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RESUMEN

Introduccion: La existencia de células madre en diferentes tejidos, a parte de la

médula 6sea, es una realidad®. Las células ovales hepaticas son consideradas células
madre de este érgano ya que expresan en su superficie marcadores tradicionalmente

asociados a células madre hematopoyéticas como son c-kit, Thy-1 y CD34%%,

Se han encontrado células madre en muchos tumores humanos, entre ellos

hepatocarcinomas*®?°

, Y se cree que estan implicadas en la iniciacion, progresion y
pronéstico de la enfermedad®®*3. EI tumor hepatico que, segun la literatura, presenta con
mayor frecuencia un inmunofenotipo de célula madre es el hepatocolangiocarcinoma.
Sin embargo, este tumor supone menos del 1% de los tumores primarios hepaticos, lo
cual dificulta su estudio™. EI hepatocarcinoma, por el contrario, es la neoplasia primaria

de higado mas frecuente', de ahi su eleccién para la realizacion de este estudio.

Hipotesis: ;Podrian ser detectados los hepatocarcinomas con rasgos de célula madre
mediante el estudio inmunohistoquimico con c-kit en el tejido tumoral y peritumoral?
¢Podria relacionarse la deteccion de hepatocarcinomas con rasgos de célula madre con

un mejor pronostico en cuanto a supervivencia en este tipo de pacientes?
Conclusiones:

1. La expresion de c-kit se ha producido en el 10% de los casos y esta expresion ha sido
< 10% de las células del tejido peritumoral y totalmente negativa a nivel tumoral. Se

concluye una escasa prevalencia de expresion de este marcador en hepatocarcinomas.

2. En el estudio de hepatocarcinomas convencionales es poco probable encontrar los
que proceden de células madre. Probablemente un estudio de hepatocolangiocarcinomas
tuviese como resultado un mayor porcentaje de neoplasias con rasgos de célula madre,

siendo dificil este estudio debido a la baja incidencia de este tipo de tumor.

3. Segun los resultados obtenidos, la positividad del marcador c-kit supone un factor de
mal prondstico en la supervivencia de los pacientes, resultados contrarios a la literatura.
Probablemente, estos resultados sean debidos a una muestra insuficiente siendo
necesaria la realizacion de un estudio con mayor niumero de casos para poder disponer

de datos mas homogéneos y contrastables.



ABSTRACT

Introduction: The stem cells existence in different tissues, bone marrow apart, is a
reality’. Hepatic oval cells are considered stem cells of this organ as they express
markers on their surface traditionally associated with hematopoietic stem cells such as
c-kit, Thy-1 and CD34*%°.

Stem cells had been found in many human tumors, including hepatocellular

carcinoma*®?°

, and is thought to be involved in the initiation, progression and prognosis
of the disease'®*®. According to literature, the liver tumor that presents a stem cell
immunophenotype more often is the hepatocellular-cholangiocarcinoma, however, this
tumor is less than 1% of hepatic primary tumors, which complicates their study™.
Nevertheless, hepatocellular carcinoma is the most common primary malignancy in the

liver' hence its choice in this study.

Hypothesis: Could be detected hepatocellular carcinomas with stem cell features in
tumor and peritumoral tissue by immunohistochemistry with c-kit? Could be related
hepatocellular carcinoma with stem cell features detection with a better survival

prognosis in these patients?
Conclusions:

1. C-kit expression has occurred in 10% of cases and this expression was <10% of cells
in peritumoral tissue and completely negative in tumor level. Low prevalence of

expression about this marker in hepatocellular carcinoma is our deduction.

2. In a study about conventional hepatocellular carcinoma it is unlikely to find those
from stem cells. Probably, a study about hepatocellular-cholangiocarcinoma would
result in a higher percentage of tumors with stem cell characteristics, but this study is

difficult to do because of the low incidence of this tumor.

3. According to the results, positivity marker c-kit is a poor prognostic factor in the
patient’s survival; the results are contrary to literature. Probably, these results are due to
an insufficient sample; therefore, it is necessary to make a study with more cases to be

more homogeneous and reliable data.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia

El carcinoma hepatocelular (CHC) es la neoplasia primaria de higado mas
frecuente. En los Gltimos afios se ha constatado un aumento progresivo de su incidencia
en paises industrializados y actualmente constituye la sexta neoplasia mas frecuente,
con mas de medio millén de nuevos casos al afio, siendo la tercera causa de muerte por

cancer y la principal causa de muerte en pacientes cirroticos®.

La incidencia mas alta se localiza en el este de Asia y Asia sudoriental con tasas
de 20,9 y 12,3 por 100.000 habitantes respectivamente, y Africa Occidental con 12,1
por 100.000 habitantes®. Por otra parte, en los paises mas desarrollados la tasa desciende
considerablemente, encontrandose valores intermedios de incidencia en el sur de Europa
(5-9,8 casos nuevos por 100.000 habitantes) y areas de baja incidencia en América,

Australia, Nueva Zelanda y norte de Europa (2,2-4,8 casos por 100.000 habitantes)®.
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Figura 1: Incidencia CHC ajustado por 100.000 personas. Fuente: The New England Journal of
Medicine (NEJM).

También hay un predominio en la raza negra y en el sexo masculino, este Gltimo
es mas evidente en las zonas de alta incidencia, 3:1 frente a 1,5:1 de las poblaciones con

baja incidencia®.



1.2  Factores de riesgo

En cuanto a la patogenia se han establecido tres asociaciones etiolégicas
importantes: la infeccion viral (VHB y VHC), el alcoholismo crénico y los
contaminantes de la comida (aflatoxinas principalmente). En un menor nimero de casos
encontramos enfermedades asociadas como la tirosinemia y la hemocromatosis

hereditaria®.

En las zonas de alta prevalencia de VHB, ésta es la principal etiologia,
apareciendo el cancer entre los 20 y los 40 afios; mientras que en las poblaciones
occidentales el hepatocarcinoma se asocia con el alcoholismo, el VHC y la
hemocromatosis hereditaria y raramente se identifica antes de los 60 afios®.

El desarrollo del hepatocarcinoma sobre la cirrosis esta asociado a un riesgo lo
suficientemente elevado como para justificar su vigilancia, pero no es un requisito

imprescindible la presencia de cirrosis hepatica para el progreso a CHC*.

El principal factor implicado en el desarrollo del tumor son los ciclos repetidos
de muerte y regeneracion celular presentes en cualquier hepatitis cronica. La
acumulacion de mutaciones durante ciclos continuos de divisidn celular puede dafar los

mecanismos de reparacion de ADN vy finalmente transformar los hepatocitos®.

En cuanto a la relacion de las infecciones por VHB y VHC con el
hepatocarcinoma, ambos virus codifican proteinas reguladoras multifuncionales que
activan varias vias oncogeénicas, que inducen acumulacion de multiples alteraciones
genéticas en los hepatocitos infectados. Las mutaciones genéticas inducidas por la
infeccion viral con frecuencia dafian el TP53, Wnt / b-catenina, RAS / RAF / MAPK
quinasa y AKT / mTOR, que son proteinas que representan importantes acciones

antitumorales?.

En lo referente al alcohol como factor de riesgo, cantidades de 50-70g de alcohol
al dia durante un periodo superior a 10 afios suponen un factor de riesgo conocido de
CHC, dado que favorece la aparicidn de cirrosis. Ademas presenta un efecto sinérgico
con las infecciones por VHB y VHC favoreciendo un desarrollo mas rapido de la
cirrosis. A pesar de ello, no esta claro que el alcohol tenga un efecto carcinogénico

directol.



Las aflatoxinas son micotoxinas producidas en pequefias concentraciones por
hongos del género Aspergillus. Esta toxina se encuentra en granos y mani
“enmohecidos”. La aflatoxina puede unirse covalentemente con el ADN celular y causar
mutaciones en los protooncogenes o en los genes supresores de tumores, en especial el
p53. Sin embargo, la carcinogénesis no ocurre a menos que el higado esté
mitéticamente activo como ocurre en la hepatitis viral cronica con episodios recurrentes

de dafio y regeneracion®.

Obesidad, diabetes y esteatohepatitis no alcohdlica también parecen incrementar
el riesgo de CHC debido a que la esteatosis conlleva una actividad necroinflamatoria y
una fibrosis mas severa, pero hay pocos datos sobre la incidencia y prevalencia del

carcinoma hepatocelular en estos pacientes’.
1.3 Morfologia®

Morfologicamente el carcinoma hepatocelular puede presentarse como una masa
unica, en forma multifocal o como un cancer infiltrativo difuso. Estas tres
presentaciones pueden causar el aumento del tamafio del higado, siendo mas evidente en
las dos primeras ya que el tumor infiltrativo difuso puede mezclarse de manera

imperceptible en un higado cirrotico. (Anexo 2, imagenes 1y 2)

Todos los patrones de CHC tienen una fuerte propension a la invasion de los
canales vasculares. Aparecen grandes metastasis intrahepaticas y, en ocasiones, grandes
masas serpinginosas de tumor invaden la vena porta, con oclusion de la circulacién

portal, o la vena cava inferior, extendiéndose incluso hasta el lado derecho del corazén.

Estos carcinomas varian desde bien diferenciados a lesiones anaplasicas
altamente indiferenciadas. En las formas bien o moderadamente diferenciadas pueden
reconocerse células con rasgos de los hepatocitos que se disponen en patrdn trabecular,
patrones acinares o pseudoglandulares. En las formas poco diferenciadas las células
pueden mostrar una apariencia pleomorfica con numerosas células gigantes anaplasicas,
presentarse como una poblacidén de células pequefias y completamente indiferenciadas
0, incluso, pueden simular un sarcoma de células fusiformes. (Anexo 2, imagenes 3, 4y
5)

Una variante peculiar es el carcinoma fibrolamelar. Este tumor se produce en

hombres jévenes y mujeres adultas (entre 20 y 40 afios de edad), no tiene asociacion con
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los factores de riesgo arriba descritos y, a menudo, tiene mejor pronostico. Se presenta
como un nodulo Unico constituido por células poligonales bien diferenciadas. (Anexo 2,

imagen 6)

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

Las metéstasis a ganglios linfaticos se desarrollan en menos de la mitad de los
hepatocarcinomas que se propagan fuera del higado. Es importante saber que la cirrosis
se asocia habitualmente a la presencia de adenopatias perihepaticas inespecificas, que
no deben hacer suponer necesariamente la presencia de enfermedad avanzada en el

contexto de un hepatocarcinoma®.
1.4  Manifestaciones clinicas

El desarrollo de sintomas no suele producirse hasta que el tumor alcanza

tamafios entre 4,5y 8 cm”.

La clinica suele quedar enmascarada por los sintomas relacionados con la
cirrosis 0 la hepatitis cronica subyacente: dolor mal definido en abdomen superior,
malestar, fatiga, pérdida de peso o sensacion de plenitud abdominal. En la mayoria de
los casos es posible palpar la hepatomegalia. La ictericia, fiebre y varices

gastrointestinales o esofagicas son hallazgos inconstantes®.

A veces estos pacientes desarrollan sindromes paraneoplésicos, todos ellos
asociados a mal prondstico. Entre los mas comunes se encuentran la aparicion de
hipoglucemia debida a aumento de metabolismo, hipercalcemia por secrecion de
proteinas relacionadas con la hormona paratiroidea o metastasis 6seas, eritrocitosis por
secrecion de eritropoyetina o diarrea acuosa severa que se ha puesto en relacion con la

secrecion de péptidos”.
1.5 Diagnéstico

A la hora del diagndstico, la deteccion precoz debe realizarse mediante ecografia
semestral en la poblacion con riesgo de padecer este tipo de tumor; fundamentalmente

en pacientes con cirrosis hepatica. La ecografia posee una sensibilidad del 94% para la



deteccion de CHC, aunque disminuye a sélo 63% para el diagndstico de lesiones
precoces. El uso de otras técnicas radiologicas o la determinacién de alfafetoproteina no
parecen haber demostrado incrementar su eficacia®. Debido a sus caracteristicas
vasculares, actualmente se puede realizar el diagndstico de carcinoma hepatocelular por
técnicas de imagen dindmicas (ecografia con contraste/TC/RM). En caso que el patron
de captacion no sea caracteristico en estas técnicas de imagen debe efectuarse una
biopsia de la lesion®.

Recomendaciones’:

e Los nddulos menores de 1 cm detectados mediante ecografia de cribado deben
seguirse mediante una ecografia cada 3 a 6 meses. Si tras 2 afios no se detecta
crecimiento, se debe volver al cribado habitual cada 6 meses.

e Los nodulos mayores o iguales a 1 cm detectados mediante ecografia en sujetos
cirroticos pueden diagnosticarse de CHC sin necesidad de obtener una biopsia si
presentan en técnicas de imagen dinamicas (ecografia con contraste, TC y RM
dinamicas) captacion de contraste en fase arterial seguido de lavado en fases
tardias. En nodulos de entre 1 y 2 cm, este patron vascular debe detectarse de
forma coincidente en dos técnicas de imagen.

e Siel patrén vascular no es especifico de CHC, se debe recomendar una biopsia.

« Si la biopsia es negativa, no se puede descartar el diagndstico de CHC. Se debe
valorar la realizacion de una biopsia nueva 0 un seguimiento estrecho de la
lesion.

e En el caso de sujetos sin cirrosis establecida, la aplicacion de estos criterios de
imagen no es valida y es necesario la realizacion de una biopsia para obtener un

diagndstico concluyente.
1.6 Prondstico y tratamiento

Una vez que se obtiene el diagndstico, es necesario realizar el estudio de
extension de la enfermedad y una valoracion prondstica. Con esto, es posible informar
al sujeto y a los familiares sobre la expectativa de vida, elegir el tratamiento mas

adecuado y evaluar su respuesta.



El pronostico de los tumores sélidos depende fundamentalmente del estadio
tumoral. Sin embargo, dado que el CHC aparece en la mayoria de los casos asociado a
una cirrosis hepética y que el grado de alteracion de la funcién hepatica determina las
opcionesterapéuticas y la supervivencia (independientemente de la presencia del CHC),
es imprescindible considerar conjuntamente el grado de disfuncion hepética y la

extension tumoral.

Se han desarrollado multiples herramientas para establecer el pronostico del
hepatocarcinoma. Desde un punto de vista préactico, las dos mas utilizadas son el TNM
(sistema de estadificacion por tumor, ganglios y metéastasis) y el propuesto por el BCLC

(Barcelona ClinicLiverCancer)®.

El TNM fue revisado en el afio 2010, y es el tnico sistema que ha sido validado
en pacientes tratados tanto mediante reseccion hepatica como por trasplante. Sin
embargo este sistema no tiene en cuenta la funcion hepatica o la presencia de sintomas,
que son las que determinaran la posibilidad de tratamiento y con ello el pronostico en

los pacientes cirréticos”.

El sistema BCLC aporta una vision mas global, incluye variables asociadas al
estadio tumoral, la reserva funcional hepatica y la presencia de sintomas, y establece el
prondstico de acuerdo con 4 estadios que se vinculan a la posible indicacion de

tratamiento”:

e EIl estadio inicial (estadio A) incluye a sujetos asintomaticos con funcion
hepatica conservada (Child-Pugh A y B) con un CHC solitario o con un maximo
de 3 nodulos de hasta 3 cm de diametro. Estos sujetos pueden tratarse con
intencién curativa mediante reseccion quirdrgica, ablacion percutanea vy
trasplante hepético, con una supervivencia esperada a los 5 afios de entre el 50 y
el 75%.

e Un subgrupo con especial buen prondstico son aquellos sujetos con cirrosis
hepatica compensada (Child-Pugh A) con CHC muy inicial (estadio 0),
totalmente asintomaticos y que presentan tumores (nicos menores de 2 cm, sin
invasion vascular ni diseminacion. Este estadio muy inicial corresponderia al

concepto de carcinoma in situ. En estos casos, la cirugia o la ablacion por
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radiofrecuencia ofrecen una alta probabilidad de curacion, con supervivencia a
los 5 afios superior al 80%.

e Elestadio intermedio (estadio B) consiste en sujetos con tumores multinodulares
que exceden los criterios anteriormente descritos, sin invasion vascular ni
extrahepatica, con funcion hepatica y estado general conservado. Si la funcion
hepatica corresponde al estadio A de Child-Pugh, los sujetos pueden
beneficiarse de tratamiento mediante quimioembolizacién y su supervivencia
mediana esperada es de 20 meses.

e Los sujetos con funcién hepatica conservada, pero que presentan un CHC con
invasién vascular, invasién extrahepatica o con afectacion leve del estado
general se catalogan como sujetos en estadio avanzado (estadio C). En este
grupo de sujetos, el anico tratamiento que hasta la fecha ha mostrado beneficios
en términos de supervivencia es el tratamiento con sorafenib, con una
supervivencia mediana de aproximadamente 11 meses.

e Por dltimo, los sujetos que presentan afectacion grave del estado general o
funcion hepatica muy afectada (Child-Pugh C) y que no son candidatos a
trasplante hepatico corresponden al estadio D o terminal. En ellos, la mediana de

supervivencia es menor a 3 meses y Unicamente se debe indicar tratamiento

sintomatico.
[ CHC I
v I l
Estadio 0 Estadio A-C Estadio D
Child A: PS 0 Okuda 1-2; Child A-B; PS 0-2 Okuda 3; Child C; PS >2
| | |
} | ! |
Estadio muy inicial 0 Estadio inicial A Estadio !ntermed»o B Estadio avanzado C Estadio
Gnico < 2 cm Gnico o 3 nédulos multinodular, invasion portal, N1, M1, terminal D
Carcinoma in situ <3cmPSO PS 0 PS 1-2
Unico 405 de3cm
Presion portal
bilurrubina
[ Normal ]i-[ Aumentada }—vl Enfermedades asociadas l
l >@
R z : Sorafenib
eseccion Trasplante hepatico PEI/RF Quimioembolizacién Nuevos agentes Tratamiento sintomatico

I Tratamientos paliativos (30%) |

Tratamientos curativos (40%)
Supervivencia a los 5 afos: 50-70% Supervivencia mediana:
20 meses

- Tratamiento sintomatico (30%)
Supervivencia mediana Supervivencia al afio (10%)
11 meses

Figura 2: Sistema de estadificacion del Barcelona Clinic Liver Cancer’

11



Los avances recientes en el conocimiento de las vias moleculares que determinan la
aparicion y la progresion del CHC han permitido definir diferentes patrones de
expresion genética con posible significacion pronodstica. Aunque la informacion
disponible en la actualidad es preliminar, en un futuro se podran incorporar datos de
expresion genica a los sistemas actuales de evaluacién y se podré basar la prediccion de

supervivencia asi como la indicacién de tratamiento en el perfil molecular del sujeto’.

El curso natural de este cancer consiste en el crecimiento progresivo del tumor
hasta producirse fallo hepético. La muerte puede ocurrir por caquexia, sangrado de
varices gastrointestinales o esofagicas, fallo hepatico con coma hepatico o rotura del

tumor con hemorragia fatal®.

1.7  C-kit: Marcador de célula madre en hepatocitos

1.7.1 Células madre hepéaticas

Las células madre son aquellas células dotadas simultaneamente de la capacidad de
autorrenovacion (hacer copias de si mismas) y de originar células hijas comprometidas
en determinadas rutas de desarrollo, que se convertiran por diferenciacion en tipos

celulares especializados. Existen dos tipos de célula madre®:

e Células madre embrionarias: Solo existen en las primeras fases del desarrollo
embrionario y son capaces de producir cualquier tipo de célula en el cuerpo
humano. Bajo las condiciones adecuadas, estas células conservan la capacidad
de dividir y hacer copias de si mismas indefinidamente.

e Células madre adultas: Son aquellas células madre no diferenciadas que tienen la
capacidad de "clonarse” y crear copias de si mismas para regenerar 6rganos y
tejidos. Las células madre adultas mas conocidas y empleadas en la medicina
son las células madre hematopoyéticas, que se encuentran tanto en la médula

6sea como en el corddn umbilical.

Sin embargo, actualmente la existencia de células madre en diferentes tejidos, a
parte de la médula 6sea, como son sistema nervioso central, higado, corazén, piel y

musculo es una realidad®.
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Las células ovales hepaticas son consideradas células madre multipotenciales de este

organo ya que expresan en su superficie marcadores tradicionalmente asociados a

células madre hematopoyéticas como son c-kit, Thy-1 y CD34%*,

Ducto Biliar

Hepatocito

Célula ovaladal

Figura 3: Célula oval hepatica. Fuente: EuroStemCell

1.7.2 C-kit/CD1174

El C-kit es una proteina transmembrana (glicoproteina) de 145 KDa. Funciona
como un receptor con actividad tirosin quinasa. CD117 es un epitopo localizado en el
dominio extracelular del receptor. C-kit es estructuralmente similar a otros receptores
con actividad tirosin quinasa con posibilidades oncolégicas, como el receptor del factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRs) o el factor estimulante de colonias
(CSF1R). El receptor posee un dominio extracelular con cinco regiones de tipo Ig-like,
una region unica transmembrana y un dominio intracitoplasmatico con actividad tirosin

quinasa.

El gen c-kit se localiza en el cromosoma 4 (4qll-12), proximo al gen del
receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y también del receptor del factor de

crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR).

El ligando para c-kit se conoce como SCF (stem cell factor-factor de célula
madre). La activacion del receptor se produce como consecuencia de un proceso de
homodimerizacion. Este proceso provoca una serie de cambios estructurales en el
receptor que determinan una activacion del dominio con actividad quinasa de c-kit y

fosforilacion de numerosas proteinas. El resultado final de la activacion es la génesis de
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una serie de sefiales que actlan sobre procesos cruciales en la tumorogénesis como

proliferacion celular, adhesion, apoptosis y diferenciacion.

1.7.3 Papel del receptor c-kit en el hepatocarcinoma

Se han encontrado células madre en muchos tumores humanos y se cree que
estan implicadas en la iniciacién, progresion, metastasis, resistencia a la terapia, y en la

recaida del tumor*?*2,

El hepatocolangiocarcinoma combinado es un tumor primario hepéatico poco
frecuente. Se caracteriza por mostrar elementos inequivocos tanto de hepatocarcinoma
como de colangiocarcinoma. En la actualidad los hepatocolangiocarcinomas se dividien
en dos grandes grupos: los de tipo clasico que se caracterizan por presentar dos patrones
morfologicos e inmunofenotipicos de hepatocarcinoma y colangiocarcinoma, y los
subtipos con rasgos de célula madre, cuyas claves para el diagnostico consisten en la
presencia de células intermedias con inmunofenotipo de células madre (c-kit, N-CAM y
Ep-CAM)™.

Por lo tanto, los hepatocolangiocarcinoma con rasgos de célula madre muestran,
a menudo, positividad para c-kit, marcador que se expresa en células presentes en el

higado a las que se atribuyen capacidades de células progenitoras™*.

Sin embargo, el hepatocolangiocarcinoma es un tumor raro, supone <1% de los
tumores primarios hepaticos™ lo cual dificulta su estudio. Por otro lado, diversos
estudios también sefialan la presencia del marcador c-kit en las células que componen
algunos hepatocarcinomas, asi como, en menor medida, en la masa peritumoral siendo

mayor esta cifra en el tejido peritumoral cirrético****>,

Cabe destacar que hay otras patologias como la infeccién crénica por VHC, por
VHB vy en cirrosis biliar de estadios avanzados, en las cuales también se produce un

incremento en la expresién del marcador c-kit'®*"*.

Aunque parece haber unanimidad en la afirmacion de la presencia de c-kit en
algunos hepatocarcinomas, hay controversia en el porcentaje de tumores que lo
expresan. Mientras que hay estudios que afirman que alrededor del 25% del los CHC

expresan c-kit'®, otros apuntan a una expresion de tan solo el 2,3%%.
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También ha sido demostrada a una mayor tasa de supervivencia por parte de los
pacientes cuyos hepatocarcinomas expresan c-kit en comparacion con los pacientes
cuyos tumores no lo expresan'®, asi como una mayor respuesta al tratamiento
quimioterépico con sorafenib??. Estos resultados sugieren que la expresion de c-kit
puede ser un indicador de buen prondstico para el CHC.

2. HIPOTESIS

¢Podrian ser detectados los hepatocarcinomas con rasgos de célula madre mediante

el estudio inmunohistoquimico con c-kit en el tejido tumoral y peritumoral?

¢Podria relacionarse la deteccion de hepatocarcinomas con rasgos de célula madre

con un mejor prondstico en cuanto a supervivencia en este tipo de pacientes?
3. OBJETIVOS

Este estudio tiene como finalidad la deteccién de hepatocarcinomas con rasgos de
célula madre mediante el empleo de técnicas inmunohistoquimicas y la relacion de estos
tumores con el prondstico de la enfermedad, para lo cual hemos marcado los siguientes

objetivos:

e Estudiar la presencia o ausencia de positividad del marcador inmunhistoquimico
C-kit en el hepatocarcinoma.

e Estudiar la presencia o ausencia de positividad del marcador inmunhistoquimico
C-kit en el tejido peritumoral.

e Estudiar si con la positividad del marcador inmunohistoquimico C-kit en el
tejido tumoral podemos detectar los CHC con rasgos de célula madre.

e Estudiar si la positividad o negatividad del marcador inmunohistoquimico C-Kit,
tanto en el tejido tumoral como el peritumoral, se relaciona con un mejor

prondstico de la enfermedad.

En el desarrollo del trabajo también se realizd un estudio descriptivo de las

caracteristicas de la muestra a estudio:

e Descripcion de la filiacion de los pacientes a estudio.

e Descripcion etioldgica de los hepatocarcinomas de los casos estudiados.
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e Descripcion de las caracteristicas morfologicas de los hepatocarcinomas de los
casos estudiados.

e Descripcion de las caracteristicas clinicas de los hepatocarcinomas de los casos
estudiados.

e Descripcion de las caracteristicas de mortalidad en relacion con los

hepatocarcinomas de los pacientes a estudio.

4. MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar estos objetivos, se realizd un estudio descriptivo a partir de una
muestra representativa con el animo de valorar las caracteristicas de dicha muestra en
relacion con la hipotesis propuesta. Posteriormente se procedié a realizar un estudio
analitico para establecer la relacion de causalidad entre el factor a estudio y la patologia.

4.1 Seleccion de pacientes

Entre diciembre de 1998 y abril de 2016 han sido realizados en el HCU Lozano
Blesa 551 trasplantes hepaticos, de los cuales 136 fueron diagnosticados de
hepatocarcinoma en la pieza de explante, ello supone que el 24,7% de los casos

trasplantados padecian hepatocarcinoma.

Para nuestro estudio se seleccionaron las 20 ultimas piezas de explante que

cumplian los siguientes requisitos:

e Pacientes trasplantados hepaticos en el periodo de tiempo establecido.
e Presencia de hepatocarcinoma en el explante.
e Muestras anatomopatolégicas disponibles, tanto de tejido tumoral como

peritumoral, en el archivo del HCU Lozano Blesa.

Se excluyeron aqguellos casos en los que no podia visualizarse claramente el tejido
tumoral debido a la extensa necrosis presente en tejido biopsiado por causas

iatrogénicas (quimioembolizacién). (Anexo 2, imagen 7)

En conjunto, el grupo control debia ser representativo de la poblacion con

hepatocarcinoma trasplantada en el centro. (Anexo 1, tabla 1)
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4.2 VVariables del estudio

4.2.1 Variables sociodemograficas

Fueron recogidos de la revision de las Historias Clinicas de los pacientes
seleccionados para el estudio:

e Sexo

e Edad en el momento del trasplante

e Patologia hepética de base

e Presencia de cirrosis

e Supervivencia a los 12 meses postrasplante
4.2.2 Variables anatomopatologicas

Fueron recogidos de los informes anatomopatolégicos realizados tras el trasplante

hepatico:

e Grado del CHC

e N°de nddulos tumorales

e Tamafio de los ndédulos tumorales
e Presencia de necrosis

e Invasion vascular

e Presencia de capsula
4.2.3 Expresion de C-kit

Medido en el tejido hepatico a nivel del hepatocarcinoma y peritumoral mediante

técnicas de inmunohistoquimica.

De modo rutinario, tras el trasplante hepético, las muestras son fijadas en
formaldehido al 10% durante, al menos, 48 horas y luego son incluidos en bloques de

parafina, que se almacenan en el archivo de Anatomia Patoldgica del centro.

Todos los explantes son estudiados por un anatomopatélogo especializado en
patologia hepética. Tras una evaluacion inicial del higado entero, éste es seccionado en

laminas de unos 2 cm de grosor. De las zonas que se consideran mas interesantes a nivel
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macroscopico, incluidas las tumoraciones, se cortan bloques que también se conservan

incluidos en parafina y son archivados.

Dado que el objetivo del trabajo es estudiar la expresion del C-kit tanto en el tejido
tumoral como en el tejido circundante, se procedi6 a la seleccion, de cada uno de los
pacientes a estudiar, de una muestra en la que se visualizaran tejido tumoral y no

tumoral.

Para la seleccion de la muestra de los bloques de tejido fijado e incluido en parafina
se cortan en secciones de 3 um de grosor que son tefiidos con la tincion de HE.

La seleccion de la muestra se llevo a cabo mediante la observacién en microscopio
Optico. Una vez realizada la seleccion de los cortes se procedio a realizar la técnica de
inmunohistoquimica siguiendo el protocolo del procedimiento ultraView DAB para
deteccion de c-kit.

a. Desparafinado.
b. Calentamiento previo del portaobjetos a 72°C desde la temperatura del medio.
c. Acondicionador celular: ULTRA conditioner.
I.  Calentar el porta a 95°C e incubar 8 minutos (acondicionador celular
n°1).
1. 36 minutos de ULTRA CC1
d. Anticuerpo: Aplicar una gota de PATH WAY c-kit (Ac), aplicar coverslip e
incubar 32 minutos.
e. Contratincion: Aplicar una gota de hematoxylin, coverslip e incubar 8 minutos.
f. Postcontratincion: Aplicar una gota de Bluing Reagent, coverslip e incubar 4
minutos.
g. Alacabar la técnica, deshidratacion:
I.  Alcohol al 70% durante 2 minutos.
I1.  Alcohol al 96% durante 3 minutos.
I1l.  Alcohol al 100% durante 5 minutos
IV.  Unos pases rapidos con xilol.

h. Montaje con Eukitt y cubreobjetos.
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4.2.4 Valoracién de la inmunohistoquimica

Actualmente no existe una escala de valoracidén estandarizada para valorar la
tincion del marcador c-kit. Por ello, tras revisar la literatura’, se decidi6 emplear la
escala semicuantitativa de Zhang por estimarla lo suficientemente completa y de fécil

interpretacion.

Escala semicuantitativa de Zhang

Puntuacién Significado
0 Ausencia de tincion
1 0 — 10% de las células tefiidas
2 10 — 50% de las células tefiidas
3 50 — 100% de las células tefiidas

Tabla 1: Escala semicuantitativa de Zhang
4.3 Anélisis epidemiologico y estadistico

En primer lugar se comenzé realizando un analisis epidemiologico para la cual se
llevé a cabo un estudio descriptivo, en concreto un estudio transversal o de prevalencia
(analisis de las variables de la enfermedad en un momento concreto en el tiempo). En
base a €l se valord la relacion entre la presencia de positividad del marcador

inmunihistoquimico c-Kkit y la supervivencia de los pacientes.

La relacion establecida en el estudio descriptivo debe ser posteriormente verificada

por un estudio analitico para lo cual se fue planteado un estudio de casos y controles:

e (Casos: aquellos pacientes trasplantados hepaticos por CHC con una
supervivencia inferior a 12 meses postrasplante.

e Controles: aquellos pacientes trasplantados hepaticos por CHC con una
supervivencia mayor o igual a 12 meses postrasplante.

e Factor de riesgo/protector: presencia de rasgos de célula madre en el

hepatocarcinoma valorado mediante la expresion de c-Kit.

La fuerza de asociacion entre el factor de riesgo/protector y la supervivencia fue
medida mediante la odds ratio, la cual se define como la posibilidad de que una

condicién de salud o enfermedad se presente en un grupo de poblacién frente al riesgo
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de que ocurra en otro grupo de poblacién de similares caracteristicas en relacion a la

exposicion previa a un factor de riesgo.

Supervivencia < 12 | Supervivencia > 12
meses meses
Positividad c-kit a B Total de expuestos
Negatividad c-kit c D Total de no expuestos
Total de casos Total controles Total muestra

Tabla 2: Céalculo de odds ratio

En nuestro caso, la odds ratio es el cociente entre la oportunidad de enfermedad del
grupo expuesto (positividad c-kit) a/b y la oportunidad de enfermedad del grupo no
expuesto (negatividad c-kit) c/d. Formula de calculo odds ratio:

a/b
OR = o/d

Posibles resultados:

e OR > 1: La positividad del marcador c-kit supondria un factor de riesgo para la
supervivencia en el CHC.

e OR < 1: La positividad del marcador c-kit supondria un factor protector para la
supervivencia en el CHC.

e OR = 1: No hay asociacién entre las variables, es decir, el prondstico de la

enfermedad no varia en relacion con la positividad de c-kit.

Una vez realizados los estudios epidemiologicos se planted la realizacion de un
andlisis estadistico mediante un estudio de contraste de hipétesis para lo cual se aplicd
el test U de Mann-Whitney, una prueba no paramétrica util para mostrar la relacién

entre dos variables independientes en una muestra pequefia (menor de 30 sujetos).

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

5. RESULTADOS

5.1 Descripcion de la filiacidn de los pacientes a estudio
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Se incluyeron en el estudio 20 pacientes cuya edad media era de 55,3 afios, con un
rango de edades situado entre 24 y 66 afios. De ellos, el 85% eran varones y el 15%

mujeres.
Sexo:
- Varones: 17
- Mujeres: 3
Grafico 1: Sexo
= Varones
= Mujeres
Edad:

- 20-40 afos: 1 (fibrolamelar)
- 40-60 afios: 11
- >60 afios: 8

Gréafico 2: Edad

= 20-40
= 40-60
= >60
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5.2Descripcién etiolégica de los hepatocarcinomas de los casos

estudiados.

La etiologia mas frecuente fue la endlica representada por 10 pacientes (50%),
seguida de el virus de la hepatitis C con 8 pacientes (40%). (Anexo 2, imagen 8). En
menor medida encontramos la asociacién de VHC y alcohol, componente autoinmune y
asentamiento del tumor sobre higado sano con un paciente en cada una de las etiologias
(5%).

Grafico 3: etiologia

5%

-

® Endlica
= VHC

Componente auntoinmune
= VHC + endlica

= Sano

5.3Descripcion de las caracteristicas clinicas y morfoldgicas de los

hepatocarcinomas de los casos estudiados.

La cirrosis estaba presente en 19 de los pacientes estudiados (95% del total),
Unicamente uno de los pacientes no presentaba cirrosis. Cabe destacar que el paciente
gue no presentaba cirrosis, padecia una variante peculiar del hepatocarcinoma que es el
carcinoma fibrolamelar, el cual se produce en personas mas jovenes y asienta sobre un

higado sano. (Anexo 2, imagenes 9 y 10).

En cuanto al grado de lesidn del hepatocarcinoma, encontramos 15 tumores en G1
(75%), 4 en G2 (20%) y 1 fibrolamelar (5%).
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Grafico 4: Grado de lesion

100%
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -

0% -

= Fibrolamelar

mG2

Gl

: 5%

Cirrosis No cirrosis

Otro aspecto a valorar en los hepatocarcinomas es el nimero de nddulos
encontrados en el higado. En nuestra muestra hemos hecho una clasificacion en funcién
de la presencia de un Gnico nédulo (4 pacientes), entre 2 y 3 ndédulos (6 pacientes) 0 mas

de 3 nddulos (10 pacientes). (Anexo 2, imagenes 1y 2).

Grafico 5: N° de nédulos

=]
203

m >3

La necrosis en el hepatocarcinoma no es un hallazgo constante ya que
Unicamente tres de los casos estudiados la presentan (15% del total) frente a 17 casos
que no cuentan con ella (85%). Esta necrosis puede ser propia de la enfermedad, como
presentaba uno de los casos (5% del total), o iatrogénica a causa de la
quimioembolizacion del tumor, lo cual se puede observar en 2 de los casos estudiados

(10% del total). El resto de los pacientes no presentaban necrosis. (Anexo 2, imagenes 7
y 11).
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Grafico 6: Presencia de necrosis

90%
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30%
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= No necrosis

M Si, iatrogénica

| Si, por enfermedad

Si necrosis No necrosis

Es importante para establecer la agresividad de un tumor valorar la invasion
vascular ya que tiene una gran relevancia a nivel prondstico. En nuestro caso, 4 de los
pacientes estudiados presentaban invasion vascular lo cual supone el 20% de la muestra.
(Anexo 2, imagen 12).

Grafico 7: Invasion vascular

m S

= No

De los casos de invasion vascular cabe destacar que todos eran multifocales a excepcion

de uno de ellos, coincidente con el hepatocarcinoma fibrolamelar. (Anexo 2, imagen 6).

Como Ultima caracteristica anatomopatoldgica, la presencia de capsula periférica es
un criterio importante a la hora del diagnéstico y las indicaciones del tratamiento del

hepatocarcinoma, sin embargo, ninguno de los casos a estudio la presentaba.
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5.4 Descripcion de las caracteristicas de mortalidad en relacion con los

hepatocarcinomas de los pacientes a estudio

En nuestra muestra, 6 de los pacientes fallecieron en los 12 meses posteriores al
trasplante, lo cual supone una mortalidad del 30% durante el primer afio.

Grafico 8: Supervivencia postrasplante

= Supervivencia< 12 meses

® supervicencia2 12 meses

En cuanto a la mortalidad en segun la etiologia, de los 6 fallecidos en los
primeros 12 meses postrasplante, encontramos 3 casos de causa endlica (50%), dos
casos por infeccién crénica por virus de la hepatitis C (33,3%) y un caso de hepatitis

autoinmune (16,6%), todos ellos con cirrosis.

Grafico 9: Mortalidad segun etiologia

= Endlica
m VHC

= Autoinmune
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En relacion a la agresividad del tumor:

e 5 de los fallecidos presentaban un grado histologico 1y el caso restante
presentaba un grado 2. En cifras totales, el 33,33% de los G1 y el 25% de los G2
de los pacientes incluidos en la muestra han fallecido en el primer afio
postrasplante.

e Segln el nimero de nodulos: 4 de los casos presentaban un hepatocarcinoma
multinodular, mientras que dos de ellos Unicamente presentaban un nédulo. En
cifras totales, el 25% de los casos multinodulares y el 50% de los casos con un
Unico nédulo han fallecido en el primer afio postrasplante.

e Solamente uno de los casos presentaba invasion vascular. En cifras totales, el

50% de los casos con invasion vascular han fallecido en el primer afio.

El 100% de los pacientes fallecidos eran mayores de 50 afios y varones a excepcion de

un caso que era una mujer la cual asociaba componente autoinmune.

En resumen, las caracteristicas de los pacientes con una supervivencia inferior a 12

meses son las siguientes:

e Tres varones mayores de 50 afios con CHC de etiologia endlica, los tres casos
multinodulares y sin invasion vascular:
o Dos de ellos grado 1 (33,33%)
o Uno de ellos grado 2 (16,66%),
e Dos varones mayores de 50 afios con CHC de etiologia VHC y grado histologico
1 (33,33%).
o Un caso multinodular e invasion vascular.
o Un caso con nodulo unico, sin invasion.
e Una mujer mayor de 50 afios con CHC de etiologia autoinmune, grado

histolégico 1, nédulo Gnico y sin invasion vascular. (16,66%).

26



Grafico 10: Caracteristicas de mortalidad (1)
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Grafico 11: Caracteristicas de mortalidad (2)
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55 Presencia 0 ausencia de positividad del marcador
inmunhistoquimico C-kit tanto en el hepatocarcinoma como en el

tejido peritumoral.

Tras haber analizado las muestras con el microscopio Optico se obtuvieron como
resultado a nivel tumoral todas las muestras negativas, mientras que a nivel peritumoral
se encontraron 2 casos positivos. Ambos casos con una puntuacion de 1 segun la escala

semicuantitativa de Zhang (0 — 10% de las células tefiidas). (Anexo 2, imagen 13).
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Grafico 12: C-kit tejido peritumoral

® Positivo

® Negativo

5.6 Positividad del marcador inmunohistoquimico C-kit en el tejido
tumoral como mecanismo de deteccion los CHC con rasgos de

célula madre.

Los negatividad de expresion del marcador c-kit a nivel tumoral, no ha permitido

detectar rasgos de célula madre a este nivel.

5.7 Positividad o negatividad del marcador inmunohistoquimico C-Kkit,
tanto en el tejido tumoral como el peritumoral, en relacién con un

mejor pronostico de la enfermedad.

Establecemos como marcador de mejor prondstico una mayor supervivencia y
ponemos como punto de corte la supervivencia a los 12 meses tras el trasplante

hepatico.

Realizamos el analisis epidemioldgico en funcion de expresion c-kit en el tejido

peritumoral ya que no se obtuvieron resultados positivos del marcador a nivel tumoral.

Los resultados positivos de c-kit correspondian a un paciente con una supervivencia
inferior a 12 meses y a otro paciente con una supervivencia superior a esa cifra. Ambos
con un hepatocarcinoma grado 1 y cirrosis. Ninguno presentaba invasion vascular. Las

diferencias entre ellos son las siguientes:
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e El paciente fallecido era una mujer de 66 afios, presentaba un unico nodulo
tumoral y su patologia presenta una etiologia autoimnune.

e EIl paciente superviviente es un varon de 65 afios, presentaba 3 nddulos
tumorales y su patologia se debia a etiologia endlica.

6. DISCUSION

Una vez expuestos los resultados de nuestro estudio, se procede al analisis de los

mismos y a su comparativa con estudios previos.

Hemos podido observar una mayor prevalencia carcinoma hepatocelular en
varones asi como un aumento de la incidencia a partir de los 40 afios, quedando por
debajo de esta edad el carcinoma fibrolamelar. Este ultimo es una variante peculiar del
hepatocarcinoma que suele producirse en hombres y mujeres jovenes, (20-40 afios), sin

asociacion con los factores de riesgo habituales de la cirrosis®. (Anexo 2, imagen 6)

Al hacer una revision bibliografica hemos encontrado resultados similares a los
observados en el presente estudio, indicando un claro predominio del hepatocarcinoma
en varones a nivel mundial®, asi como una mayor prevalencia entre los 45 y los 60

afios?>,

La presencia de cirrosis parece ser un factor de gran relevancia en el desarrollo
del hepatocarcinona, la bibliografia apunta a que mas del 80% de los sujetos afectados
de CHC presentan una cirrosis hepatica subyacente’. En nuestro estudio, el 95% de los
casos la presentaba y el 5% restante estaba compuesto por el caso de carcinoma
fibrolamelar. Sin embargo, a pesar de que los datos obtenidos en el presente estudio
concuerdan con la revision bibliogréfica realizada, estos datos estan sesgados. Debemos
recordar que la muestra a estudio ha sido seleccionada de la lista de trasplantes
hepaticos realizados en el HCU Lozano Blesa entre diciembre de 1998 y abril de 2016.
El trasplante de higado es necesario cuando las funciones de éste estan dafiadas mas alla
de la capacidad del cuerpo para regenerarse, por tanto, la mayor parte de los trasplantes

que se realizan son de higados cirréticos®. (Anexo 2, iméagenes 9 y 10)

En relacion a la etiologia, se ha observado un predominio de la etiologia endlica
seguida muy de cerca de la hepatitis C, siendo menos frecuentes las patologias de tipo
autoinmune o el asentamiento del tumor sobre un higado sano. La bibliografia revisada

apunta a que, en los paises desarrollados, los factores de riesgo mas frecuentemente
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asociados con el desarrollo de CHC son la infeccidn crdnica por virus de la hepatitis C y

6,25

el acoholismo™*”. (Anexo 2, imagen 8)

En cuanto a la etiologia autoinmune, en comparacion con otras causas, la
incidencia de carcinoma hepatocelular es significativamente menor. En los estudios
revisados, el hepatocarcinoma se desarrolla sobre la hepatitis autoinmune crénica
cirrosis hepética-dependiente® ya que, una vez desarrollada la cirrosis, el riesgo del
desarrollo del tumor es comparable con el riesgo de carcinoma hepatocelular en
pacientes con cirrosis secundaria a VHB, VHC, hemocromatosis o etiologia
alcohélica®’. Estos datos son acordes a los resultados observados ya que (inicamente un
5% de la muestra cuenta con etiologia autoinmune y en ella se ha observado cirrosis
hepética. En la bibliografia se hace referencia a una mayor incidencia de cirrosis
secundaria a hepatitis autoinmune en el sexo femenino®, lo cual también coincide con

los datos de nuestro estudio.

Una de las caracteristicas a destacar de la muestra estudiada, es la ausencia de
capsula en todos los casos. La presencia o ausencia de capsula influye en el tratamiento
quirurgico del hepatocarcinoma ya que la presencia de un tumor localizado y
encapsulado apoya a la reseccion de la lesion, mientras que un tumor multifocal e
infiltrante apoya al trasplante hepético®. La poblacién de la cual ha sido obtenida la
muestra esta compuesta por higados que han sido trasplantados, por lo tanto, gran parte
de estos hepatocarcinomas no presentaran capsula o si la presentan, ésta habra sido

infiltrada por el tumor.

En lo referente a la mortalidad por carcinoma hepatocalular, se ha observado una
mortalidad del 30% en el primer afio tras trasplante y las principales causas asociadas a
ésta son alcoholismo e infeccidn crdnica por virus de la hepatitis C. Estas etiologias
corresponden con las causas mas prevalentes de hepatocarcinoma observadas tanto el

estudio como en la bibliografia, dato ya sefialado anteriormente.

Nuestro estudio apunta a una mayor mortalidad asociada a los
hepatocarcinomas grado uno y con un Unico nédulo frente a los tumores menos
diferenciados histologicamente y con multifocalidad. Sin embargo, tras la revision
bibliografica, estos datos pueden explicarse debido a que caracteristicas como la
diferenciacion histolégica, el tamafio de la lesién y la multifocalidad, aunque no son

excluyentes, si son aspectos determinantes a la hora de rechazar el tratamiento
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quirtrgico del CHC e instaurar tnicamente tratamiento sistémico®’. Por ello, podemos
apuntar, que todos los casos a estudio pertenecen a pacientes con patologia hepéatica en
estadios iniciales e intermedios de carcinoma hepatocelular que incluyan el trasplante
hepatico como método terapéutico, quedando excluidos estadios avanzados de la
enfermedad con una presumible mayor mortalidad, que Unicamente reciben tratamiento

paliativo.

La expresion del marcador inmunohistoquimico c-kit solo se ha producido en
dos de los casos estudiados y esta expresion ha sido a nivel peritumoral. (Anexo 2,
imagen 13). La ausencia de tincion a nivel tumoral, segun los datos encontrados, se
debe a la escasa prevalencia de la sobreexpresién de este marcador en los
hepatocarcinomas ya que hay estudios que apuntan a una frecuencia de tan solo el
2,3%%.

En nuestro estudio se ha realizado la técnica inmunohistoquimica con c-kit en 20
hepatocarcinomas convencionales. De acuerdo con la literatura, un subtipo de
hepatocolangiocarcinomas tiene rasgos de célula madre, sin embargo los
hepatocolangiocarcinomas suponen menos del 1% de los tumores primarios hepaticos™.
Probablemente, si en vez de haber realizado el estudio en hepatocarcinomas
convencionales lo hubiésemos realizado en hepatocolangiocarcinomas hubiésemos

encontrado un mayor porcentaje de neoplasias con rasgos de célula madre.

La relacion entre la positividad del marcador C-kit en el tejido tumoral y los
CHC con rasgos de célula madre no ha podido ser demostrada en nuestro estudio debido
a la baja frecuencia de expresion de dicho marcador. A pesar de ello, diversos estudios

han comprobado que c-kit es un marcador de célula madre®*°

, 'y este marcador es
expresado en algunos tipos de hepatocarcinoma influyendo en el desarrollo y pronostico

de la enfermedad®%?2,

Basandonos Unicamente en los dos datos positivos obtenidos, el estudio analitico
sefalaria la positividad del marcador c-kit como factor de mal prondstico en cuanto a
supervivencia en el CHC. Estos resultados son contrarios a los obtenidos en la revisién
bibliografica que habla de una mayor supervivencia por parte de los pacientes cuyos
hepatocarcinomas expresan c-Kit en comparacién con los pacientes cuyos tumores no lo

expresan’®.
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Finalmente, el estudio de contraste de hipotesis determind que no hay suficiente
significacion estadistica para afirmar que los resultados obtenidos en nuestro estudio en
lo referente a la expresion de c-kit sean valorables. Es decir, estos datos no
proporcionan la suficiente evidencia como para determinar que la positividad del

marcador inmunohistoquimico c-kit es un marcador de mal prondstico.
7. CONCLUSIONES

1. La expresion del marcador inmunohistoquimico c-kit solo se ha producido en dos
de los veinte casos estudiados (10%) y esta expresion ha sido inferior al 10% de las
células del tejido peritumoral, siendo totalmente negativa su expresion a nivel tumoral.
Con estos resultados podemos valorar una escasa prevalencia de sobreexpresion de este

marcador en hepatocarcinomas.

2. En el estudio de hepatocarcinomas convencionales es poco probable encontrar
aquellos que proceden de células madre. Probablemente un estudio de
hepatocolangiocarcinomas tuviese como resultado un mayor porcentaje de neoplasias
con rasgos de célula madre, siendo dificil este estudio debido a la baja incidencia de este

tipo de tumor.

3. En cuanto al pronostico, teniendo como unica base los datos obtenidos en el
presente estudio, se sefiala la positividad del marcador c-kit como factor de mal
prondstico en relacion a la supervivencia de los pacientes con CHC, resultados que son
contrarios a los datos bibliograficos revisados. Los resultados de nuestro estudio no
cuentan con la suficiente significacion estadistica para respaldar su veracidad.
Probablemente estos resultados sean debidos a que la muestra estudiada es insuficiente
siendo necesaria la realizacion de un estudio con mayor nimero de casos para poder

disponer de datos mas homogéneos y contrastables.

4. El hepatocarcinoma es un tumor de elevada incidencia en determinados grupos de
riesgo como son alcohdlicos y pacientes con infeccion cronica por el virus de la
hepatitis C.

5. La presencia de este tumor es mas frecuente en el sexo masculino y en edades

medias de la vida.
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ANEXO 1

Tabla 1: muestra seleccionada

Sexo | Edad Virus/patologia Cirrosis Grado CHC N° nédulos Necrosis Cépsula | Inv. vascular | Fecha TOD Exitus
V 47 VHC Si Gl 22 NO NO Si 16/09/2010

V 64 ENOLICA Si Gl 2 NO NO NO 04/10/2010

V 52 ENOLICA Si Gl MULTIFOCAL | NO NO NO 13/10/2010

M 24 HIGADO SANO NO FIBROLAMELAR |1 NO NO Si 11/01/2011 | 06/09/2013
M 58 VHC Si Gl MULTIFOCAL | NO NO NO 21/01/2011

V 50 VHC Si Gl MULTIFOCAL | Si NO Si 22/01/2011 21/11/2011
V 61 VHC Si Gl 2 NO NO NO 13/05/2011

V 63 ENOLICA Si G2 4 NO NO NO 06/06/2011

V 62 VHC Si G2 6 NO NO Si 03/09/2011

V 50 VHC Si Gl 3 NO NO NO 23/12/2011

V 55 ENOLICA Sl G2 MULTIFOCAL | NO NO NO 24/12/2011

M 66 COMP. Sl Gl 1 Sl NO NO 06/04/2012 23/07/2012

AUTOINMUNE IATROGENICA

V 65 ENOLICA Sl Gl 3 NO NO NO 24/05/2012

V 51 VHC Sl Gl 1 NO NO NO 30/09/2012

V 65 ENOLICA Sl G2 7 NO NO NO 14/09/2012 16/06/2013
V 50 ENOLICA Sl Gl 3 NO NO NO 31/01/2013 23/07/2013
V 56 ENOLICA Sl Gl MULTIFOCAL | NO NO NO 16/02/2013

V 64 ENOLICA Sl Gl MULTIFOCAL | NO NO NO 26/03/2013 14/06/2013
vV 54 VHC Sl Gl 1 NO NO NO 02/04/2013 23/08/2013
\% 44 VHC+ ENOLICA Sl Gl 2 Sl NO NO 26/06/2016

IATROGENICA




ANEXO 2

Imagen 1: hepatocarcinoma nddulo unico sobre higado cirrético

HCcuz
14B0008288

Fuente: Servicio de AP HCULB

Imagen 2: hepatocarcinoma multifocal sobre higado cirrético

Fuente: Servicio AP HCULB



Imagen 3: hepatocarcinoma bien diferenciado, patron trabecular

Fuente: Servicio de AP HCULB

Imagen 4: hepatocarcinoma moderadamente diferenciado, variante de células claras

e e gt

Fuente: Servicio de AP HCULB



Imagen 5: hepatocarcinoma anaplasico de células gigantes (flecha)

Fuente: Pathpedia

Imagen 6: hepatocarcinoma fibrolamelar

Fuente: Servicio AP HCULB



Imagen 7: hepatocarcinoma con necrosis por quimioembolizacion

Fuente: Servicio AP HCULB

Imagen 8: hepatocarcinoma sobre higado con cirrosis por VHC

Fuente: Servicio AP HCULB



Imagen 9: higado cirrdtico, imagen macroscépica

Fuente: Servicio AP HCULB

Imagen 10: nddulos de cirrosis

Fuente: Servicio AP HCULB



Imagen 11: hepatocarcinoma con necrosis a causa del tumor (flecha)

Fuente: Pathpedia

Imagen 12: hepatocarcinoma con invasion vascular, células tumorales (fecha larga) y
hematies (flecha corta) dentro de un vaso sanguineo.

Fuente: Pathpedia



Imagen 13: C-kit positivo en tejido peritumoral

Fuente: Servicio AP HCULB



