los métodos
CellSearch® e Isoflux®, para la deteccion de CTCs, encontrandose un valor de CTCs/7,5
mL<10 en todas las muestras procesadas por el método CellSearch®, sin embargo, el

44% de las muestras procesadas por Isoflux®, presentaron un valor de CTCs/7,5
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mL>10, por lo que los autores concluyeron que el sistema Isoflux® mostraba una mayor
sensibilidad para la deteccion de CTCs en cancer de vejiga, posiblemente, debido a que
el sistema Isoflux® consigue un flujo mas uniforme de la muestra y una fuerza
magnética mas potente dentro del cartucho de aislamiento (169). El sistema Isoflux® ya
mostré previamente una mayor sensibilidad en la deteccién de CTCs en el estudio
realizado por Harb y cols. en cancer de prdstata y colorrectal (168). En este estudio se
determinaron tasas de recuperacion de CTCs procedentes de una linea celular de cancer
de prostata (PC3) del 40% y del 90% en los sistemas CellSearch® e Isoflux®,
respectivamente. También, se calcularon las tasas de recuperacion de CTCs procedentes
de pacientes con cancer de prdéstata, encontrandose que Unicamente el 36% de los
pacientes presentaron >4 CTCs/7,5 mL con el sistema CellSearch®, mientras que el
95% de los pacientes presentaron >4 CTCs/7,5 mL con el sistema Isoflux®. De la
misma manera, la tasa de recuperacion de CTCs en pacientes con cancer colorrectal
resultd ser mayor (87%) con el sistema Isoflux® que la descrita en la literatura por el
sistema CellSearch® (23%) (394). Ademas, en este estudio se puso de manifiesto que
con el sistema Isoflux®, los porcentajes de recuperacion de células derivadas de lineas
tumorales de cancer de mama (MDA-MB-231), con baja expresion de EpCAM, eran
mayores que las descritas en la literatura con el sistema CellSearch® (74% frente a 12%,
respectivamente) (395).

En este estudio, evaluamos dos tecnologias de aislamiento de CTCs mediante
inmunomagnetismo anti-EpCAM, CellSearch® e Isoflux® y, acorde con los resultados
citados anteriormente, encontramos una mayor sensibilidad del sistema Isoflux®, en la
deteccidn de CTCs en pacientes con CHC en espera de trasplante. Los niveles de CTCs
obtenidos mediante los sistemas CellSearch® e Isoflux® en CHC, fueron
significativamente diferentes entre los dos métodos, aislandose estas células en el 8,3%
y en el 83,33% de las muestras, respectivamente. Los niveles de CTCs no fueron
concordantes entre si, existiendo un error proporcional entre ambos métodos.

Ya en un estudio previo preliminar, nuestro grupo puso de manifiesto que el sistema
Isoflux® parece ser una buena herramienta para la identificacion de CTCs en pacientes
con CHC, presentando una sensibilidad mayor que el método CellSearch®. Sélo en 1/21
pacientes (4,7%) se detectaron >2 CTCs/7,5 mL de sangre periférica con el sistema
Cellearch®. Con respecto al sistema IsoFlux®, se detecté una concentracion de >2
CTCs/7,5 mL en 19 de 21 pacientes (90,5%). La comparacion de ambos métodos

mediante el grafico de Bland-Altman mostr6 que no son métodos intercambiables entre
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ellos para la determinacion de las CTCs en estos pacientes, y se encuentra un sesgo
proporcional entre ellos (393).

En la literatura actual no hemos encontrado ningun estudio que use el sistema
IsoFlux® en pacientes con CHC. Tampoco hemos encontrado ningln estudio que
compare ambos métodos en pacientes con CHC en lista de espera para trasplante.
Kelley y cols., obtuvieron una mayor tasa de recuperacién de CTCs en pacientes con
CHC metastasico, con el sistema CellSearch® (>2 CTCs/7,5 mL en 7/20 pacientes)
(175). Creemos que nuestra tasa de deteccion con este método fue menos eficiente
porque nuestros pacientes no eran metastasicos y cumplian con los criterios de Milan.
Por lo tanto, para que los CTCs se consideren como nuevos biomarcadores en la clinica,
se necesita un sistema para detectar los CTCs con mayor sensibilidad para que se
puedan usar en las etapas iniciales del proceso del tumor.

En otro estudio previo de nuestro grupo, la deteccion de CTCs con el sistema
Isoflux® fue positiva en el 87,5% de los pacientes con CHC en lista de espera para
TOH, lo que muestra la elevada sensibilidad de este método para la deteccion de CTCs
en este tipo de pacientes antes de la cirugia (396).

Asi pues, el sistema Isoflux® es un sistema optimizado para garantizar la maxima
recuperacion de células que expresan EpCAM en su superficie, debido a varias razones:
en primer lugar, emplea un sistema de microfluidos, en la que el flujo viaja a una
velocidad conocida (v=0,37 mm/s) para dirigir las células a la zona magnética de
aislamiento, controlando de esta manera, el tiempo de residencia de la célula dentro de
la zona de aislamiento, resultando en una captura mas eficiente. Las fuerzas
gravitacionales y fuerzas hidrodindmicas debidas al flujo, permiten que el resto de
células continten pasando hacia el depdsito de residuos. Este sistema de microfluidos
permite una reduccion de la contaminacion de fondo, dando como resultado una mayor
pureza de las células diana. En segundo lugar, el sistema Isoflux®, en comparacién con
otros métodos, mejora la recuperacion de las células gracias a que éstas quedan
retenidas en una superficie que se desacopla posteriormente. Este hecho permite una
mayor viabilidad de las células recuperadas en un minimo volumen de elucién (muestra
concentrada), lo que permite analisis moleculares posteriores en los que se requieren
bajos volumenes de muestra (397). Y, en tercer lugar, las perlas inmunomagnéticas
empleadas en el sistema Isoflux®, tienen un mayor diametro (4,5 pm), en comparacion

con el sistema CellSearch®. Esto significa que las células diana se pueden aislar con
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muchas menos perlas. Esto es probable que contribuya a la mayor sensibilidad, sobre
todo cuando el antigeno esta presente en bajos niveles sobre la superficie celular.

De esta manera, el sistema Isoflux® se puede considerar como un sistema de
aislamiento y transferencia de CTCs con alta eficiencia, ofreciendo una alta
recuperacion de CTCs, con elevada viabilidad, minima contaminaciéon y en un bajo

volumen de elucion y por ello, fue el método de eleccion en nuestro estudio.

Entre los parametros de laboratorio que se emplean para el seguimiento de la
evolucion de la enfermedad en pacientes con CHC, durante la estancia en lista de espera
para trasplante hepético, encontramos las enzimas hepaticas (GOT, GPT, LDH),
parametros de obstruccion biliar (ALP, GGT, bilirrubina y colesterol), parametros
indicadores de la funcion hepatica (bilirrubina, albimina y TP), parametros tumorales
(niveles de AFP y CEA), marcadores de inflamacion (PCR, RNL) y otros, como
ferritina, plaquetas y glucosa. Tras el estudio de la relacion entre las CTCs y estos
parametros bioquimicos, hematologicos y de coagulacion pre-trasplante, no se encontrd
ninguna asociacion significativa entre ellos. Sin embargo, si observamos que habia
diferencias significativas en los niveles de CTCs entre los pacientes con niveles
normales y elevados de bilirrubina total, de manera que los pacientes con niveles de
bilirrubina <1,20 mg/dL, presentaron menores niveles de CTCs que los pacientes con
niveles de bilirrubina >1,20 mg/dL. La bilirrubina se considera el mejor marcador de
obstruccion biliar, ademas de ser un buen indicador de la funcion hepatica. Sus niveles
son empleados para la clasificacion del grado de disfuncion hepatica Child-Pugh, (64),
asi como para el sistema MELD de priorizacidn para el trasplante hepatico, basado en la
gravedad de la hepatopatia (83). Los niveles mas elevados de bilirrubina corresponden a
una mala funcion hepatica, por lo tanto, peor pronostico y menor supervivencia. Kimy
cols., concluyeron que los niveles elevados de bilirrubina, era uno de los factores
predictores de corta SLE tras el trasplante hepatico en pacientes con CHC (398). En el
estudio de Sakata y cols., en pacientes con CHC y trombosis tumoral portal, se observé
que los niveles patoldgicos de bilirrubina era uno de los factores de mal pronostico en
estos pacientes (399). Este aumento podria deberse a la destruccién de hepatocitos por
el crecimiento del tumor o a la alteracion del sistema circulatorio debido a la trombosis
de la vena porta. En un estudio reciente, los niveles elevados de bilirrubina se asociaron
a niveles elevados de CTCs (400). Esto podria deberse a una mayor extension del tumor

en estos pacientes, lo que implicaria una obstruccion biliar y colestasis. De esta manera,
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podriamos considerar que los niveles de CTCs podrian ser un marcador predictivo de
gran utilidad al permitir una mejor seleccion de pacientes, mejorando la gestion de las
listas de espera y priorizando el acceso al trasplante a pacientes con mayores
probabilidades de supervivencia.

De la misma forma, se encontraron diferencias significativas en los niveles de CTCs
entre los pacientes con niveles normales y elevados de PCR. Los pacientes con niveles
de PCR <0,50 mg/dL presentaron menores recuentos de CTCs, frente a los pacientes
con niveles de PCR >0,50 mg/dL. Las respuestas inflamatorias sistémicas, parecen estar
relacionadas con procesos de angiogénesis e invasion vascular, debido a la secrecion de
diferentes citoquinas (401). La PCR es un reactante de fase aguda que aumenta en
respuesta a la inflamacion. Esta puede aparecer tipicamente tras la cirugia hepatica.
Ademas, el CHC como consecuencia de la infeccién del VHC (la principal causa de
cirrosis hepatica subyacente al CHC en nuestros pacientes), esta intimamente asociado
con el grado de inflamacion y necrosis hepatica. El rapido recambio celular y la
inflamacion continua provocada por este virus propiciaria la proliferacion de
hepatocitos indiferenciados, la aparicién de nddulos displésicos y finalmente CHC (14).
Por lo que los niveles de CTCs, podrian reflejar un mayor estado de inflamacion
hepatica, y un peor pronostico para estos pacientes.

A pesar de que existen varios estudios en los que se asocian los niveles elevados de
CTCs EpCAM+, con niveles elevados de AFP en pacientes con CHC
(155,175,178,392,402), existe un estudio preliminar, donde las CTCs determinadas por
el sistema Isoflux® en pacientes con CHC incluidos en lista de espera, no se asociaban
con los niveles de AFP pre-trasplante (396). De igual forma, en este trabajo, los niveles
de CTCs tampoco correlacionaron con los niveles de AFP pre-trasplante. Tampoco con
parametros que reflejan el grado de afectacion de la funcion hepatica, entre los que se
encuentran los marcadores de funcion hepatica, como las enzimas (GOT, GPT, GGT,
ALP). Estos resultados se asemejan a los encontrados por Yao F. y cols., en los que tras
la separacion inmunomagnética y posterior RT-PCR, la concentracién de CTCs en
sangre periférica de pacientes con CHC, no correlacioné con los niveles séricos de AFP,
GOT, GPT, GGT y ALP (403). Como ya mencionamos, la sensibilidad de la AFP para
el diagndstico de CHC es bastante baja (35,36). Sus niveles pueden estar elevados en
enfermedades hepéticas no cancerosas (42,43), y muchos pacientes con CHC presentan
pequefas elevaciones de AFP, mientras que el 80% de CHC de pequefio tamafio (<2cm)

no expresan AFP. Por ello, podemos considerar a los niveles sanguineos de CTCs pre-
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trasplante como un marcador mas fiable de enfermedad hepética tumoral, comparado

con los niveles de AFP.

Tras la evaluacién de la asociacion de los niveles de CTCs pre-trasplante y
diferentes parametros demogréaficos y clinicos en los pacientes con CHC incluidos en
lista de espera y sometidos a posterior trasplante, encontramos que existia una
asociacion destacable entre los niveles de CTCs determinados por el sistema Isoflux® y
el tiempo transcurrido en lista de espera, no existiendo correlacién con el tiempo
transcurrido desde el diagndstico. Los pacientes estuvieron en lista de espera un tiempo
medio de 150+153 dias antes de ser trasplantados. Aquellos que se encontraron un
mayor nimero de dias en espera para la recepcion de un higado sano, presentaron
mayores recuentos de CTCs. Este resultado coincide con el ya encontrado en el afio
2016, en un estudio preliminar de nuestro grupo, realizado con 24 pacientes con CHC,
con un tiempo medio en lista de espera de 163+160 dias (396). Por lo que, creemos que
la determinacion de CTCs podria ser usada como un criterio mas de mal pronostico para
la priorizacion del TOH en los pacientes con CHC.

El prondstico de estos enfermos es muy dificil de establecer. Para la prediccion de la
recurrencia y el prondstico tras el trasplante se determinan caracteristicas
clinicopatoldgicas tras la examinacion de la pieza, como la presencia de invasion
vascular, el tamafio tumoral, nimero de tumores y grado de diferenciacion histolégica
segun Edmonson y Steiner (79,80). No obstante, todas ellas, carecen de sensibilidad
suficiente para establecer un prondstico de forma individual.

Numerosos estudios en la literatura han mostrado la existencia de una asociacion
significativa entre el nimero de CTCs en pacientes con cancer hepatico y la presencia
de invasién vascular (155,175,177,178,392), asi como la existencia de una correlacion
significativa entre el recuento de CTCs y el nimero de tumores hepaticos (402). En
2004, Vona y cols., determinaron que la presencia de CTCs en pacientes con CHC
determinadas mediante ISET y posterior analisis citomorfoldgico, fue asociada
significativamente con la presencia de invasion tumoral (177). Posteriomente, en 2015,
Kelley y cols., compararon los niveles de CTCs EpCAM+ determinadas por
inmunomagnetismo entre pacientes con CHC y pacientes sin enfermedad hepética
tumoral y asociaron los niveles de CTCs a la presencia de invasién vascular en estos
enfermos (175). Fan y cols., encontraron que aunque la asociacion no fuese

estadisticamente significativa, si que existia una tendencia a que los pacientes con
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mayor numero de tumores, presentaran mayores recuentos de CTCs (392). En
concordancia con estos resultados, en nuestro trabajo, también se establecid una
correlacion significativa entre los niveles de CTCs pre-trasplante y el nimero de LOES
hepéticas, de manera que, a mayor nimero de tumores, mayor recuento de CTCs en
sangre. También, se encontrd una diferencia significativa en los niveles de CTCs pre-
trasplante entre los pacientes con y sin invasion vascular, siendo estos niveles
significativamente superiores en pacientes con invasion vascular en comparacion con
los que no presentaron invasion vascular, no existiendo estas diferencias entre los
pacientes con y sin necrosis tumoral. De estos resultados, podemos deducir que la
deteccion de CTCs puede tener una implicacién clinica util a la hora de predecir la
evolucion del CHC tras el trasplante. Los pacientes con niveles menores de CTCs pre-
trasplante podrian tener, en un principio, mejor pronostico tras la cirugia, por lo que,
como Yya se ha mencionado, el recuento de CTCs seria un buen criterio de priorizacion
de los pacientes con CHC en lista de espera para TOH.

La TACE, se considera el unico tratamiento paliativo que ha demostrado ser
beneficioso en términos de supervivencia para los pacientes con CHC en estadio
intermedio (82). Aunque los resultados no estan consolidados, en general se acepta la
existencia de un beneficio sustancial, sin un impacto perjudicial sobre la supervivencia
post-trasplante por CHC (404). Incluso, otros estudios han sefialado la importancia de la
TACE tras la cirugia (405,406), por lo que cabria pensar, que a mayor nimero de
TACES recibidas, menor tamafo del tumor viable y, por lo tanto, menor concentracion
de CTCs en sangre. Sin embargo, son muy pocos los pacientes que consiguen una
respuesta completa, debido a que el tejido tumoral recupera la irrigacion y continta
creciendo (82,86,87). Por otro lado, el tratamiento con TACE esta asociado con la
modulacién de ciertas citoquinas involucradas en la angiogénesis e inflamacion (350).
Ademas, una manipulacion inadecuada o excesiva del higado, facilitaria la diseminacién
de CTCs al torrente sanguineo (407). Por esto, el nimero de CTCs en sangre periférica
podria verse aumentado tras la realizacion de la TACE durante el tiempo en lista de
espera en estos pacientes. 25 pacientes de este estudio fueron sometidos a una 0 mas
TACES durante el periodo de inclusion en lista de espera. EI nimero maximo de TACEs
pre-trasplante realizadas fueron 6. Sin embargo, los niveles de CTCs no se asociaron al
namero de tratamientos realizados con TACE pre-trasplante.

En nuestro estudio, los niveles de CTCs pre-trasplante no fueron diferentes entre los

grupos de pacientes con diferentes etiologias de cirrosis subyacente al CHC.
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Cualquier patologia hepatica que conduzca a una cirrosis, es un importante factor de
riesgo para desarrollar un CHC posterior. De hecho, el CHC suele aparecer en torno a
un 90% de todos los casos de cirrosis hepatica ya establecida (4). Una vez establecida
la cirrosis, existe el riesgo de desarrollar CHC independientemente de la causa que la
origind, y ese riesgo persiste, aunque en menor medida, a pesar de eliminar el agente
causante (6). En este estudio, no encontramos ninguna relacion entre los niveles de
CTCs y la etiologia de la cirrosis en nuestros pacientes con CHC. La presencia de
enfermedad tumoral y como consecuencia, los niveles de CTCs en sangre, son
independientes del tipo de enfermedad sobre la que asienta este tumor. Estos resultados
confirman los ya existentes en la literatura referente a las CTCs en CHC (408,409).

En cuanto a los parametros demogréaficos estudiados, no encontramos ninguna
correlacion estadisticamente significativa entre el nimero de CTCs pre-trasplante y la
edad de los pacientes con CHC incluidos en el estudio, resultados que concuerdan con
los ya encontrados anteriormente por Hofman y cols. en cancer de pulmén (116) y en
otros estudios realizados en pacientes con CHC (408,409).

El hecho de que mas de un 10% de receptores de higado trasplantados presenten
recurrencias dentro del primer afio tras la cirugia, sugiere que las CTCs, podrian ser las
responsables del proceso metastasico y de recidiva en estos pacientes (135,171,172).
Como ya se ha comentado, las CTCs se consideran biomarcadores emergentes del
proceso metastasico, proporcionandonos una biopsia liquida a tiempo real que podria
sustituir a la biopsia tradicional (101-104). La determinacion del nimero de CTCs y su
caracterizacion en pacientes con cancer promete ser de gran ayuda para identificar a
pacientes con riesgo de recaidas (101-103). La persistencia de CTCs, puede sugerir la
resistencia al tratamiento y la erradicacién incompleta de las células cancerosas. Pese a
que se cree que la deteccidn de dichas células en sangre periférica podria tener un gran
valor clinico con respecto a una prediccion temprana de recidiva (386-388), actualmente
escasos son los estudios de CTCs en pacientes con CHC. En un estudio prospectivo de
Fan y cols., se encontrdé que la recidiva tumoral intrahepatica post-quirdrgica estaba
estrechamente asociada con los recuentos de CTCs (172). Posteriormente, Schulze y
cols., llegaron a la conclusion de que las CTCs EpCAM+ estaban asociadas a metastasis
en pacientes con CHC (155). De forma muy reciente, otros investigadores concluyeron
que los niveles de CTCs totales se asociaban a recurrencia tras la reseccion hepaética, y

concretamente fueron las CTCs mesenquimales las mas invasivas (410). Después del
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trasplante hepético, al igual que tras la hepatectomia, este proceso indica recurrencia y
afectaalaSGyalaSLE.

Varios estudios han demostrado, ademds, que la cuantificacion de CTCs en
pacientes con cancer antes de una intervencion quirdrgica presenta mejor valor
predictivo de recurrencia, que los niveles de CTCs tras la cirugia (113,121). En 2013,
Sun y cols., determinaron que aquellos pacientes con pesencia de CTCs preoperatorias
en sangre periférica, determinadas por el sistema CellSearch®, tenian significativamente
mayor riesgo de recurrencia temprana tras reseccion hepatica, especialmente aquellos
con valores de AFP <400ng/mL o pacientes de bajo riesgo de recurrencia (178). Zhou y
cols., en 2016, encontraron una asociacion significativa entre los niveles de CTCs
EpCAM+ preoperatorios y la presencia de recurrencia tras la reseccion hepatica (411),
de manera que aquellos pacientes con recidiva post-cirugia, presentaban mayores
niveles preoperatorios de CTCs.

Sin embargo, tras el estudio de la asociacion de los niveles de CTCs pre-trasplante
en CHC con la presencia de recidiva post-trasplante en nuestro trabajo, observamos que
los niveles de CTCs no fueron significativamente diferentes entre aquellos pacientes
que recidivaron tras el trasplante frente a los que no. De igual forma, tampoco hubo
diferencias en sus niveles entre los pacientes que fallecieron frente a los que no. No
obstante, en concordancia con los hallazgos de los estudios anteriores (178,411), del
total de 31 pacientes incluidos en nuestro estudio, los pacientes 4, 10 y 16 fueron los
que presentaron metastasis/recidiva tumoral a los 6 meses tras el trasplante hepatico, y
posterior fallecimiento. El paciente 4 presentd metastasis 0sea, de pulmdn y hepatica, el
paciente 10 presentd metastasis suprarrenal bilateral y, el paciente 16, presentd
metéastasis 0seas y hepaticas. Los tres pacientes presentaron niveles superiores de CTCs
pre-trasplante, en comparacion con los niveles post-trasplante. Esto se observo,
sobretodo, en los pacientes 4 y 16, cuyos niveles de CTCs fueron especialmente
elevados (91 y 1768 CTCs/10 mL, respectivamente) y que posteriormente disminuyeron
drasticamente tras el trasplante, por lo que existe una tendencia, aungque no significativa,

a que valores muy elevados de CTCs pre-trasplante, se asocien a posterior recidiva.

Los CHC se consideran tumores heterogéneos debido a los diversos factores
causantes. En el microambiente tumoral del CHC se encuentran componentes del
estroma, factores de crecimiento, enzimas proteoliticas, y citoquinas inflamatorias

(218). Todos estos elementos juegan un importante papel en la proliferacion y
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supervivencia celular, asi como en la angiogénesis y metastasis. Todos ellos, se
consideran biomarcadores Utiles para el seguimiento del desarrollo y el prondstico del
CHC, pudiendo complementar a AFP, incluso algunos de ellos permiten detectar la
presencia de CHC en ausencia de AFP sérica. Ademas, la deteccion de estos marcadores
se considera util para el seguimiento de las CTCs en la sangre (50). También, nos
proporcionan nuevas modalidades terapéuticas y representan nuevas dianas para los
agentes quimioterapicos. Sin embargo, es dificil encontrar un Gnico biomarcador con
100% de sensibilidad y especificidad en el CHC.

En este estudio analizamos los niveles de los siguientes biomarcadores: MMP-1,
VEGF-C, OPN, GPC3 e IL-8, todos ellos involucrados en el proceso de invasion y
metéstasis en el CHC.

Las MMPs presentan una participacion compleja en el proceso metastasico (184),
por lo que se cree que serian de gran ayuda para el diagndstico temprano y seguimiento
de la enfermedad (229,230). El aumento en la expresion de MMP-1 se asocia a una
mayor invasividad y capacidad de migracion de las células tumorales (244,412),
concretamente, se ha visto que esta involucrada en el proceso de intravasacion (265). En
2001, Kim y cols., detectaron la expresion de RNAmM de MMP-1, junto a otras MMPs
en varias lineas celulares tumorales de higado (282). Recientemente, Liao y cols. en
2012, observaron que existia una elevada expresion de MMP-1 en tejidos con CHC,
siendo ésta ausente en tejidos sanos.

Tras evaluar la asociacion entre los niveles de MMP-1 y los niveles de CTCs, no se
encontrd ninguna correlacion significativa entre ellos, ni antes ni tras el trasplante. Se ha
visto que las MMPs median la activacion del proceso “EMT” en diferentes tumores
epiteliales (413). En el estudio de Cierna y cols., en cancer de mama, se vio la existencia
de una correlacion positiva significativa entre los niveles de CTCs con fenotipo “EMT”
y los niveles de MMP-1, expresados por estas células. Sin embargo, no existio esta
asociacion entre los niveles de CTCs con marcadores epiteliales y los niveles de MMP-
1 (414). En nuestro estudio determinamos las CTCs EpCAM+ (fenotipo epitelial), lo
que podria ser una posible explicacion a la no asociacion con MMP-1. Asi, la expresion
de MMP-1 se asocia a aquellas células mas invasivas con fenotipo mesenquimal, por lo
que seria una buena diana terapéutica para la disminucion del proceso metastasico
(414).

En nuestro trabajo, se encontr6 una importante asociacién de la concentracion de

MMP-1 con los niveles de AFP, en los pacientes con CHC durante la estancia en lista
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de espera, y hasta los 2 afios tras el trasplante. A pesar de que hay alguna evidencia de
que los niveles de MMP-1 no se asocian a los niveles de AFP en el CHC (277), estos
resultados ya fueron significativos anteriormente en un reciente estudio preliminar de
nuestro grupo, el cudl fue llevado a cabo con 20 pacientes con CHC en lista de espera.
Los niveles de MMP-1 y AFP correlacionaron de forma positiva tanto antes del
trasplante como después de éste, hasta el afio post-trasplante (415). Como ya se dijo,
AFP presenta sobre todo un VPN elevado y en la actualidad su uso se limita Unicamente
a establecer el pronostico del CHC. Asi, MMP-1, igual que AFP podria considerarse un
factor de recurrencia de la enfermedad.

En cuanto a la asociacion de MMP-1 pre-trasplante con caracteristicas clinicas
estudiadas de los pacientes, no se encontré ninguna asociacion destacable con ninguna
de ellas. A pesar de que estudios, como el de Liao y cols., demostraron que la
sobreexpresion de MMP-1 estaba asociada significativamente con el estadio tumoral,
presencia de invasion y recurrencia en CHC (277), nuestros resultados coinciden con los
de otros autores, los cuales dicen que la expresion de MMP-1 en la mayoria de tejidos
con CHC era igual o inferior comparado con los tejidos adyacentes sin CHC y no
presentaba asociacion con caracteristicas clinicopatoldgicas de la enfermedad, como el
grado de diferenciacion histopatolégica del tumor (416). Podria ser que, con un mayor
nimero de pacientes, estos resultados fueran significativos, pero esto queda por
esclarecer en estudios posteriores.

El GPC3, es un proteoglicano oncofetal implicado en la morfogénesis y crecimiento
(288,293) que en el adulto puede expresarse en algun tipo de neoplasias. Varios estudios
han puesto de manifiesto la expresion especifica de GPC3 en tejidos con CHC
(289,417-419). En cuanto al estudio de los niveles de GPC3 en nuestros pacientes, sus
niveles no correlacionaron con los niveles de CTCs ni AFP ni antes ni después del
trasplante. Capurro y cols., mostraron que los niveles séricos de GPC3 determinados a
través de ELISA son de utilidad en el diagnostico temprano de CHC (289). Sin
embargo, hay autores que demuestran que los niveles séricos y el nivel de expresion de
GPC3 en pacientes con CHC no son superiores a los de los pacientes sin CHC
(307,420). Otros, concluyen que los niveles séricos de GPC3 no presentan ninguna
asociacién con los niveles de AFP en CHC (289,421).

Ademas, no se encontrd ninguna asociacion significativa entre los niveles de GPC3
con los pardmetros clinicopatolégicos estudiados en los pacientes en lista de espera, a

excepcion de una correlacion negativa significativa entre los niveles de GPC3 vy el
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naneros de TACES pre-trasplante realizadas y una asociacion entre los niveles de GPC3
pre-trasplante con la presencia/ausencia de necrosis tumoral del higado afecto. De
manera, que aquellos pacientes que no presentaron necrosis hepética tenian mayores
niveles medios de GPC3. Este hallazgo podria ser debido a que los pacientes con un
menor tratamiento con TACE durante su estancia en lista de espera, presentaran una
mayor proporcion de tejido tumoral activo y, por lo tanto, mayores niveles de este
marcador. Los resultados no significativos concuerdan con los obtenidos en algunos
estudios previos en los que la expresion génica y niveles séricos de GPC3 no se
asociaron ni al namero de tumores, ni al estadio tumoral (307,421), ni con la presencia
de recurrencia tras el trasplante hepéatico (421) ni a diferenciacion histoldgica tumoral
(421). Ademés, Morris y cols., encontraron que el 100% de las CTCs asiladas en
pacientes con CHC expresaban GPC3, sin embargo éstas no se correlacionaron con
caracteristicas clinicas como etiologia y estadio Child-Pugh (409). Asi, sugerimos, que
los niveles de GPC3 no presentarian utilidad para la deteccion del CHC. Tampoco
reflejarian la progresion de esta enfermedad, no siendo un factor predictor de
recurrencia post-quirdrgica en estos pacientes.

En cuanto a los demas marcadores, el VEGF es una molécula que esta involucrada en
varios mecanismos responsables de la progresion tumoral, invasion y metastasis.
Presenta un importante papel en el desarrollo de CHC, promoviendo la supervivencia de
las células tumorales, su proliferacion y la angiogénesis (348,349).

Los niveles de VEGF-C determinados en este estudio, no tuvieron ninguna
asociacion significativa con los niveles de CTCs y AFP, ni antes ni después del
trasplante. Tampoco encontramos ninguna asociacion significativa entre los niveles de
este marcador y las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes.

Existen varios estudios que demuestran que los niveles de VEGF, correlacionan
significativamente con la presencia de metéstasis, invasion vascular, estadios avanzados
de la enfermedad y mayores niveles de AFP, pudiendo ser un marcador util de
invasividad tumoral y predictor de la supervivencia en pacientes con CHC
(350,353,359-361). Aquellos pacientes que presentaban tumores de mayor tamafio (>5
cm) y mayores niveles de AFP (>400 ng/mL), presentaban mayores niveles de VEGF,
jugando un importante papel en el desarrollo del CHC (350). En 2015, Zhang y cols.,
determinaron los niveles plasmaticos de VEGF en pacientes con CHC sometidos
posteriormente a TOH, concluyendo, que los niveles de VEGF pre-trasplante

correlacionaban con la supervivencia tras el trasplante (354). Pacientes con valores pre-
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trasplante de VEGF >44 pg/mL presentaron menor supervivencia tras el trasplante que
aquellos con valores <44 pg/mL. Estos autores, demostraron, ademas, que valores
elevados de VEGF pre-trasplante estaban asociados significativamente con la presencia
de tumores multiples, tumores de gran tamafio (>5 cm) e invasion vascular. A pesar de
estos estudios, en los que se demuestra que VEGF se asocia a pardmetros clinicos de los
pacientes con CHC, existe bibliografia que refleja, de forma consonante a nuestro
estudio, que los niveles de VEGF pre-trasplante no se asocia con el tamafio del tumor,
ni con la presencia de invasion vascular (422). Otros muestran que no hay diferencias
significativas en los niveles de VEGF entre las diferentes etiologias de la cirrosis,
estadios Child-Pugh, ni entre diferentes grados de diferenciacion tumoral (354). Zhang
y cols., tampoco encontraron una asociacion significativa entre los niveles de VEGF y
los de AFP (354). De esta manera, segun los resultados de nuestro trabajo y de la
evidencia cientifica, creemos que el papel de VEGF-C como marcador serologico en
pacientes trasplantados por CHC, no esta claro, por lo que no seria un buen marcador
para el seguimiento de estos pacientes.

Respecto a la OPN, es una molécula que participa tanto en procesos fisiolégicos
normales, como en fendmenos de patogénesis de varios estados de enfermedad (311).
Esta altamente expresada en diferentes canceres, participando en procesos de invasion
tumoral, progresion y metastasis (320). Se ha encontrado en plasma de pacientes con
CHC vy se considera un marcador, mejor incluso que la AFP, para el diagnostico
temprano de CHC (328,329,347).

En nuestro estudio, no se encontré ninguna asociacion significativa entre los niveles
de OPN vy los niveles de CTCs y AFP, ni antes ni después del trasplante. Fouad y cols.
(345) y Hodeib y cols. (344), determinaron los niveles plasmaticos de OPN y AFP en
diferentes grupos de pacientes (CHC, enfermedad hepatica crdnica y sanos). Los valores
de OPN y AFP fueron significativamente superiores en los pacientes con CHC en
comparacion con los otros grupos. Ademas, estos dos marcadores correlacionaban
significativamente entre si. Tal y como confirmaron previamente algunos estudios
(343), estos autores concluyeron que el rendimiento diagndstico de la OPN era similar a
la AFP, con sensibilidades y especificidades para el diagnéstico de CHC muy similares.
Sin embargo, otros autores mostraron resultados diferentes, en los cuales la OPN no
presentaba correlacién con AFP (329,423).

En este estudio, nosotros tampoco encontramos ninguna asociacion significativa

entre OPN vy las caracteristicas clinicopatoldgicas de los pacientes. Sin embargo, si se
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observo un aumento de OPN al mes y a los 6 meses post-trasplante en comparacion con
los niveles pre-trasplante, en los 3 pacientes con recidiva tras la cirugia (pacientes, 4, 10
y 16). Varios estudios demuestran que los niveles de OPN correlacionan con
caracteristicas clinicopatoldgicas de pacientes con CHC, tales como estadio del tumor,
invasion vascular, metéstasis y recidiva (320,424,425). Por lo que, segun nuestros
resultados, OPN podria estar asociado a la presencia de metastasis y ser un marcador de
mal prondstico en los pacientes trasplantados por CHC.

Por ultimo, la IL-8 se considera un potente factor angiogénico (363). Varios estudios
han demostrado que la expresion de esta interlecucina estd correlacionada con una
mayor invasividad de las células tumorales, angiogénesis, invasién y metastasis en
varios tumores solidos (364-367). Estudios existentes muestran que esta molécula
parece estar implicada tanto directamente como indirectamente en la progresion del
CHC, jugando un papel critico en la metéastasis del este tumor (370,426), aungue el
mecanismo no esta del todo esclarecido.

En referencia a los niveles de I1L-8 de nuestro trabajo, no encontramos ningun tipo de
asociacion significativa entre ellos y los niveles de CTCs y AFP, ni antes ni despues del
trasplante. Tampoco encontramos ninguna asociacion significativa entre los niveles de
marcador y las caracteristicas clinicopatolégicas de los pacientes. De forma consonante
a los resultados de este trabajo, Kimy cols., no encontraron resultados significativos en
la asociacion de esta citoquina y parametros indicadores de progresion de la enfermedad
en el CHC tras el trasplante, como el nimero de tumores, invasion vascular y estadio
tumoral (398). Nosotros tampoco encontramos diferencias en los niveles de IL-8 entre
aquellos pacientes que tuvieron recidiva post-trasplante frente a los que no. A pesar de
estos resultados, los niveles de IL-8 aumentaron considerablemente tras el trasplante en
los tres pacientes que recidivaron y fallecieron tras la cirugia. Akiba y cols., en 2001,
encontraron que aquellos pacientes que presentaron invasion venosa y portal por el
tumor, expresaban niveles mayores de IL-8 (427). EI mismo resultado se obtuvo en el
estudio de Kubo y cols., en 2005, en el que los pacientes con CHC con expresion de IL-
8 positiva, mostraron una mayor incidencia de invasion vascular tumoral, que los
pacientes sin expresion de IL-8 (426). Otros estudios, mostraron que los niveles séricos
de IL-8 parecian correlacionar con el tamafio del tumor y el estadio tumoral
(50,426,428), y a una menor supervivencia en estos pacientes (428,429). Un estudio
reciente, sugiere que la determinacion de los niveles de IL-8 antes del tratamiento con

TACE en pacientes con CHC, predice la respuesta al tratamiento y la SLE tras el
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trasplante (398). Los pacientes con niveles pre-TACE de IL-8 mas elevados (>32
pg/mL), presentaron mayor incidencia de enfermedad refractaria tras la TACE, y menor
supervivencia libre de recidiva tras el trasplante. Segun nuestros resultados, IL-8, seria
un marcador interesante en la progresion de la enfermedad tras la cirugia, predictor de
recidiva y mortalidad tras el trasplante en pacientes con CHC.

Tras el estudio y seguimiento de los niveles de CTCs y de los demas marcadores
tumorales en el CHC, desde el momento pre-trasplante hasta los dos afios post-
trasplante, encontramos niveles de CTCs pre-trasplante mas elevados que los niveles
post-trasplante. Se observd cémo, claramente, los niveles medianos de CTCs de los
pacientes incluidos en el estudio, presentaron una tendencia descendente tras el
trasplante hepatico. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Yao y cols., los
cuales observaron que la deteccion de CTCs en pacientes con CHC tras el tratamiento
quirargico, era significativamente inferior que los niveles de CTCs antes del
tratamiento, por lo que las CTCs originadas del tumor primario, pueden reducirse tras la
cirugia curativa. Aunque los niveles post-trasplante descendieron, tampoco
desaparecieron por completo. Una posible explicacion a la presencia de CTCs después
del trasplante en los pacientes incluidos en este estudio, es que, tras la manipulacion
quirtrgica, una manipulacion inadecuada del higado (compresion hepética excesiva que
dafa al tejido que rodea al tumor), puede favorecer la liberacion de células tumorales
hepaticas al torrente sanguineo (407). Ademas, el ambiente interno alterado tras la
cirugia puede facilitar la colonizacion de estas células y posterior recurrencia y
metéastasis (430). Adicionalmente, se ha visto que traumas quirdrgicos que originan
isquemia, pueden aumentar la liberacion de citoquinas que favorecen la invasion,
migracién y proliferacion de las CTCs, dando lugar a focos metastasicos (431). Es
decir, un paciente sin CTCs antes de la cirugia, puede presentar CTCs tras ella. Este
fendbmeno junto con la inmunosupresion de estos pacientes tras el trasplante, hace que
las CTCs puedan permanecer en sangre periférica durante un tiempo. Otra posibilidad,
es la presencia de micrometastasis ocultas no detectadas.

De forma similar a las CTCs, AFP y MMP-1 mostraron diferencias significativas en
sus niveles entre los pacientes antes de ser trasplantados, y al mes, al afio y a los 2 afios
tras el trasplante, observando como sus niveles descendieron significativamente tras el
trasplante. Sin embargo, las diferencias en los niveles entre antes del trasplante y a los 6

meses post-trasplante, no fueron significativas. Esto pudo ser debido a la presencia de 4
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pacientes trasplantados cuyos niveles de MMP-1 y AFP aumentaron a los 6 meses
(pacientes 2, 4, 10 y 16), de los cuales, a 3 de ellos se les detectd recidiva tumoral
mediante PET-TC (pacientes 4, 10 y 16), coincidiendo con la elevacion de los
marcadores. La presencia de micrometastasis no encontradas por PET-TC, pero que
causan una elevacion de ambos marcadores, podria ser una explicacion, para el otro
paciente. La elevacion de ambos marcadores en estos pacientes tras el trasplante, nos
indica que ambos posiblemente se asocien a la recidiva tumoral.

Analizando la evolucién de los niveles de IL-8 a lo largo de los 2 afios tras el
trasplante, pudimos observar como existia una tendencia a la disminucion de sus niveles
medianos en comparacién con los niveles pre-trasplante, llegando a ser préacticamente
negativos a los 2 afios, aunque estos resultados no fueron significativos, a excepcién del
afio post-trasplante. La evidencia cientifica sugiere que las células cancerosas pueden
segregar distintos perfiles de citoquinas (432), por lo que al disminuir las CTCs tras el
trasplante, es logico pensar que también lo hagan los niveles de IL-8. Las citoquinas,
entre las que se encuentra la IL-8, son moléculas que pueden reflejar la inflamacion y se
consideran un factor pronostico adverso (433). IL-8 se ha asociado previamente con
angiogénesis, proliferacion celular, e invasion tumoral (434). Varios estudios han
asociado niveles séricos elevados de IL-8 con una corta supervivencia libre de
enfermedad y con la presencia de recurrencia en el CHC (429,433,435). El hecho de que
los niveles de IL-8, no fueran significativamente inferiores tras el trasplante puede
deberse a que los niveles de esta interleucina aumentaron considerablemente, a partir
del mes del trasplante, en dos de los pacientes que recidivaron (pacientes 4 y 10).

En cuanto a la evolucion de OPN antes y después del trasplante, encontramos
diferencias significativas entre los niveles de OPN pre-trasplante y los niveles de OPN
al mes, a los 6 meses y a los 2 afios post-trasplante, siendo los niveles medianos
significativamente superiores al mes y a los 6 meses, e inferiores a los 2 afios post-
trasplante. La evolucion de los niveles medianos de OPN a lo largo de los 2 afios post-
trasplante, muestra que, a pesar de haber un incremento significativo de los niveles tras
la cirugia, estos adoptan una pauta descendente, llegando incluso a valores inferiores a
los 2 afios post-trasplante. EI aumento de OPN al mes y a los 6 meses, coincide con un
aumento brusco de este marcador al mes y a los 6 meses, en los 3 pacientes con recidiva
post-trasplante (pacientes, 4, 10 y 16). Varios estudios, muestran como la
sobreexpresion de OPN vy sus altos niveles en suero, se relaciona con altas tasas de

recidiva y una corta supervivencia tras el TOH en pacientes con CHC (337,338). Zhou y
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cols., demostraron ademas, que los niveles séricos de OPN descendian
significativamente tras la reseccién curativa del CHC, y que sélo en los casos de
recurrencia del tumor, los niveles de OPN aumentaban (436). Por lo que IL-8 y OPN,
como ya mencionamos anteriormente, serian marcadores interesantes en la progresion
de la enfermedad tras la cirugia, siendo Utiles para monitorizar la respuesta al
tratamiento y la recurrencia tras la cirugia curativa.

En cuanto a los niveles medianos de VEGF-C antes y después del trasplante, en este
trabajo, encontramos un aumento significativo a los 6 meses y al afio post-trasplante. La
cirugia hepética puede suponer una situacion general de estrés tisular, con la aparicion
de hipoxia. Esta hipoxia puede inducir un aumento de VEGF, tal y como se ha visto en
algunos estudios realizados en pacientes con CHC sometidos a TACE, en los que los
niveles de VEGF aumentaban temporalmente tras ella, seguido de un descenso de los
niveles (437). En pacientes con CHC sometidos a trasplante también se ha visto un
aumento de microparticulas endoteliales tras la cirugia, entre las que se encuentran
VEGF, con una normalizacion posterior en todos los pacientes (438), por lo que los
autores concluyen que este hecho podria deberse a una situacion de estreés tras la cirugia.
Solo los pacientes que tuvieron complicaciones, tales como sepsis, fallo renal o
fallecimiento, mantuvieron niveles post-trasplante elevados de estas moléculas en suero.
En nuestro estudio podriamos esperar que el aumento de este biomarcador tras el
trasplante fuera debido a un aumento de éste en los pacientes con recidiva post-cirugia.
Sin embargo, de los tres pacientes con recidiva, el paciente 16 fue el Unico paciente en
el que se constatd un aumento progresivo de VEGF-C tras el trasplante alcanzando
valores maximos al afio, cuando falleci6. Por lo que el aumento post-trasplante en
nuestros pacientes puede ser debido a otros procesos no tumorales. Se observé que, los
niveles de VEGF-C finalmente descendieron a los 2 afios, aunque esta disminucién no
fue significativa.

Respecto al estudio de los niveles de GPC3 en nuestros pacientes, no encontramos
diferencias significativas en sus niveles entre antes y después del trasplante. Existe una
gran hetereogeneidad en los resultados aportados por los estudios de GPC3 en CHC.
Algunos de ellos, consideran el GPC3 como un factor prondstico negativo tras el
trasplante (304), otros, muestran que los niveles séricos de GPC3 no se asocian a
caracteristicas clinicas de los pacientes (307,421), resultados que coincidirian con los
nuestros. Asi, GPC3, aunque esta presente en nuestros pacientes con CHC, permanece

invariable a pesar de eliminar el tumor original. Una posible explicacion seria la de que
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GPC3 es una glicoproteina de membrana que puede ser liberada desde la superficie
celular al ambiente extracelular. Asi, los niveles séricos de GPC3 no serian un reflejo de
la expresion de esta proteina en el tejido tumoral. Ademas, existen diferentes formas
moleculares de GPC3 (289,308), y los diferentes estudios pueden emplear diferentes
anticuerpos que reconocen diferentes epitopos en las técnicas de ELISA.

Por lo que el empleo de estos dos marcadores (GPC3 y VEGF-C) para el seguimiento
de la evolucion de estos pacientes, seria cuestionable.

Tras separar a los pacientes que tuvieron invasién vascular de los que no, tras la
biopsia hepatica, destacamos los niveles de AFP, MMP-1 e IL-8 obtenidos en estos
pacientes antes y después del trasplante. Claramente, los valores de estos tres
marcadores, descendieron al afio post-trasplante en los pacientes sin invasion vascular,
mientras que los valores de estos, permanecieron invariables transcurrido el afio post-
trasplante en los pacientes con invasion vascular. Liao y cols., demostraron que la
sobreexpresion de MMP-1 estaba asociada significativamente con presencia de invasion
y recurrencia en CHC (277). Otros estudios, han asociado la presencia de elevados
niveles de IL-8 y AFP con una mayor incidencia de invasion vascular tumoral (60,434).
Los niveles de CTCs en los pacientes sin invasion vascular, también fueron inferiores al
afio post-trasplante en comparacion con los niveles pre-trasplante, resultado que se
acerco al limite de la significancia (p=0,056). Kelley y cols., asociaron los niveles de
CTCs a la presencia de invasion vascular en enfermos con CHC (175). Asi, en aquellos
pacientes sin invasion, tras eliminar el tumor mediante cirugia, los niveles de estos
marcadores descienden y, sin embargo, en aquellos con invasion vascular no. Esto
demostraria, una vez mas, la asociacion de los niveles de CTCs, AFP, MMP-1 e IL-8

con un mal prondstico y con posibles recidivas futuras en el CHC.

Varios estudios, para la deteccion de CTCs en pacientes con CHC sometidos a
reseccion hepatica, han asociado la positividad de CTCs preoperatorias con recurrencias
del tumor y una SLE mas corta tras la reseccion, sugiriendo que la determinacion de
CTCs a tiempo real, podria ser un parametro Util en el seguimiento de la respuesta al
tratamiento quirdrgico y en la recurrencia de la enfermedad (178,410). Sun y cols.,
establecieron un nivel de >2 CTCs/7,5 mL determinadas con el sistema CellSearch®
como el mejor punto de corte para la prediccion de recurrencia temprana tras reseccion,
con un AUC de 0,750 y una sensibilidad y especificidad de 70,60% y 80%,
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respectivamente (178). Wang y cols., tras el estudio de la capacidad de prediccion de
recidiva de las CTCs preoperatorias determinadas por filtracién y posterior analisis del
ARNmM, obtuvieron un AUC=0,691, con un punto de corte de >4 CTCs, (sensibilidad de
76,9% Yy especificidad de 58,3%). Concretamente, fueron las CTCs mesenquimales (con
expresion de Vimentina y Twist), las que presentaron un mayor AUC (0,764), con un
punto de corte de >ICTC y sensibilidad y especificidad del 69,2% y 80,6%
respectivamente, demostrando que las células con caracteristicas mesenquimaticas
presentaban mayor riesgo de recidiva tras la cirugia por ser las mas invasivas (410).

Nuestros resultados muestran que los niveles de CTCs presentan un AUC similar al
de los estudios encontrados en la literatura (178,410), aunque con diferente sensibilidad,
especificidad y diferente punto de corte. En nuestro estudio 3 pacientes tuvieron
recidiva tras la cirugia. En ellos, los niveles de CTCs pre-trasplante fueron de 91, 9 y
1768 CTCs/10 mL, respectivamente. Tras el estudio de la capacidad predictora de
recidiva post-trasplante mediante la elaboracion de las curvas ROC, encontramos que
los niveles de CTCs presentaban una mayor capacidad de prediccion de recidiva que
MMP-1 y AFP, con una AUC de 0,750, aunque estos resultados no fueron
estadisticamente significativos (p>0,05). EI mejor punto de corte para la
discrimincacion de recidiva post-trasplante, obtenido a partir del mejor indice Youden,
fue de >8.5 CTCs/10 mL, S=100% y E=50%. Nosotros empleamos el método Isoflux®
para la cuantificacion de CTCs, mientras que, en los estudios citados, el sistema
CellSearch®y la filtracion y posterior analisis de ARNm fueron las técnicas empleadas
para el andlisis de CTCs (178,410), motivo por el que probablemente se deban estas
diferencias.

Tras las CTCs, los mejores marcadores pre-trasplante para predecir recurrencia en
nuestro estudio fueron MMP-1 y AFP, aunque los resultados tampoco fueron
significativos y presentaron una capacidad predictora baja. MMP-1 con AUC= 0,639,
punto de corte de >1,27 ng/mL, S=100% y E=37,5% y AFP con AUC=0,590, con punto
de corte de >9 ng/mL, S=66,6% y E=79,16%. Liao y cols., demostraron que la
sobreexpresion de MMP-1 estaba asociada significativamente con presencia de recidiva
tumoral (277), considerando a MMP-1 como un factor pronostico independiente. Sin
embargo, el significado clinico de AFP en la prediccién de la recurrencia del CHC tras
el trasplante, es controvertido. Hay estudios en los que asocian la expresion
preoperatoria de AFP con la recurrencia, pudiendo servir como un factor predictor de

recaida de la enfermedad tumoral tras el trasplante (421), mientras que, en otros, se
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muestra que AFP sola no es suficiente para predecir recurrencia. Su interpretacion debe
hacerse junto a otros factores pronosticos demostrados, como la diferenciacién
histologica tumoral y la invasion tumoral (439-441).

Estos tres marcadores parecen ser los Unicos que tendrian la capacidad de predecir
recidiva o metastasis tras el trasplante, a pesar de no encontrar resultados significativos,
por lo que deberiamos obtener un mayor numero de recidivas post-trasplante para ver si
estos resultados llegan a ser significativos. MMP-1 podria tratarse de un nuevo
biomarcador determinante en el diagndstico temprano y monitorizaciéon del CHC e,
incluso, podria ser mejor que la AFP para la deteccion de recidiva.

Las CTCs se han correlacionado con pardmetros tales como, la SLE y la SG, en
pacientes con cancer de mama, colorrectal y prostata metastatizante (105-110), asi como
en otros tipos de cancer.

Existen varios estudios en los que se han asociado las CTCs preoperatorias,
determinadas por el método CellSearch®, con bajos tiempos de supervivencia libre de
enfermedad tumoral, y en los que se sugiere que las CTCs podrian ser buenas
predictoras de la evolucion del CHC tras la cirugia (178,442). Schulze y cols.,
correlacionaron la presencia de CTCs EpCAM+ determinadas por CellSearch®, con una
peor SG (155). La presencia de CTCs se relaciono con estadios mas avanzados de la
enfermedad y con la aparicion de metastasis.

De igual forma, la deteccién de CTCs en CHC a través de otros métodos diferentes a la
deteccidén inmunomagnética, también se ha asociado a parametros clinicopatolégicos de
bajo prondstico, como la presencia de metastasis, con una corta SLE y SG de estos
pacientes tras la cirugia (392,402,408).

En nuestro estudio, de los 27 pacientes con CHC que fueron trasplantados, 5
pacientes (15,52%) fallecieron tras el trasplante, 3 de los cuales (11,11%) fallecieron
debido a recidiva/metastasis post-trasplante. No se encontré ninguna correlacion
significativa entre los niveles de CTCs pre-trasplante con el tiempo de supervivencia y
el tiempo de supervivencia libre de recidiva/metastasis tras el trasplante. Sin embargo, si
que existi6 una tendencia a una menor supervivencia (tanto general como libre de
enfermedad) en los pacientes con valores de CTCs pre-trasplante mas elevados, por lo

gue nuestros resultados se asemejan a los encontrados en la bibliografia.
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En la literatura encontramos algunos estudios en los que asocian diferentes
caracteristicas clinicas y analiticas a un mal pronostico en CHC, con recidiva o
metastasis tras la cirugia y, por lo tanto, a menores tiempos de SG y SLE.

Se sabe que la invasion vascular en el higado afecto, es un factor de riesgo para la
recurrencia tras el trasplante. Los pacientes sin invasion vascular presentan mayor SLE
(443). Estos resultados también fueron evidenciados en el estudio de Wang y cols.
(421), en el que se vio que la presencia de invasion vascular y la expresion de AFP pre-
trasplante eran factores predictores de la recurrencia y una menor SLE tras el trasplante
hepatico en pacientes con CHC.

Liao y cols., encontraron que los pacientes con CHC con elevados niveles de MMP-
1 mostraban una corta SLE Y SG en comparacion con aquellos pacientes con niveles
disminuidos(277).

Kim y cols., llegaron a la conclusion de que los niveles elevados de bilirrubina,
GOT, y AFP, la presencia de multiples tumores y la invasion vascular eran factores
predictores de una corta SLE tras el trasplante hepético en pacientes con CHC (398).

En nuestro estudio, tras analizar las curvas de supervivencia de pacientes
trasplantados con diferentes caracteristicas clinico-analiticas, posibles predictoras de
una corta supervivencia tras la cirugia, se observdé que no existian diferencias
estadisticamente significativas en la SLE y SG entre los grupos de pacientes con niveles
disminuidos y elevados de CTCs, AFP, MMP-1, bilirrubina, GOT y GPT, ni entre
pacientes con ausencia o presencia de invasion vascular, ni entre aquellos con una Unica
o multiples LOES. A pesar de estos resultados no significativos, la tendencia a los dos
afios post-trasplante fue la de una menor SLE para los pacientes con mayores niveles de
CTCs, AFP, MMP-1, bilirrubina, GOT, y para los pacientes con mas de un nodulo
tumoral y los que presentaron invasion vascular. En el caso de la SG, ésta fue peor a los
2 afios, en aquellos pacientes con mayores niveles de CTCs, AFP, pacientes con varias
LOES y pacientes con invasion vascular, aunque los resultados tampoco fueron
significativos.

Kelley y cols., estudiaron los niveles de CTCs en pacientes con CHC metastasico,
empleando el sistema CellSearch® (175). Observaron que los pacientes con presencia de
CTCs en sangre tenian una media de SG menor que los pacientes con CHC sin CTCs
detectables, aunque estas diferencias, como en nuestro estudio, no fueron

estadisticamente significativas. Estos autores, tampoco  encontraron diferencias
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estadisticamente significativas en la media de SG en los pacientes con CHC, entre
niveles bajos y elevados de AFP y presencia/ausencia de invasion vascular (175).

Asi, CTCs, AFP, MMP-1, bilirrubina, GOT, GPT, la presencia de mas de un
nédulo tumoral y la presencia de invasion vascular, podrian ser buenos marcadores

pronosticos de recidiva post-trasplante.

Las perspectivas futuras en el uso de la tecnologia Isoflux® para la deteccion de
CTCs y en la deteccion de otros marcadores indicadores de progresion de la enfermedad
tumoral son muy buenas. No obstante, en la actualidad, las CTCs no se emplean como
marcadores prondsticos de forma rutinaria en CHC, debido a varias razones: falta de
sensibilidad de las técnicas empleadas para la deteccion de CTCs, empleo de muestras
pequefias que limitan la significancia estadistica con resultados contradictorios 0 no
concluyentes. Ademas, las diferencias encontradas entre los distintos resultados
encontrados en la literatura cientifica con respecto al estudio de MMP-1, VEGF-C,
OPN, GPC3 e IL-8, se deben a diferencias al procedimiento de medicion empleado en
cada uno de los estudios, en los que existen discrepancias en los anticuerpos usados para
la deteccion de estas moléculas, los cuales, reconocen distintos aminoacidos de la
proteina.

Por todo ello, se requieren nuevas tecnologias mas sensibles y estudiar mayor
namero de pacientes, poblaciones mas diversas, con diferentes demogréaficos,
caracteristicas tumorales, estadios de la enfermedad, para poder validar el valor
prondstico de todos estos marcadores y su punto de corte dptimo antes de la aplicacion
clinica.

Seria necesario llevar a cabo nuevas investigaciones clinicas para comprobar si la
determinacion de estos biomarcadores en la circulacion sanguinea de enfermos con
CHC, puede proporcionar un valor pronostico en la evolucion del mismo y asi poder
elegir el mejor tratamiento para prevenir la recidiva. Ademas, estandarizar las técnicas
genéticas para la determinacion de las CTCs en el laboratorio clinico asistencial es hoy
dia relativamente sencilla. En un futuro préximo, la deteccién de las CTCs, de los
marcadores y su estudio molecular en profundidad, podria ser una buena herramienta

prondstica para la individualizacion del tratamiento del CHC.

175



Discusién

176



Conclusiones

7. CONCLUSIONES

177



Conclusiones

178



Conclusiones

De los resultados del presente trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

Primera: el sistema Isoflux® no es un método intercambiable con el sistema
CellSearch®, demostrandose que es un mejor sistema de aislamiento y de determinacion

de CTCs en pacientes con CHC sometidos a trasplante.

Segunda: la concentracion de CTCs pre-trasplante en sangre periférica en pacientes
con CHC, esta asociada a factores bioquimicos de mal pronostico (bilirrubina), a un
mayor estado de inflamacién hepética (PCR) y a factores clinicos tales como, un mayor
tiempo de estancia en lista de espera, un mayor nimero de tumores y la presencia de
invasion vascular, todos ellos asociados con una peor evolucion de la enfermedad

tumoral.

Tercera: la concentracion de CTCs en sangre periférica de pacientes con CHC no
se asocia a la etiologia de la cirrosis previa al cancer hepatico, por lo que la presencia de
enfermedad tumoral y como consecuencia, los niveles de CTCs en sangre, son

independientes del tipo de enfermedad sobre la que asienta este tumor.

Cuarta: MMP-1, IL-8 y OPN, son nuevos biomarcadores interesantes para la
monitorizacion de la progresion de la enfermedad tras la cirugia curativa, mejores que
los niveles de GPC3 y de VEGF-C en los pacientes con CHC.

Quinta: a pesar de que los niveles de CTCs, AFP y MMP-1 descienden tras la
cirugia, estos no son predictores de la supervivencia general y supervivencia libre de

recidiva o metéastasis, segun los resultados no significativos obtenidos en este estudio.

Sexta: se necesitan trabajos mas amplios, junto a una caracterizacion génética de las

CTCs, para corroborar o conseguir significancia en los resultados.
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Anexo |. Aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia, Espafia).

Maa. 141

Uerizocen
Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio

Ctra. Madrid - Cartagena ¢ Tel. 968 36 95 00
30120 El Palmar (Murcia)

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca en su reunidn del dia 29/05/2017, acta 05/2017 ha evaluado la
propuesta del investigador Dr. Pablo Ramirez Romero referida al estudio:

Titulo: Utilidad de la biopsia liquida y otros marcadores tumorales en el trasplante hepatico por hepatocarcinoma

19, Considera que

- Elestudio se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacion Biomédica y su
realizacion es pertinente.

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y
estén justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para cbtener el consentimiento informado como la compensacién
prevista para los sujetos por darios que pudieran derivarse de su participacién en el estudio.

- Elalcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

- Lacapacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20,  Porlo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

Lo que firmo en Murcia, a 29 de mayo de 2017

Fdo:

p—— 3

P 1o Qalud
e Wurciamo de 2%

€ orviclo Vil 4 .

~amite Elico Q& &t
oI MUR 9}_ ’.3.‘-—»-

Dr. D. Antonio Pifiero Madrona
Presidente del CEIC Hospital Virgen de la Arrixaca
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Anexo Il. Modelo de Consentimiento Informado Especifico para formar parte del
estudio.

BiobancoenRed de laRegion de Murcia

IMIE b BIOBANC-MUR Al

Mur
stigacién Blosanitaria

DOCUMENTO DE INFORMACION AL DONANTE (v.3)

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayoria de hospitales, ademés de la
asistencia a los pacientes, se realiza investigaciéon biomédica. La finalidad de esta investigacion es progresar en el
conocimiento de las enfermedades y en su prevencién, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Las muestras y datos clinicos obtenidos para el diagnéstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también iitiles y necesarias para la investigacién. De hecho, muchos de los avances cientificos
obtenidos en los tiltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacién para incorporar al Biobanc-Mur Nodo Area I del hospital el material biolégico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van a
realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacion biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigaciéon Biomédica, la Ley Organica 15/1999, de Proteccién de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo en participar en esta propuesta

;Qué es un biobanco?: Institucion para favorecer la investigacion y la salud.

Un biobanco es una institucién, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacién biomédica, es decir, aquella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras incluidas en un biobanco pueden ser cedidas para investigacién en Medicina, siempre bajo la supervision
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestras se cederan generalmente sin informacién personal asociada,
aunque a veces podra ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
investigacion.

La investigacién biomédica es, hoy en dia, un fenémeno global por lo que ocasionalmente estas muestras podran ser
cedidas a grupos de investigacién fuera de Espaiia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacién espariola y
lo aprueben los correspondientes comités.

Muestras bioldgicas e informaciéon asociada: En ningiin caso se le practicardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencion médica.

Se guardara y dispondra del material biolégico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, liquidos bioldgicos y/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacién de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por
motivos de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacién asociada a las mismas se custodiaran
y/o guardaran en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
hasta su extincién. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Tematica de Investigacién Cooperativa (RETIC) de
Biobancos del Instituto de Salud Carlos III con la referencia RD09/0076/00065, y esta en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.

Este biobanco acoge colecciones organizadas de muestras bioldgicas e informacién asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacién anteriormente referida y los cédigos de conducta aprobados
por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacién asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciten al biobanco.

ottt e Swbod Corl

Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Region de Murcia
Red Nacional de Biobancos - ISCIIL. Versién julio 2012
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Investigacién Biosanitaria

Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras debera disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién (CEI) competente, que velard para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mds estrictas normas éticas y legales. Ademds, el comité
cientifico del biobanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacién lo requiera, se realizaran estudios genéticos, y a
partir de ellos se puede obtener informacién acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccidn de esta informacién (ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacién del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacion por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucidn sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracién. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitara de nuevo su
consentimiento.

Proteccion de datos y confidencialidad: Las muestras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan seran obtenidos, tratados y almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacién vigente en materia de proteccién de datos de caracter personal

La identificacién de las muestras biolégicas del Biobanco sera sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacién, que sera el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados cédigos. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningiin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacién realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no sera facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente ttiles para su salud, y de
acuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero : Fundacion para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Region de Murcia.
Direccion Postal: Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y objecién, asi como obtener informacién sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién parala Formacién e Investigacion Sanitarias de la Regién de Murcia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Caricter altruista de la donacién. La cesion de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacién tiene por disposicién legal caricter altruista, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro ningiin
beneficio econémico por la misma, ni tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
que puedan conseguirse como resultado de la investigacién biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestray de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

[ i'iuw S Biobanc-Mur. Biobanco en Red de la Regién de Murcia
Red Nacional de Biobancos - ISCIIL. Versién julio 2012
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Participacion voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmara que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocaciéon del consentimiento: si usted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro usted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biobanco. También podria solicitar la anonimizacién de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacién entre sus datos personales (que revelan su identidad) y sus muestras biolgicas y
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigacién que
ya se hubiera llevado a cabo.

Si deseara anular su consentimiento, debera solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccién
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacion: se le proporcionard informacion si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cuéles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacién o anonimizacién.

Los métodos utilizados en investigacién Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la practica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valor clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le serdn comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacién
relevante para su familia, le correspondera a usted decidir si quiere o no comunicarselo. Si Ud. quiere que se le
comunique dicha informacién relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

Si usted no desea recibir esta informacion, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacién obtenida
sea necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares bioldgicos, un Comité de expertos estudiara
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacién sobre cualquier duda que
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacién con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina. De esta forma estd
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y futuros.

bancos 3
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b BIOBANC-MUR A|

L ]
IM' T BiobancoenRed de la Region de Murcia
Investigacién Biosanitaria
CONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLiNlC0§ Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre y Apellidos (donante) Persona del centro que informa

Edad: Sexo: DN sz DNI:

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacién competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacion adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I,y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

aslI ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia asI1 ONO Teléfono o E-mail de contacto.........cccccecveueccercncurnecnee
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

asrI ONO Teléfono o E-mail de contacto: .........cccooeeemeeieeieeincececcene.

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

DONANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

By Ao QComimasssis (s [ UN—
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IMIE 4 BIOBANC-MUR Al--

BiobancoenRed de laRegion de Murcia

Investigacién Biosanitaria

CONSENTIMIENTO INFORMADO ANTE TESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante) Persona del centro que informa

Edad: Sexo: 1) ) ON———— DNI:...

Nombre y apellidos del testigo que firma PINE oo

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area I en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Nodo Area I,y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacién
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la informacién adjunta.

asl1 ONo

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia as1 ONO Teléfono o E-mail de contacto.........cccccocveueceiencurnenee

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales

asI ONO Teléfono o E-mail de contacto: ..........ccoeeevveieceeeueceene

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma
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; BIOBANC-MUR Al

° L ]
,IMI i BiobancoenRed de laRegion de Murcia

Investigacién Biosanitaria

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

Nombre y Apellidos (donante) Persona del centro que informa
Edad: Sexo: DN esmensemnrsamurmgs DNEuszsmneemines
Nombre y apellidos del tutor legal que firma DNE:cncsnesnn

Relacion con el donantes:.........cccooeevveeerireceeeennnnne

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, leay firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo Area I,y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
cabo proyectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica
de Investigacién competente. Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente y haber leido la
informacién adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. Se me ha informado que, llegada la mayoria de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual debera estar debidamente informado. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerara que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente.

as1 ONO

2. Desea que se le comunique la informacién derivada de la investigacién que realmente searelevante y aplicable para

su salud o la de su familia asI ONO Teléfono o E-mail de contacto

3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldégicas adicionales
asI ONo Teléfono o E-mail de contacto: ..........c.coecevcecinceccene s

4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | PERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
Firma Firma Firma
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.IMI e BiobancoenRed de laRegion de Murcia
Investigacién Biosanitaria

En....

verey A ves A€ vt e s

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

POR EL DONANTE:
Yo, D./Diia. con DNI .........ceeceveesevvivenen anulo el consentimiento
prestado en fecha de. de 20......... y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-

Mur Nodo Area I, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacién.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a de de 20.........
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DONANTE:
Yo, D./Diia. con DNI ......cceeeeveesiviiinseinnns, Como representante legal de
D/Dia. cccesiisssesnesis s serssssssessisssesny €O DNLis s civciiis e, anulo el consentimiento prestado en
fecha........d€...cccurssnnnid@ 20.......y no deseo proseguir la donacién voluntaria al biobanco Biobanc-Mur Nodo Area ,

que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSONALES.
La muestra quedara anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacién.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a...de de 20.........
(=) Red BiBboncns 7
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