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RESUMEN

Objetivo

Se ha sugerido el papel del estado oxidativo como factor implicado en el
desarrollo del carcinoma hepatocelular (CHC). Estudios previos han encontrado niveles
mayores de malondialdehido sérico (MDA), como biomarcador de la peroxidacion
lipidica, en pacientes con CHC que en controles sanos y concentraciones mas altas de
MDA en el tejido tumoral de pacientes con CHC que en los tejidos no afectos de tumor.
Sin embargo, no se han relacionado los niveles séricos de MDA y la supervivencia al
afio de los pacientes con CHC sometidos a trasplante hepatico (TH). El objetivo
principal de este estudio es determinar si existe una asociacion entre los niveles séricos

de MDA y la supervivencia al aflo en pacientes con CHC sometidos a TH.

Método

Estudio unicéntrico observacional en pacientes con CHC sometidos a TH de
donantes fallecidos por muerte cerebral. Los niveles séricos de MDA se midieron en un
total de 127 pacientes antes del TH (112 supervivientes y 15 fallecidos al afio) y en 80

controles sanos. La variable principal de resultado fue la supervivencia al afio del TH.

Resultados

Los niveles séricos de MDA fueron mas elevados en los pacientes con CHC
sometidos a TH que en controles sanos (p <0,001). Se encontraron niveles séricos de
MDA mas altos en los pacientes fallecidos que en los pacientes supervivientes (p =
0,02). El analisis de regresion logistica binaria exacta mostré que los niveles séricos de
MDA superiores a 3,37 nmol/ml se asociaron con la mayor probabilidad de muerte al
afio del TH (OR = 5,38; intervalo de confianza (IC) del 95% = 1,580-infinito; p =
0,007) ajustado por la edad del donante. En el andlisis de la curva caracteristica
operativa del receptor (ROC) el area bajo la curva de los niveles de MDA en suero para
predecir la muerte al afio fue de 0,69 (IC del 95% = 0,601-0,769; p = 0,005). El analisis

de supervivencia de Kaplan-Meier mostré que los pacientes con niveles séricos de
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MDA superiores a 3.37 nmol/ml tenian una mayor probabilidad de muerte al afo (log-
rank = 8.7; OR: = 5.4 (IC 95% = 1.95-15.13); p = 0.003) que los pacientes con niveles

mas bajos.

Conclusiones

Los hallazgos mas relevantes de este estudio fueron que los pacientes
supervivientes al ano del TH por CHC presentaron niveles séricos de MDA mas bajos
antes del mismo que los pacientes fallecidos. Se encontr6 una asociacion entre los

niveles séricos de MDA antes del TH y la supervivencia al afio del mismo.
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ABSTRACT

Objective

Over the years it has been suggested the role of oxidative state in the
development of hepatocellular carcinoma (HCC). Previously it has been found higher
serum malondialdehyde (MDA) levels (as biomarker of lipid peroxidation) in patients
with HCC compared to healthy controls, and higher MDA concentrations in tumoral
tissue of patients with HCC than in non-tumoral tissue. However, it has not been yet
reported serum MDA levels according to survival of patients with HCC underwent to
liver transplantation (LT). Thus, the objective of this study was to determine whether
there is an association between serum MDA levels and the survival of patients with

HCC that underwent LT.

Methods

This was an unicenter observational study with HCC patients who underwent an
orthotopic LT from brain-dead donors. Serum levels of MDA were measured in a total
of 127 patients before LT (112 survivors at 1 year and 15 non-survivors) and 80 healthy

controls. The end-point of the study was 1 year survival after liver LT.

Results

Serum levels of MDA were higher in patients with HCC who underwent LT
than in the healthy controls (»<0.001). We found higher serum MDA levels in 1-year
non-surviving patients compared with the ones in survivors (p=0.02). The exact binary
logistic regression analysis showed that serum MDA levels higher than 3.37 nmol/mL
were associated with death after 1 year (OR: =5.38; 95% confidence interval=1.580-
infinite; p=0.007) controlling for age of LT deceased donor. The analysis of the receiver
operating characteristic showed that the area under curve of serum MDA levels to
predict death after 1 year was 0.69 (95% CI = 0.601-0.769; p = 0.005). Also, the

Kaplan-Meier survival analysis showed that patients with serum MDA levels higher
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than 3.37 nmol/mL had a higher probability of death after 1 year (log-rank= 8.7; OR: =
5.4 (95% CI=1.95-15.13); p = 0.003) in contrast to patients with lower levels.

Conclusions

The most relevant findings of this study were that 1 year surviving patients after
LT for HCC showed lower serum MDA levels before LT than non-surviving patients,
and that there was an association between serum MDA levels before LT and 1 year

survival after LT for HCC.
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V. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y
OBJETIVOS

JUSTIFICACION

El CHC es la neoplasia primaria mas frecuente en el higado y la segunda causa
de muerte relacionada con el cancer en el mundo. El TH puede ser en muchos casos el

tratamiento de eleccion ya que tratamos tanto la insuficiencia hepatica como la

erradicacion del tumor 19,

Diferentes investigaciones han sugerido el papel que desempeiia el estado oxidativo en
el desarrollo del mismo, con mecanismos similares a los descritos en otras

enfermedades hepaticas como las esteato hepatititis no alcohdlica (EHNA), cirrosis

(11-14)

hepética, etc, y patologias como la sepsis, traumatismos craneoencefélicos,

hemorragias subaracnoideas, entre otras. De igual manera se han encontrado niveles

mayores de MDA, como biomarcador de la peroxidacion lipidica, en pacientes con

U510y concentraciones mas altas de MDA en el tejido

(18)

CHC que en controles sanos

tumoral de pacientes con CHC que en los tejidos no afectos de tumor

HIPOTESIS

Nos planteamos la hipdtesis que los pacientes sometidos a TH por CHC con
niveles séricos elevados pre-trasplante de MDA pueden tener una menor supervivencia

por presentar mayor grado de estrés oxidativo.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVO PRIMARIO

El objetivo primario fue determinar si existe en los pacientes con TH por CHC
una asociacion entre los valores séricos elevados de MDA y la mortalidad durante el

primer afio del trasplante.

OBIJETIVOS SECUNDARIOS

1. Comparar las concentraciones séricas de MDA en pacientes sometidos a TH por
CHC con sujetos controles sanos.

2. Conocer las variables demograficas de los pacientes sometidos a TH por CHC
en el Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (HUNSC) de Santa
Cruz de Tenerife.

3. Determinar la supervivencia al afo de los pacientes TH por CHC en el HUNSC
de Santa Cruz de Tenerife.

4. Relacionar las diferentes variables descritas en la literatura como “variables

asociadas a mal prondstico”, en nuestra serie, con la supervivencia al afio.

21
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Vacunacion de los nifios (1900). Vicente Borras.
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VI. REVISION Y ANTECEDENTES

El CHC es la neoplasia primaria mas frecuente en el higado y una de las
neoplasias malignas mds comunes, ademas de ser la segunda causa de muerte
relacionada con el cancer en el mundo. Aproximadamente se suceden 600.000 nuevos
casos diagnosticados de CHC cada afio y originan unas 750.000 muertes en todo el
mundo, representando el 11% de las muertes relacionadas con el cancer 1.2.19) Fp el
sexo masculino se puede duplicar y hasta cuadriplicar su incidencia, siendo mas
frecuente en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, en los paises desarrollados y
occidentales, debido a las altas tasas de infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC),
se ha observado un aumento del niimero de casos (Norte América con 9.3 casos por
100.000 habitantes y el sur de Europa con 9.5 casos por 100.000 habitantes) ©-'% 2.
Igualmente, se espera en las proximas décadas, un cambio en la incidencia del CHC en
el mundo occidental por la instauracion del tratamiento del VHC; la mejoria de las tasas
de vacunacion para el virus de la hepatitis B (VHB), pero con un posible aumento de
casos por EHNA, debido a los malos habitos dietéticos y altos indices de obesidad en el
mundo occidental “?. Otros aspectos que pueden incidir en estas cifras es el mejor
control de la cirrosis hepatica, con mayor supervivencia de los enfermos, dando
mayores posibilidades de desarrollar un CHC, ademas de la aplicaciéon de técnicas
diagnosticas precoces, con avances tecnologicos en el cribado y deteccion mas

tempranas @,

ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO.

Por lo general, el CHC se asocia a un factor de riesgo conocido en mas del 90%
de los casos, como se puede apreciar en la tabla n° 1. La distribucion geografica y la

edad se muestran en la figura n° 1.
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Tabla 1. Distribucion geogrdfica de los principales factores de riesgo para el CHC en todo el
mundo. Fuente: Referencia (10).

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS PRINCIPALES FACTORES DE RIESGO PARA EL
CHC EN TODO EL MUNDO.

Area Geogrifica TIAE/M-F VHC % VHB % Alcohol % Otros %
Europa 6,7/2,3 60-70 10-15 20 10
Sur 10.5/3.3
Norte 4,1/1,8
Norte América 6,8/2,3 50-60 20 20 10 (EHNA)
Asia - Africa 20 70 10 10
(Aflatoxinas)
Asia 21,6/8,2
China 23/9,6
Japon 20,5/7,8 70 10-20 10 10
Africa 1,6/5,3
Mundo 16/6 31 54 15

TIAE: Tasa de incidencia ajustada para la edad. M/F: Masculino/Femenino.
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Figura 1. Distribucion Geogrdfica segtn la Edad e incidencia de CHC. Numero de casos por

100.000 habitantes. Fuente: Referencia (21).

El principal factor de riesgo relacionado al CHC es la cirrosis hepatica estando
presente entre el 85 al 95 % de los pacientes diagnosticados. Se ha observado una tasa
de incidencia anual del 2 al 4 % en los pacientes afectos. Es por ello que los programas
de deteccion temprana estén dirigidos a los pacientes que presentan cirrosis hepatica 2.
La gravedad clinica de la hepatopatia con plaquetas por debajo de 100 x 10°/mm?,
presencia de varices esofagicas, la edad avanzada, el sexo masculino, la hipertension
portal (HTP) y el grado de fibrosis cuantificado mediante elastografia son variables
relacionadas con desarrollo del CHC en los pacientes con cirrosis hepética .

A continuacion se mencionan los factores de riesgo relacionados con desarrollo del
CHC con o sin cirrosis hepatica (un pequefio porcentaje lo pueden presentar en ausencia

de la misma):

1. Infeccion Crénica por el VHB.

En todo el mundo, la etiologia mas comin es el VHB, que representa
aproximadamente el 50% de todos los CHC primarios, a pesar de contar con diversas

opciones terapéuticas disponibles para tratar y prevenir este virus.
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Los pacientes infectados presentan hasta un 25 % de probabilidades de desarrollarlo en
el transcurso de su evolucion, por ello las altas tasas de incidencia en el Africa
Subsahariana y Asia Oriental (tabla 1, figura 1). La incidencia anual de CHC en
pacientes infectados con el VHB sin cirrosis hepatica es menor del 1 % y del 2 al 3 %
en los cirrdticos . A diferencia con otras etiologias, se puede presentar hasta en un
tercio de los casos sin cirrosis hepatica.

Se ha descrito una proteina oncogénica del VHB que se integra al genoma del
hepatocito con la activaciéon de oncogenes e inhibicién de los genes que suprimen el
tumor ®*. Se evidencia una relacién directa con los portadores cronicos del HbeAg
positivo, la viremia elevada (mas de 10.000 copias/mL), el genotipo C, la elevacion de
transaminasas, el consumo de aflatoxinas en la dieta, la coinfeccion con el virus de la
hepatitis D (VHD) o el VHC, la edad avanzada, el consumo de alcohol, tabaquismo, la
historia familiar y el sexo masculino ®?>. Esto altimo puede ser explicado por el efecto
protector de los estrogenos que actGian sobre el factor nuclear 4 o y IL-6 ®®. En los
casos de coinfeccion VHB-VHD el riesgo puede aumentar hasta 3.2 veces, ademas de
presentar mayores probabilidades de progresar a cirrosis hepatica en comparacion con

. (@23
los casos de mono infecciéon .

2. Infeccidn Cronica por el VHC.

Es la principal causa en los paises occidentales, pero como fue mencionado
previamente, con el acceso a las nuevas terapias contra el virus, esta tendencia declinara
con el transcurso de los afios. Se le atribuye en torno al 30 % de los casos globalmente y
se relaciona principalmente al genotipo 3 y el 1b 2.

La cirrosis hepatica subyacente o la fibrosis avanzada suelen estar presentes, siendo el
CHC, la causa de muerte mas frecuente y la principal complicacion.

En estos pacientes se observa un riesgo aumentado de carcinogénesis por las
alteraciones cromosomicas que suelen ocurrir en el tejido fibrdtico asociado en la
formacién del tumor, con acortamiento de los teldomeros de los hepatocitos,
desacoplamiento cromosémico y dafio del ADN ® . El proceso de carcinogénesis se
inicia cuando el VHC estimula las células estrelladas hepaticas con la subsecuente
aparicion de fibrosis. El core del virus tiene la capacidad de modular la transcripcion de

genes, la proliferacion y la muerte celular asociados al desarrollo de CHC ).
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Al igual que con el VHB, la infeccion por VHC y CHC se han relacionado con el
consumo de alcohol, tabaquismo, infeccion por VHB y virus de inmunodeficiencia

humana (VIH), obesidad, diabetes y edad avanzada.

3. Enfermedad hepatica Alcohdlica.

El alcohol es la principal causa de cirrosis hepatica en todo el mundo, por lo
que es un factor de riesgo importante para el desarrollo de CHC. El abanico de
trastornos que implica la enfermedad hepatica alcohdlica comprenden desde el higado
graso simple a formas graves como hepatitis alcoholica, la cirrosis hepatica y el CHC.
El consumo de 80 g/dia o mas durante mas de diez afios se asocia con un aumento de
cinco veces en el desarrollo de CHC. Como se menciono6 previamente, en los pacientes
con cirrosis hepatica por VHC, el consumo de alcohol casi duplica la incidencia de
CHC en comparacion con aquellos que no son consumidores. En los bebedores de
alcohol moderados (menos de 40 gramos/dia) el riesgo relativo fue de 0.91 (95% CI
0.81-1.02); mientras que el de los bebedores acentuados (mas de 60 gramos/dia) fue de
1.16 (95% CI 1.01-1.34) @V,

Aproximadamente solo el 30-35 % de los bebedores cronicos desarrollan formas graves
de enfermedad hepatica alcohdlica avanzada, por lo que también se encuentran
implicados otros factores de riesgo como el sexo, la obesidad, patrones de bebida, la
dieta, factores genéticos y el tabaquismo.

El alcohol puede aumentar el estrés oxidativo debido al metabolismo del etanol
(produccioén de un acetaldehido que es un carcindgeno con propiedades mutagénicas) y
la inflamacién que produce, conduciendo primero a la cirrosis hepéatica y posteriormente
a CHC. Igualmente induce a la CYP2E]1, un citocromo P450, que genera radicales de
oxigeno con consecuencias cancerigenas ¢ ?® Los niveles elevados de
lipopolisacaridos (LPS) en la enfermedad hepatica alcoholica son consonantes con la
infeccion del VHC para favorecer la carcinogénesis regulando las células de tronco

cancerosas et 29).

4. Enfermedad grasa hepatica no alcohdlica (EGHNA).
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Se define como una acumulacion excesiva de grasa en el higado, asociado a
una resistencia a la insulina y a la presencia de esteatosis en mas del 5 % de los
hepatocitos (diagndstico histologico) o una fraccion de grasa con densidad protonica
mayor del 5,6 % (diagnéstico mediante espectroscopia de resonancia magnética
protonica).

Comprende un grupo de entidades clinicas que van desde la esteatosis simple, hasta la
esteatohepatitis caracterizada por inflamacion del parénquima hepatico y la EHNA con
fibrosis y posteriormente cirrosis hepatica. Este proceso inflamatorio puede ser el
desencadenante para desarrollar el CHC de manera aislada o concomitante al sindrome
metabolico y/o obesidad %

Es una patologia prevalente en los paises occidentales con afectacion del 20-30 % de la
poblacion adulta, el 70 % de los diabéticos tipo 2 y el 90 % de los obesos. La forma
grave o avanzada de EHNA suele afectar hasta un 2,7 % de los adultos en el mundo
occidental @Y. Para el diagndstico, igualmente, hay que descartar causas secundarias
como el consumo de alcohol (mas de 30 gramos en varones y 20 gramos en mujeres)
Gy,

La EHNA aumenta hasta en un 12.8% las probabilidades de desarrollar un CHC durante
los tres primeros afios. El mecanismo de carcinogénesis de la EHNA se produce por el
desequilibrio oxidativo, resistencia a la insulina, hiperplasia y trastornos de
adipocitoquinas. Citoquinas como la interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral
también se incrementan y conducen a la activacion del transductor de sefial y activador
de la transcripcion 3 (STAT3), que se ha demostrado ser un factor que favorece la

transcripcion oncogénica ©% %,

5. Aflatoxinas.

Las aflatoxinas son una familia de carcinégenos producidas por hongos.
Aunque estadisticamente menos frecuente, el CHC se ha asociado con una mayor
exposicion a aflatoxinas como Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus y Aspergillus
nonius. Més cominmente observadas en Africa Sub-Sahariana y Asia, por
contaminacion del maiz, nueces, soja y legumbres. Igualmente, el riesgo aumenta si
presentan infeccion por el VHB. En un estudio realizado en China, relacionando el

riesgo de desarrollar un CHC y la exposicion a aflatoxinas, se encontré un riesgo
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relativo de 6.2 (95% CI 1.8-21.5) en los pacientes que presentaban niveles urinarios
elevados, pero cuando coexistian con el VHB fue de 59.4 (95% CI 16.6-212.0) @L.34)
Ciertas especies de Aspergillus pueden producir la aflatoxina B1, que induce
mutaciones en el ADN (gen supresor p53), con resultado de una disminucion de la

regulacion del p53 en el 30 al 60 % de los casos de CHC V).

6. Historia Familiar y Factores Genéticos.

Los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo del CHC consisten
en alteraciones genéticas y epigenéticas. Entre las primeras se incluyen la inestabilidad
del genoma, polimorfismos de nucledtidos y mutaciones somaticas. La inestabilidad
genomica es definida como una elevada frecuencia de mutaciones dentro del genoma,
con cambios en la secuencia de los Aacidos nucleicos, reordenamiento de los
cromosomas o aneuploidia, aunque atin persiste la duda a nivel cientifico si esto es una
causa o consecuencia de la tumorogénesis.

Los polimorfismos de nucledtidos estan frecuentemente implicados en el desarrollo de
la carcinogénesis debido a los multiples factores de confusion que aparecen en relacion
a diferentes estudios (tamafio muestral, grupo étnico, etc.) y ninguno puede ser
designado de manera evidente como marcador implicado en el mismo @9,
Anteriormente, se comentd que la mutacion p53 puede explicar la oncogénesis. Las
alteraciones somaticas de la proteina p53, la catenina beta 1, son mutaciones genéticas
relacionadas con la remodelacion de la cromatina y estan implicadas en  dicho
proceso ®%.

Se han identificado cambios epigenéticos unicos en diferentes genes y en diferentes
tipos de tumores, con perfiles especificos de metilacion. En la hepatocarcinogénesis, la
metilacion aberrante de genes relacionados con tumores hace que no soélo sean
evidenciados en estadios avanzados del tumor, sino también en los iniciales o
tempranos. Se ha demostrado la metilacion de diferentes tipos de genes supresores de
tumores en condiciones pre-malignas, tales como hepatitis cronica o cirrosis hepatica.
Por lo tanto, los cambios epigenéticos en lesiones pre-neoplasicas o etapas neoplasicas
tempranas pueden servir como un indicador o biomarcador para el cribado de pacientes

con mayor riesgo de CHC @9
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7. Otros

Ademads de todos los factores mencionados, también se ha encontrado una
relacion directa entre el diagnostico de CHC y hemocromatosis, tirosinemia tipo I,
deficiencia de alfa-1-antitripsina, diabetes mellitus tipo 2 y con la forma cronica de la
enfermedad de Wilson 7.
La prevalencia de hemocromatosis hereditaria homocigdtica se estima entre el 0.26% y
1.89%. Los pacientes con hemocromatosis hereditaria con cirrosis hepatica conocida
tienen un riesgo casi 20 veces mayor de desarrollar un CHC. La deteccion temprana y el
tratamiento de la hemocromatosis reduciran significativamente la morbilidad y la

mortalidad ©®.

La tirosinemia hereditaria tipo I es causada por un defecto enzimatico en la via de

degradacion de la tirosina. Se produce por un defecto genético en la enzima
fumarilacetoacetato hidrolasa, por lo que su sustrato fumarilacetoacetato no se puede
metabolizar a fumarato y acetoacetato. De esta manera, la acumulacion de estos
productos toxicos causa especialmente disfuncion hepatica grave, provocando una
disminucién secundaria en varios sistemas enzimaticos, lo que conduce a altas
concentraciones en la sangre de fenilalanina, tirosina y metionina. Los productos
toxicos acumulados en el higado desencadenan el proceso de estrés oxidativo al
reaccionar con el glutation y grupos sulfidrilos de proteinas, causando inestabilidad
cromosomica con un elevado potencial mutagénico, asi como detencion del ciclo celular
y la apoptosis, lo que lleva inicialmente a la cirrosis hepatica y posteriormente a la
formacién de CHC ©”

La enfermedad de Wilson es un trastorno metabdlico poco frecuente, autosoémico

recesivo, con una incidencia estimada de 1 en 40.000 habitantes. El dafio hepatico
producido por la enfermedad y la consiguiente progresion a CHC esta bien establecida,
donde la sobrecarga de cobre juega un papel clave en la lesion hepatica y el desarrollo
de la cirrosis, pero aun no se ha determinado si existe una conexion directa con el
proceso oncogénico. La prevencion del CHC depende del diagndstico y de la
(40)

instauracion de tratamientos tempranos para prevenir el dafio hepatico a largo plazo

La deficiencia de alfa 1-antitripsina puede conducir en casos avanzados al desarrollo de

cirrosis hepatica. Se produce por una acumulacion de esta proteina en el reticulo

endoplasmatico de los hepatocitos. De igual manera, en los pacientes con déficit de la
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misma, pueden tener una mayor incidencia de CHC, aGn en ausencia de cirrosis
hepatica “?.

Con respecto a la diabetes mellitus tipo 2, diferentes estudios han relacionado la
resistencia a la insulina que presentan este tipo de pacientes con la sobreproduccion del
factor del crecimiento similar a la insulina, con estimulacion de la proliferacion celular,
aumento de citoquinas y desarrollo de células cancerosas V.

Se ha relacionado el tabaquismo con un aumento del riesgo de desarrollar CHC en
pacientes con VHC, VHB, asi como con el consumo de alcohol. Asimismo, se ha
establecido que el fumar es un factor de riesgo independiente para desarrollarlo. Lo que
aun no esta del todo aclarado es el papel potencial del tabaquismo como factor de riesgo
independiente de mortalidad después del diagnostico. Ademas, se ha observado que el
abandono del habito tabaquico mejora el prondstico de los pacientes ya diagnosticados.
Varias hipoétesis han sido formuladas para explicar la carcinogénesis hepatica inducida
por el tabaco, entre las que se incluyen: la observacion de altos contenidos de aductos
de ADN en el tejido hepatico de fumadores en comparacion con los no fumadores y la
produccion de ERO que conducen a dafios del ADN “"%). Ademas, se ha relacionado
con la presencia de agentes carcinogénicos conocidos, tales como N-
nitrosodimetilamina, 4-amino-bifenilo, arsénico y compuestos relacionados con el
cloruro de vinilo V.

El abuso de drogas esteroideas anabolizantes también ha sido atribuido como factor

etiologico, ya que el higado expresa receptores de estrogenos y androgenos, ambos
implicados en la estimulacion y proliferacion de hepatocitos. La hepatotoxicidad por
abuso de esteroides se ha relacionado con una susceptibilidad individual y a factores
genéticos. Se evidencia un aumento en la infiltracion de linfocitos, neutréfilos y
eosinoéfilos en el tejido hepatico, tras la exposicion repetida a los mismos. El tiempo
estimado suele ser entre dos a cuatro afios; sin embargo su uso en pacientes con otros
factores de riesgo documentados como el VHC o VHB este periodo suele ser més corto.
Se le ha atribuido al estrés oxidativo como factor causal de toxicidad hepatica, por la
activacion del receptor de androgenos en las células hepéaticas originando un aumento
en las especies reactivas de oxigeno (ERO) conduciendo a la degeneracion mitocondrial

(40)

En la figura 2 se muestra la etiologia del CHC.
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Hepatitis B

Figura 2. Etiopatogenia del Carcinoma Hepatocelular. Fuente: Referencia (43).
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METODOS DIAGNOSTICOS DEL CHC

El objetivo de los programas de supervivencia es detectar el cancer en los
estadios tempranos, con la finalidad de que los pacientes se puedan beneficiar de un
tratamiento precoz y curativo, con la consecuente disminucion de la mortalidad
asociada, la mejoria del estado clinico funcional de los pacientes y mejoria en su calidad
de vida.

Por ello, la Sociedad Americana para el estudio de las enfermedades hepaticas
(AASLD), la Sociedad Europea para el Estudio del Higado (EASL) y la Organizacion
Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer (EORTC), elaboraron las guias
de préctica clinica por la que se rigen los principales Centros Europeos y Americanos.
Como ya se menciond, mas del 80 % de los pacientes con CHC presentan cirrosis
hepatica y la presencia de ésta aumenta atin mas la mortalidad asociada a hepatopatias
cronicas. Como método de cribado se recomienda la realizacién de una ecografia
abdominal cada seis meses en estos pacientes. La sensibilidad de este método puede
variar del 58 % al 89 % y la especificidad suele ser superior al 90% .

Cuando se detecta un ndédulo por ecografia en pacientes cirrdticos es muy alta la
probabilidad que sea un CHC, sobre todo si es mayor de 10 mm. Como el CHC presenta
una vascularizacion principalmente arterial (a diferencia del parénquima hepatico que es
mixta: arterial y portal), le da un patrén caracteristico con una intensa captacion de
contraste en fase arterial seguido de un lavado rapido en fase venosa portal o tardia
mediante una técnica de imagen dindmica: Resonancia Magnética Nuclear (RMN) @96
Tomografia axial computarizada (TAC) con contraste “*). La sensibilidad de la TAC ha
sido reportada del 81% comparada con la RMN que suele superar el 91%. La
especificidad descrita en la literatura suele ser del 93% vs el 95% respectivamente .
Para la RMN, se emplea como medio de contraste radioldgico el Gadolinio por su
hepatoespecifidad, aunque recientemente han aparecido nuevos medios de contraste de
hepatocitos mucho mas especificos como el Gadoxeato disédico, que aunque en las
guias clinicas no lo indican como método habitual de cribado, podria tener cierta
utilidad para distinguir entre CHC menores de 1 cm y lesiones benignas hepaticas “®.
Cuando a pesar de esto el patrdon no es tipico, estaria indicada la realizacion de una
biopsia hepatica. En nédulos menores de 1 cm se recomienda acortar el periodo de
seguimiento a cada tres meses. Por el contrario, en pacientes no cirréticos es necesario

la realizacion de la biopsia hepatica para establecer el diagnostico.
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El Colegio Americano de Radidlogos, propone la clasificacion LI-RADS (Liver

Imaging Reporting and Data System “7.

Tabla 2 . Categorias de las lesiones en LI-RADS. Fuente: Referencia (47).

CATEGORIAS DE LAS LESIONES EN LI-RADS.

LR-NC(No Lesion que no se puede categorizar debido a la degradacion o la omision de la imagen.
clasificado)

LR-1 Definitivamente benigno.

LR-2 Probablemente benigno.

LR-3 Probabilidad intermedia de CHC.

LR-4 Probablemente CHC.

LR-5 Definitivamente CHC

LR-TIV Tumor en vena: realce inequivoco de partes blandas, independientemente de la

visualizacién de una masa parenquimatosa.

LR-M Masa redondeada o no, con uno o mas de los siguientes: aspecto infiltrativo,
restriccion marcada de difusion, necrosis o severa isquemia, otra caracteristica que a
juicio del radidlogo sugiere una neoplasia maligna no CHC.

LR-TR Algoritmo de respuesta al tratamiento con las siguientes categorias: LR-TR no

evaluable, LR-TR no viable, LR-TR equivoco, LR-TR viable.

Al igual que en otros tumores, el diagndstico anatomopatologico nos da la certeza de la
presencia tumoral; sin embargo en tumores muy pequefios, donde la diferenciacion
entre un nddulo displasico o un CHC en fases precoces es complicada, y las dificultades
para la puncioén que suelen tener estos pacientes (coagulopatia, ascitis, etc...), pueden
existir hasta un 30 % de falsos positivos, siendo necesario una segunda puncion “®.

En la figura 3 se muestra el algoritmo para el diagnéstico de un nodulo hepatico
detectado mediante ecografia abdominal. Tomado de Forner A, et al. Diagnostico y
tratamiento del carcinoma hepatocelular. Actualizacion del documento de consenso de
la Asociacion Espafola para el Estudio del Higado (AEEH), Sociedad Espaiiola de
Oncologia Médica (SEOM), Sociedad Espafiola de Radiologia Médica (SERAM),
Sociedad Espafiola de Radiologia Vascular Intervencionista (SERVEI) y Sociedad

Espaiiola de Trasplante Hepatico (SETH). Med Clin (49). 2016.
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Nédulo en ecografia de

cirrético o con hepatitis

crénica por VHB

| TC multidetector/RM dinamica ‘

Hipervascularizacion arterial + washout en
fases venosas

Repetir ecografia Y
cada 3 meses Positivo

[

Otra técnica de imagen
(TC o RM)

Estable Crecimiento

durante 18-24 ‘

meses

Hipervascularizacion arterial + washout en
fases venosas

. T
- Positivo [« » Negativo
Volver al Iniciar
cribado algoritmo
convencional diagnéstico Diagnéstico de carcinoma hepatocelular

Figura 3. Algoritmo para el diagnéstico de un nédulo hepdtico detectado mediante ecografia

abdominal. Fuente: Referencia (47).

El uso de la alfafetoproteina (AFP) exclusivamente para el diagndstico suele tener un
rendimiento bajo, ya que valores elevados se pueden encontrar también en el
colangiocarcinoma y en las metastasis de tumores de la esfera gastrointestinal “”. La
sensibilidad de la AFP ha sido estimada en diferentes estudios de un 25 % a un 65 %
como herramienta Unica para el cribaje del CHC. También se ha propuesto su uso
combinado con la ecografia, pero con resultados muy variables y poco contrastables .
Se ha observado que hasta en un 40% de los casos el CHC no expresa valores elevados
de alfafetoproteinas, pero que en las ocasiones cuyos resultados sean superiores a 400
ng/ml., podrian sugerir el diagndstico, segiin algunas de las sociedades previamente
citadas. Lo que si estd claramente demostrado es su utilidad en el seguimiento en los
casos tratados, pero no sirve para predecir el grado de invasion tumoral vascular, el

tamafio tumoral o la presencia de metastasis ©*.
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TRATAMIENTO

Para poder realizar una correcta valoracion prondstica y terapéutica hay que
valorar el grado de extension tumoral y, como en la mayoria de los casos, esta asociado
a cirrosis hepatica y con el grado de disfuncion hepatica.

El pronostico va a depender del estadio en el momento del diagnostico, definido por el
Barcelona Liver Clinic Cancer (BLCC) ©V, basado en el estado funcional del la
enfermedad hepatica. Se distinguen 5 estadios: 0, A, B, C y D en relacion al grado de
disfuncion de la enfermedad hepatica. Para ello, contamos con diferentes escalas,
algunas mas objetivas que otras, que nos ayudan a clasificar el grado de severidad de la
hepatopatia.

La Clasificacion de Child-Pugh (tabla 3), incluye diferentes parametros clinicos y
bioquimicos: grado de ascitis, concentracion plasmatica de albiimina y bilirrubina,

tiempo de protrombina y el grado de encefalopatia ©2.

Tabla 3. Escala de Child-Pugh. Fuente: Referencia (52).

ESCALA DE CHILD-PUGH
Parametro 1 2 3
Ascitis Ausente Leve Moderada
Bilirrubina mg/dL <2 2-3 =)
Albumina g/L >35 2.8a3.5 <28
Tiempo de Protrombina (sg sobre el control) 1-3 4-6 >6
INR <1.8 1.8-2.3 >2.3
Encefalopatia No Grado 1-2 Grado 3-4
Supervivencia al afio Supervivencia a los
Grado Puntos
% dos afios %
A: Enfermedad bien compensada 5-6 100 85
B: Compromiso Funcional
7-9 80 60
significativo
C: Enfermedad Descompensada 10-15 45 35
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Con respecto a la encefalopatia hepatica existen diferentes escalas para estratificarla
segun la gravedad de sus sintomas. La mas utilizada es la de West Haven (tabla 4) ¥ |
aunque muchos equipos por su universalidad y accesibilidad utilizan el Glasgow Coma
Score (GCS). La repercusion cerebral en la medida que aumenta en grado de
encefalopatia, serd el edema cerebral con la consiguiente elevacion de la presion
intracraneal, alteracion del metabolismo cerebral, disfuncion de la microcirculacion y de
la autorregulacion y alteraciones en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica.

En la patogenia de la misma intervienen multiples factores como la hiperamonemia, el
proceso inflamatorio sistémico, la hiperlactacidemia, el estrés oxidativo y el aumento de
los acidos biliares; con alteracion de la barrera hematoencefalica, inflamacion de los
astrocitos y desequilibrio de la homeostasis de la glutamina en los astrocitos y la
glutamato extracelular con disfuncion de los sistemas neurotransmisores principalmente
el glutamatérgico y el gabaérgico (GABA-4cido gamma- aminobutirico)*?.

Con respecto al estrés oxidativo en la patogenia de la encefalopatia hepatica se han
implicado a ERO como radicales libres, perdxidos y peroxidacion lipidica, produciendo
un disbalance entre las ERO que se encuentran elevadas y disminucion de proteinas
antioxidantes como la albumina y el glutation reducido (GSH). En estudios postmorten
se han encontrado elevados marcadores de estrés oxidativo en la corteza cerebral de

pacientes cirroticos con encefalopatia hepatica ©*.

Tabla 4. Escala de West Haven para la Encefalopatia Hepdtica. Fuente: Referencia (53).

ESCALA DE WEST HAVEN PARA LA ENCEFALOPATIA HEPATICA

Grado Caracteristicas

0 Sin anomalias detectadas.

Alteracion del conocimiento (leve), euforia o ansiedad, reduccion de la capacidad de atencion,

! deterioro de la capacidad de calculo, letargo o apatia.

2 Desorientacion en tiempo, evidente cambio de personalidad, comportamiento inapropiado.

o Somnolencia o estupor, sensibilidad a los estimulos, confusion, desorientacion grosera,
comportamiento extrafio.

4 Coma.

Otra escala ampliamente utilizada por los diferentes equipos de TH, incluido el nuestro

del HUNSC, es la escala MELD score, por el acronimo del inglés Model for End-stage
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Liver Disease. Esta escala esta validada para pacientes mayores de 12 afios, siendo 1 el
valor minimo para cada una de las variables y este se redondea al entero mas cercano en
casos de valores decimales. El rango de valores oscila entre 6 y 40 puntos.

Si el paciente ha sido sometido a dialisis (al menos 2 veces durante la semana anterior),
el valor de creatinina a considerar es 4 mg/dL.

A pesar de un score bajo, el hecho de presentar hiponatremia y ascitis persistente
también implican aumento en el ratio de mortalidad; por ello desde el afio 2016, se
realiza también el MELD sodio, que incluye el valor de sodio sérico para el calculo del
puntaje S

Otro inconveniente es que no diferencia a los pacientes que reciben anticoagulacion y
que presentan el INR alterado.

Se usa para pacientes que estén incluidos en lista de espera para TH y como predictor de
mortalidad en los siguientes escenarios: tras la realizacion de un TIPS (Transjugular
Intrahepatic Portosystemic Shunt), para pacientes cirroticos a quienes se le va a
practicar algiin tipo de procedimiento quirrgico, en la hepatitis aguda alcohélica y en
hemorragia aguda por varices esofagicas.

Incluye los siguientes parametros: Creatinina, bilirrubina e INR (International
Normalized Ratio). Por lo tanto su valor es mas objetivo que el de la escala de Child-
Pugh, que puede estar influenciada por la subjetividad del que realiza la exploracion
clinica. Desde febrero del afio 2002 fue aceptada por la UNOS (United Network por
Organ Sharing), para priorizar a los pacientes incluidos en lista de espera para TH ©7.

Se calcula mediante la siguiente formula:

MELD Score = 9,57 Ln (Creat) + 3,78 Ln (Bili) + 11,2 Ln (INR) + 6,43

Con la finalidad de darle la opcion del TH a todos los pacientes, todos los programas de
trasplantes realizan excepciones al MELD para priorizar a los pacientes en la lista de
espera. Estas excepciones incluyen a pacientes con CHC, sindrome hepatopulmonar,
hipertension portopulmonar, amiloidosis familiar, hiperoxaluria primaria entre otras. En
la seccion de anexos se documenta el reglamento de priorizacion en lista de espera del

“Comité de Seleccion de Candidatos a Trasplante Hepatico del HUNSC”.
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Ademas de la funcion hepatica se valora también la presencia de sintomas relacionados

con el cancer como la Clasificacion ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) ©®

(tabla 5) o el indice de Karnofsky 9 (tabla 6).

Tabla 5. Escala Funcional ECOG. Fuente: Referencia (58).

ESCALA FUNCIONAL ECOG
0 Actividad normal, sin limitaciones.

Limitacion de actividades que requieren un gran esfuerzo fisico. Capaz de realizar trabajos

! ligeros.

Capaz de realizar todas las actividades de autocuidado. No puede realizar trabajos aunque sean
2 ligeros. Permanece levantado mas del 50% del dia.

Limitacion en las actividades de autocuidado. Sintomatico. Confinado a vida de cama-sillon mas

3 del 50% del dia.

Completamente imposibilitado. Puede precisar hospitalizacion. Encamado la mayor parte del
4 dia.
5 Exitus.
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Tabla 6. indice de Karnosfky. Fuente: Referencia (59).

INDICE DE KARNOSFKY.
100 No hay evidencias de la enfermedad. Lleva una actividad normal.
920 Signos leves de la enfermedad. Capacidad para llevar a cabo actividades normales.

Hay algunos sintomas de la enfermedad. Incapaz de trabajar. Capaz de vivir en el hogar y

80 cuidarse. La actividad requiere un mayor esfuerzo.
70 Capaz de cuidar de uno mismo, pero incapaz de llevar a cabo tareas activas o trabajar.
60 Capacidad para cuidar de uno mismo con ayuda ocasional.
La enfermedad avanza rapidamente. Requiere atencion personal e incluso médica. Incapaz de
%0 cuidarse a si mismo.
40 Invalido. Necesita cuidados especiales constantemente.
30 Discapacidad severa. Se recomienda la hospitalizacion.
20 Paciente muy grave. Requiere tratamientos especiales y estar encamado.
10 La enfermedad progresa muy rapidamente.
0 Muerto.

Para finalizar, el sistema de clasificacion TNM ©? es el utilizado por la American Joint
Committee on Cancer/International Union against Cancer para predecir la supervivencia
después de la reseccion (tabla 11).

La letra T se refiere al nimero de tumores (Unico vs multiple) (tabla 7), al tamafio del
mas grande (<5 cm vs >5 cm), la presencia de invasion vascular o invasion a 6rganos
vecinos ademas de la vesicula biliar. La letra N se refiere a la afectacion ganglionar

(tabla 8). La letra M a la presencia de metastasis a distancia (tabla 9).
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Tabla 7. Clasificacion tumor primario. Fuente: Referencia (60).

TUMOR PRIMARIO (T)
TX Tumor primario que no puede ser valorado.
TO Sin evidencia de tumor primario.
T1 Tumor solitario de cualquier tamaifio sin invasion vascular.

T2 | Tumor solitario de cualquier tamafio con invasion vascular o tumor multiple, pero ninguno mayor

de 5 cm.

T3a Tumor multiple y por lo menos uno de ellos mayor de 5 cm.

T3b | Tumores de cualquier tamafio que infiltran una rama principal de la porta o de las venas hepaticas.

T4 Tumor o tumores con invasion directa de 6rganos vecinos diferentes a la vesicula biliar o con

perforacion en el peritoneo

visceral.

Tabla 8. Clasificacion de adenopatias. Fuente: Referencia (60).

ADENOPATIAS
NX Ganglios regionales no valorables.
NO Sin metastasis ganglionares.

N1 = Metastasis en ganglios linfaticos regionales.

Tabla 9. Clasificacion de la metdstasis. Fuente: Referencia (60).

METASTASIS
MX Metastasis no valorable.
MO Sin metastasis a distancia.
M1 Con metastasis a distancia.

Tabla 10. Clasificacion de la fibrosis. Fuente: Referencia (60).

FIBROSIS
F0 | Fibrosis score (0-4). Ninguna a moderada fibrosis.

F1 Fibrosis score (5-6). Fibrosis severa o cirrosis.
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Tabla 11. Estadiaje tumoral. Clasificacion TNM. Fuente: Referencia (60).

ESTADIAJE TUMORAL
I T1 NO MO Tumor solitario de cualquier tamaifio sin invasion vascular.
Tumor solitario de cualquier tamafio con invasion vascular o
11 T2 NO MO ) )
tumor multiple, pero ninguno mayor de 5 cm.
1A T3a NO MO Tumor multiple y por lo menos uno de ellos mayor de 5 cm.
Tumores de cualquier tamafio que infiltran una rama principal de
I1IB T3b NO MO
la porta o de las venas hepaticas.
Tumor o tumores con invasion directa de organos vecinos
mic T4 NO MO  diferentes a la vesicula biliar o con perforacion en el peritoneo
visceral.
Cualquier ) o )
IVA - N1 MO Metastasis en ganglios linfaticos regionales.
Cualquier = Cualquier
IVB - N M1 Metastasis a distancia.

A continuacion se describen las diferentes modalidades de tratamiento

(51, 61)

manera esquematica se presentan como flujograma en la figura 4.

, que de
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v v v v v

Very early stage (0) Early stage (A) Intermediate stage (B) Advanced stage (C) Terminal stage (D)
Single <2 cm Single or up to 3 nodules Multinodular Portal invasion End-stage liver
Preserved liver function, <3 Preserved liver function, Extrahepatic spread function*,
ECOGPSO Preserved liver function, ECOGPSO Preserved liver function, ECOGPS3-4
ECOGPSO ECOG PS1-2
Potential candidate for Solitary Upto3
liver transplantation nodules
(s3cm)
2
a
2 Portal pressure
g Bilirubin
&
Normal Increased Associated
diseases
v
£ | Ablation | | Resection | Transplantation | Ablation | Chemoembolisation | | Systemic therapyt | Best supportive care
E
g
= | Effective treatments with impact on survival |
3
S | >Syears | >2-5years | >1year | | 3months |
3
a

Figura 4. Flujograma de las recomendaciones para el tratamiento del Carcinoma

Hepatocelular por la Barcelona Clinic Cancer Tumor (BCLC). Fuente: Referencia: (62)  BSC:

Terapia de soporte. CP: Child-Pugh. PS: Estado funcional. TACE: Quimioembolizacion transarterial.
*Los pacientes con cirrosis hepatica terminal y funcion hepdtica muy deteriorada (estadio C de Child-
Pugh o estadios anteriores con predictores de prondstico desfavorable o puntuacion MELD alta) deben
considerarse la opcion del TH. | Actualmente, el sorafenib seguido de regorafenib han demostrado ser
efectivos. El lenvatinib aunque no es inferior al sorafenib, pero no se ha clarificado su opcion de segunda

linea de tratamiento después del lenvatinib.

. , . . . . 63
Este sistema aunque es el mas usado tiene una serie de limitaciones ¢*:

* “No tiene en cuenta la localizacion tumoral, siendo importante en la
resecabilidad del mismo.

* No discrimina la etiologia de la cirrosis.

* Las variables son determinadas al momento del diagnostico, aunque estas se
puedan modificar a lo largo de su evolucion.

* No considera el TH para pacientes con CHC y estadio funcional Child-Pugh C
dentro de los criterios de Milan.

* No discrimina las contraindicaciones de la quimioembolizacion transarterial
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(TACE).

*  Recomiendan la reseccion hepdtica para pacientes con un nodulo unico y
ausencia de Hipertension Portal (HTP) en pacientes con BCLC 0y A aunque la
HTP pudiese no afectar la supervivencia de los pacientes afectados.

*  Recomiendan la reseccion hepdtica en pacientes en estadio 0y A, aunque en
pacientes seleccionados la reseccion hepatica podria mejorar la supervivencia
en estadios mds avanzados.

*  No considera el tratamiento secuenciado y/o combinado.

e El estadio intermedio BCLC incluye una poblacion muy heterogénea en cuanto
a carga tumoral y funcion hepdtica.

* No es un sistema de clasificacion favorable para pacientes no cirroticos”.

Como se ha explicado previamente, la cirrosis hepatica es uno de los principales
factores de riesgo para desarrollar un CHC. Por lo tanto, la seleccion de la modalidad de
tratamiento dependera tanto de la funcién hepatica subyacente y del grado de
hipertension portal, como del estadiaje tumoral. En este orden de ideas, aunque las
opciones terapéuticas son limitadas para los pacientes que presentan una enfermedad
hepatica avanzada y/o estadiaje tumoral avanzado, existen multiples opciones para
aquellos pacientes que presentan una cirrosis hepatica compensada y tumores mas

pequeios, potencialmente resecables.

ESTADIOS INICIALES.

BCLC (0).

Estadio muy inicial. Tumor tnico menor de 2 cm sin invasion vascular o

satelitosis con buen estado de salud y buena funcién hepatica segun las escalas
previamente referenciadas. Se corresponde con el concepto de carcinoma in situ.

Las guias recomiendan para estos casos la ablacion percutdnea, con tasas similares a la
reseccion quirrgica. Se han reportado tasas de supervivencia del 80-90 % a los 5 afios
en pacientes con reseccion quirtrgica y TH y del 70 % con la ablacion local; siendo esta
de menor coste y morbilidad “”. En los casos de reseccién tumoral la relacién entre el
tejido hepatico resecado y el peso corporal debe de ser mayor o igual al 0.8 %. Cuando
existe cirrosis hepatica de hasta un 60 % puede ser resecado dejando un minimo del 40

% de tejido funcionante ®, aunque en algunas revisiones se plantean hasta un minimo
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del 25% (15%-40%) de remanente en pacientes sin cirrosis hepatica y hasta un 50% en
los casos de higados cirrdticos (25%-90%). En ocasiones se ha optado, cuando el
volumen estimado del remanente hepatico es menor del 25%, la realizacion de una
embolizacion de la vena porta, pero en pacientes con cirrosis hepatica y CHC su
efectividad no ha sido comprobada. La mortalidad perioperatoria en pacientes cirrdticos

puede llegar a un 2-3 % ©.

BCLC (A).

Estadio Inicial. Tumor unico mayor de 2 cm o 3 noédulos menores de tres cm de
diametro con un ECOG- 0 y Child-Pugh A o B.
La supervivencia a los 5 aflos estd entre un 50-70% para la reseccion, TH o ablacion
local. Por el contrario, la evolucion natural tiene una mediana de supervivencia en torno
a los 36 meses Y. En pacientes con tumores tnicos y candidatos a reseccion, el estado
funcional determinado por la ausencia de hipertension portal clinicamente relevante y
la presencia de una bilirrubina normal, son factores determinantes en el prondstico de la
supervivencia.
Concluyendo, podemos afirmar que la reseccion quirargica del tumor esta indicada para
pacientes con un nodulo Unico, funcién hepatica conservada y buena calidad de vida.
Algunos centros alcanzan tasas de supervivencia por encima del 50% para pacientes con
tumores multiples que cumplen con los criterios de Milan (hasta tres nédulos y menores
de 3 cm), que no son susceptibles a TH ©.
Para los pacientes con CHC multifocal (n < 3) y que presenten cierto grado de
disfuncion hepatica el tratamiento recomendado es el TH. En los casos no subsidiarios
de TH el tratamiento recomendado seria la ablacion percutanea.
La hipertension portal de los pacientes cirrdticos es considerada una contraindicacion
relativa para la reseccion quirdrgica, y un gradiente de presion hepatica venoso > de 10
mmHg es considerado como el mejor predictor de descompensacion hepatica y mal
prondstico en los pacientes cirréticos sometidos a un procedimiento de reseccion ', En
los casos en los que no es posible realizar la medicion del gradiente portal, la presencia
de una esplenomegalia mayor de 12 cm, varices esofagicas y contaje de plaquetas
menor de 100.000/mm?’, se ha relacionado con descompensacién postoperatoria y baja

. . (64
supervivencia ©
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ESTADIOS INTERMEDIOS

BCLC (B).

Estadio intermedio, se refiere a un tumor multinodular asintomatico y sin
extension extrahepatica. Este estadio incluye una gran variedad clinica de formas de
presentacion, seglin la funcion hepatica y la carga tumoral.

La supervivencia de estos pacientes sin tratamiento suele ser de unos 16 meses o del 49

(45, 65)

% a los dos afios Para estos pacientes se recomienda la realizacion de

procedimientos tipo TACE.

ESTADIOS AVANZADOS.

BCLC (C).

Estadio avanzado. Pacientes con clinica relacionada a la presencia del tumor,
ECOG 1-2, invasion macrovascular con afectacion de otro segmento hepatico o
invasion portal; o extension extrahepatica y/o afectacion ganglionar.

El pronostico es desalentador con una supervivencia de 6 a 8 meses o del 25 % al afio
4565 En estos casos la tnica opcion de tratamiento es la indicacion de Sorafenib:
inhibidor multiquinasa con propiedades antiproliferativas y antiangiogénicas que inhibe
el crecimiento tumoral de un amplio espectro de tumores. Inhibe las dianas presentes en
la célula tumoral y en la vasculatura tumoral ®®. La supervivencia en estos casos va a
depender del grado de extension tumoral, el deterioro de la funcién hepatica,
enfermedades concomitantes, etc... Estudios recientes en fase III, han dado cierta
esperanza a pacientes con buena tolerancia al Sorafenib, estadio de Child-Pugh A y
ECOG 0-1 con Regorafenib, una multiquinasa via oral con similar mecanismo de
accion que el Sorafenib y que se usaria como terapia adyuvante en los casos de

progresion de la enfermedad “*.

BCLC (D).
Estadio terminal. Pacientes con sintomas muy avanzados relacionados con el
tumor, y pobre estado funcional Child- Pugh C, ECOG 3-4.

Tienen una supervivencia de tres a cuatro meses y menor del 11% al afio **. Para

estos pacientes solo estan recomendados los cuidados paliativos.
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Se recomienda la opcion de “treatment stage migration” cuando un paciente no puede
ser tratado con la opcién que le corresponda en el estadio en que se encuentra, y

. . ., L. .. .. . 67
consiste en aplicar la opcion terapéutica con menor prioridad del estadiaje superior 7.

RESECCION QUIRURGICA

Esta opcion de tratamiento ha ido aumentando durante los ultimos afios, debido
a los avances tecnoldgicos y cientificos, los modelos predictivos de la actividad
funcional hepatica del higado remanente, los cuidados post operatorios en las unidades
de criticos y el uso de la ecografia intraoperatoria. Incluso, en manos expertas, muchos
procedimientos son realizados mediante cirugia laparoscopica, con la consecuente
optimizacion funcional post operatoria de los pacientes afectos.
La hepatectomia parcial con finalidad curativa, es el tratamiento optimo del CHC para
aquellos pacientes con enfermedad localizada y buen estado funcional.
En tumor tnico < 2 cm de localizacion central o profunda, ofrece resultados
comparables entre la cirugia y la radiofrecuencia. En los casos de localizacion tumoral
superficial la mejor opcion es la reseccion mediante cirugia laparoscopica.
Previamente, se comentaron las indicaciones especificas. Sin embargo en los estadios
Il y IV-A se podria hacer una valoracion individualizada en centros de amplia
experiencia en este tipo de cirugias (pacientes con un tumor localizado, ubicacion de
facil acceso, con reserva funcional cuantificada). Podemos destacar casos de tumor
unico mayor de 5 cm estadio A de la BCLC, aunque con peores resultados comparados
a los de menor tamafio.
También cabe mencionar que algunos equipos quirtrgicos cuando proceden a realizar
una reseccion grande o que tienen una cirrosis hepatica severa, proceden a embolizar
previamente la rama portal, con el objetivo de provocar una hipertrofia del futuro
remanente hepatico. La reseccion tumoral es practicamente posible en todos los
pacientes cirrdticos, pero lo que va a limitar la misma es la cantidad de higado
funcionalmente valido, que en estadios avanzados de la enfermedad, es habitualmente
nulo.
Los casos de CHC en higados no cirréticos, representan solo el 5% en los paises
occidentales y hasta un 40% en el continente asiatico, por los factores de riesgo

(68)

previamente comentados Sin embargo, aunque hablemos de higado no cirrético,

casos de CHC en pacientes afectos de EHNA y sindrome metabolico, la cirugia de
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reseccion puede presentar tasas de complicaciones que oscilan desde el 13% al 20%,
pero con una mortalidad que no suele ser mayor del 2% “* .

Dado que muchos de los pacientes son diagnosticados de forma tardia, ya que no
presentan sintomas clinicos de insuficiencia hepatica, el tamafio tumoral suele ser
grande, con compromiso vascular , siendo la cirugia la unica opcién terapéutica.

Se considera que el candidato ideal con cirrosis hepatica es aquel paciente con tumor
unico, buena reserva funcional hepética, contaje plaquetario mayor de 100.000 x ml y
un gradiente de presion venosa hepatica (GPVH) < de 10 mmHg a0

Considerando estos candidatos “ideales”, como Unica indicacién quirdrgica, un amplio
numero de pacientes quedarian fuera de dicha indicacion; opcion que se plantea a estos
pacientes en centros con amplia experiencia, en dicha técnica.

A continuacion, en la figura 5, se muestra un algoritmo a seguir, teniendo en
consideracion las tres principales variables que condicionan el prondstico: la presion

portal, el grado de funcion hepatica y la extension de la reseccion 7%
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( No | Yes u
Extension of Extension of
hepatectomy hepatectomy
Minor Major Minor Major
(<3 segment) (23 segment) (<3 segment) (23 segment)
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<9 >9
v v
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decor ) d
Liver-related mortality: 0.5% Liver-related mortality: 9%
Extension of hepatectomy
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= 1”3
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@
S
= MELD score >9
g2
I
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Figura 5. Evaluacion multiparamétrica del riesgo de descompensacion hepdtica posterior a la

cirugia de reseccion en pacientes cirréticos y CHC. Fuente: Referencia (70).
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INDICACIONES DEL TRASPLANTE HEPATICO Y PACIENTES CON CARCINOMA
HEPATOCELULAR.

La escasez de organos para el trasplante es uno de los grandes obstaculos con la
que se encuentran los equipos quirtirgicos a la hora de ofertar esta opcion terapéutica a
los pacientes. Por ello, se planifican estrategias conjuntas, elaboradas por equipos
multidisciplinares con el fin de minimizar la recurrencia del tumor posterior al mismo y
garantizar el éxito del trasplante. Entre estas estrategias, podemos destacar las siguientes
OF
* Apropiada seleccion del candidato.
* Optimizar el tratamiento en la lista de espera y plantear la opcion de terapia
puente locorregional.

¢ Adecuar la correcta terapia inmunosupresora.

Previamente fue comentado que la reseccion quirurgica es aceptada para pacientes con
un noédulo menor de 5 cm, ausencia de hipertension portal (HP) y con buena funcion
hepatica (candidatos ideales), presentando igual supervivencia que el trasplante, aunque
con mayor tasa de recidivas a los cinco afos.

El TH es claramente una opcion terapéutica curativa para el CHC. Estaria indicado en
pacientes no candidatos a reseccion que presentaran los criterios de Milan: a) Tumor
unico < 5 cm; b) Tres tumores, ninguno mayor de 3 cm; c) Sin invasién vascular y d)
Sin metastasis ganglionares ni a distancia 7". En estos pacientes ademas de la curacion
del cancer, se resolvera su enfermedad de base: cirrosis hepatica. La supervivencia a los
5 afios en este grupo de pacientes oscila entre el 65% y el 80% 7).

Se ha observado en los tltimos aflos, que diferentes equipos de TH, entre los que se
incluye el nuestro (HUNSC), han obtenido buenos resultados cuando se le ofrece una
terapia “downstaging”, que consiste en reducir el tamafio de la lesion, cuando este
sobrepasa los criterios de Milan y posteriormente se realiza el TH 7. Son pacientes con
una carga tumoral que supera los limites aceptados para el trasplante, y que previo al
mismo, se les aplica algtin tipo de terapia locorregional con la intencion de disminuir el
tamafio del tumor hasta alcanzar los criterios de inclusion. Esta estrategia permite la
seleccion de pacientes con CHC menos agresivo, pudiéndose beneficiar del TH.

En este orden de ideas, también se acepta el término de “criterios expandidos”, donde se

incluyen pacientes en lista de espera para TH, sobrepasando los criterios de Milan;
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aceptando otros criterios que han demostrado con validez externa una supervivencia que
en algunos casos se sobreponen a los conseguidos dentro de Milan:

Criterios UCSF: (Universidad de California San Francisco): nédulo tnico menor de
6.5 cm 0 2 o 3 nddulos menores de 4.5 cm con un total del didmetro tumoral menor de 8
em ),

Criterios Up-to-7: la suma del niimero de nddulos tumorales y del didmetro en
centimetros del nodulo tumoral de mayor tamafio es menor o igual que 7 7%,

Criterio Total Volumen Tumoral mas AFP: suma total del tamafio tumoral < de 115
cm’ y AFP: < de 400 ng/ml ),

Estos pacientes reciben una terapia adyuvante con el proposito de disminuir el tamafio
tumoral. Una vez tratado, se tiene en cuenta, para el calculo del tamafo tumoral, el
tumor activo con comportamiento vascular tipico objetivado mediante TAC o RMN,
siendo excluido en la suma el area necrdtica del mismo.

Dentro de los criterios downstaging tenemos:

* Nodulo tnico > de 5 cm pero < de 6 cm; o dos ndédulos < de 5 cm con un
diametro total tumoral < de 8 cm; o cuatro o cinco ndédulos menores de 4 cm con
un didmetro total tumoral < de 12 cm mas una alfafetoproteina < de 400 ng/dl
(76)

*  Nobdulo tnico < de 8 cm; o dos o tres lesiones < de 5 cm con un diametro total
tumoral < de 8 cm; o cuatro o cinco nddulos todos ellos < de 3 cm con un

diametro total tumoral menor de 8 cm y una alfafetoprotéina < de 1000 ng/dl 7.

Estudios comparativos de tratamientos downstaging cumpliendo dichos criterios de
restriccion de pacientes acorde a esas caracteristicas, demostraron tasas de abandono de
la terapia entre el 10% y 34% y cuando se comparaba con grupos con criterios menos
estrictos se alcanzaban tasas entre el 44% y 76% 7% 7.

Tras el TH, asociaciones como la National Comprehensive Cancer Network
recomiendan la realizacion de una prueba de imagen cada 3 o 6 meses por dos aflos y
posteriormente de manera anual. Si los valores de AFP estaban elevados previo al TH,

estas se deben acortar a cada tres meses por dos afios y posteriormente cada 6 meses ©.
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TERAPIAS DE ABLACION LOCAL.

La ablacion local del tumor se puede realizar utilizando agentes quimicos como
el alcohol o el acido acético, o con agentes fisicos como el calor o frio. Con calor el
objetivo es aplicar una temperatura entre 60°C- 100°C. Incluye la radiofrecuencia (RFA)
del inglés radiofrecuenty ablation, la ablacion con microondas y la ablacion con laser.
Por el contrario, mediante frio se pretende la congelacion del tejido con temperaturas

entre menos 20°C y menos 60°C.

Inyeccion Percutanea de Etanol.

Inyeccion Percutanea de Etanol (PEI), del inglés percutaneous ethanol
injections. Produce una necrosis tumoral mediante la deshidratacion celular,

@9 Esta indicado

desnaturalizacion y oclusion quimica de pequefios vasos tumorales
para el tratamiento de nddulos de CHC < de 5 cm de diametro, logrando una necrosis
del tumor del 90% en tumores < de 2 cm; 70% en tumores < de 3 cm y del 50% en
tumores entre 3 y 5 cm de diametro. Con el uso de agujas especiales con dientes
retractiles se alcanzan tasas de respuesta de hasta 80% - 90% en tumores menores de 4

),

cm La tasa de recurrencia oscila entre el 33% al 43%, siendo esta su principal

limitacion; sobre todo cuando se compara con la RFA con mejores resultados de

supervivencia, recurrencia y tiempo libre de enfermedad ¢V .

Radiofrecuencia.

Es el método de ablacion mas frecuentemente usado para estadios iniciales (muy
inicial e inicial) del CHC, para los casos en que la reseccion quirtirgica no es posible o
cuando el paciente rechaza la cirugia. Es la principal terapia ablativa en tumores < de 5
cm, desplazando la PEI ®,
La realizacion de RFA es considerada por algunos grupos como terapia de primera
linea, aun cuando la reseccion quirtrgica es posible por ser menos invasiva y permitir
una rapida recuperacion de los pacientes. Sin embargo, en términos de supervivencia, en

lo que respecta a recurrencia y tiempo libre de enfermedad, los resultados son

discordantes con algunas series a favor de la RFA y otras que se decantan por la
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., . 2.
reseccion quirurgica (82,83) .

La realizacion de la misma va a depender de la localizacion de la lesion, siendo en
ocasiones muy complicadas en tumores subcapsulares, pacientes con antecedentes
quirurgicos previos, adyacentes a la vesicula biliar, etc.

Los pacientes con CHC de grado intermedio en tumores mayores de 3 cm, o pacientes
con mas de tres ndédulos y menores de 3 cm con una enfermedad hepatica avanzada,
pero clinicamente compensados (Child B), se podrian beneficiar de tratamientos

combinados con RFA y TACE ¢+ %),

Otras Terapias de Ablacién.

Ablacién con Microondas.

Es una terapia alternativa a la RFA para la ablacion térmica del CHC. Cuando se
compara con la RFA no se evidencia superioridad con esta técnica ®®. Sin embargo una
consideracion a tener presente es que su efectividad no se ve limitada por el efecto
disipador de calor por los vasos cercanos a la lesidon, ya que usa energia
electromagnética para la produccion de calor. Sélo un estudio publicado objetiva una

superioridad a la RFA para tumores mayores 7.

La ablacidn con laser y la crioablacion.

Son dos procedimientos que se han propuesto para la ablacion local del CHC.
Estudios de no inferioridad que comparan el laser con la RFA para tumores dentro de
los criterios de Milan, han informado resultados similares en la respuesta a la ablacion
tumoral completa y supervivencia. Presenta como inconveniente el requerir mayores
habilidades del operador que la RFA o microondas ya que precisa el implante de
multiples fibras dentro del tumor ®¥.

Con respecto a la crioablacion los resultados también son de no inferioridad
comparados con la RFA; sin embargo, presenta complicaciones que pueden ser en
ocasiones fatales, entre ellas la denominada “crioshock™ caracterizada por sindrome de
disfuncion multiorganica y coagulacion intravascular diseminada ).

La aplicacion de radioterapia externa, sola o combinada con TACE, no ha demostrado

utilidad en el tratamiento de los pacientes tratados, pero si presentando complicaciones
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como alteracién del perfil hepatico, Glceras gastroduodenales, etc ©°.

Quimioembolizacion Transarterial.

El CHC se caracteriza por una intensa actividad neoangiogénica arterial. Con esa
premisa, se administra de manera intraarterial un agente citotdxico quimioterapico
(doxorrubicina o epirrubicina, cisplatino o miriplatino), y posteriormente se procede la
embolizacion del vaso sanguineo, con la intenciéon de producir un doble efecto sobre el
tumor: citotoxico e isquémico. Los CHC reciben el flujo de sangre en un 90%
proveniente de la arteria hepatica y sélo un 10% de la vena porta; lo que se intenta con
esta terapia es bloquear el aporte sanguineo al tumor sin afectar el flujo sanguineo del
resto del higado V. Se debe tener en cuenta para su indicacion el estado funcional del
paciente, grado de cirrosis hepatica y el tamailo tumoral. Es el tratamiento primario mas
utilizado para el CHC irresecable. Esta indicado para pacientes en estadio B de la BCLC
2 Entre los efectos secundarios destacan: fiebre, toxicidad hematolégica y medular,
dolor abdominal y vomitos . En los casos que el tamafio tumoral sea mayor del 50%
del higado remanente o pacientes descompensados con valores séricos de bilirrubina >
de 2 mg/dl, aumenta el riesgo de complicaciones posterior a la misma %,

Se ha intentado optimizar la técnica con la aplicacion del agente quimioterapico
mediante microesferas con liberaciéon mas lenta de los farmacos, pero los resultados atin
no son concluyentes .

La invasién macrovascular o la trombosis portal son contraindicaciones absolutas para
la realizacion de esta técnica. Tampoco seria recomendable su uso en pacientes con
hepético-yeyunostomia o con protesis biliares por mayor riesgo de absceso hepatico ©
) _Se puede utilizar combinado a la RFA en tumores > de 3 cm, con el fin de optimizar

los resultados de la RFA sola en términos de supervivencia y de recurrencia tumoral .

Radioembolizacion Transarterial (TARE).

La radioembolizacion transarterial con microesferas cargadas de un radiois6topo
itrio-90 (Y90) es utilizado por los radidlogos vasculares intervencionistas para evitar los
efectos sistémicos de la radioterapia ya que permite la aplicacion in situ de altas dosis

de radiacion. Su aplicacién clinica queda reservada para pacientes con tumores
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irresecables y con una esperanza de vida superior a los tres meses. Entre los efectos
adversos destacan fatiga, nauseas, dolor abdominal y elevacion de las transaminasas.

A diferencia de la TACE, es un procedimiento que se puede realizar de manera
ambulatoria y se puede aplicar en pacientes con trombosis de la vena porta, que como
fue explicado con anterioridad, es una contraindicacion relativa de la TACE 9

Sin embargo, en pacientes con trombosis de la vena porta la supervivencia es menor que
en aquellos que no la presentan. La supervivencia estimada se encuentra entre los 16.9
meses a 17.2, en pacientes con tumores de grado intermedio, y entre 10 y 12 meses para

estadios avanzados y con invasion de la vena porta 1°°.

TRATAMIENTO SISTEMICO.

El CHC es reconocido en el mundo de la medicina como uno de los canceres
mas resistentes a la quimioterapia. Se han intentado multiples terapias con minima
repercusion en la respuesta tumoral y pocos beneficios en términos de supervivencia.
Los pacientes con CHC avanzado, con invasion macrovascular y enfermedad
metastasica, representan un verdadero reto para los médicos oncdlogos, ya que el
prondstico va a depender del grado de extension tumoral, de la gravedad de la funcion
hepéatica y del estado funcional del paciente. En este sentido, la afectacion
macrovascular, aunque haya enfermedad extrahepatica limitada, va a condicionar la
rapida progresion tumoral.

Agentes citotoxicos, tales como doxorrubicina, gentacibina, cisplatino y 5 fluoracilo han
conseguido tasas de respuesta que no superan al 10%. Previamente se coment6 el uso de
Sorafenib en los estadios avanzados de la enfermedad, asi como su mecanismo de
accion. Estudios controlados con placebo mostraron una media de progresion tumoral
de 5.5 meses comparados a los 2.8 meses, y una ventaja en la media de supervivencia de
10.7 meses vs 7.9 meses (p < 0.001) V.

La Asociacion Americana para el estudio de enfermedades hepaticas (AASLD),
recomienda el uso de terapia sistémica para pacientes con Cirrosis hepatica Child A, y
en casos seleccionados, Child B para pacientes con afectaciéon macrovascular y

enfermedad extrahepatica 2.

En pacientes a quienes la aplicacion de TACE es
técnicamente imposible o presenta contraindicaciones a la misma, el uso de Sorafenib

ha sido una opcion para aumentar la supervivencia de los mismos.
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El Lenvatinib es un inhibidor de multiples cinasas con propiedades antiangiogénicas e
inhibitorias del crecimiento tumoral. Recientes estudios publicados 19 han demostrado
su no inferioridad con respecto al Sorafenib, siendo indicado en pacientes con buena
funcién hepatica y estado funcional y tumores avanzados (BCLC C), sin invasion de la
vena porta, 0 para pacientes con progresion de la enfermedad a pesar del uso de terapia
locorregional o cuando no es posible la aplicacién de las mismas ©?.

El Regorafenib, farmaco antineoplasico que bloquea de forma potente varias protein
cinasas, incluidas las de la angiogénesis tumoral, oncogénesis y microambiente tumoral,
es usado como terapia de segunda linea en pacientes con CHC ‘.

Existen otros agentes que tienen utilidad como terapia de segunda linea en el CHC
como el Cabozantinib, molécula pequefia que inhibe multiples receptores tirosin cinasa
implicados en el crecimiento tumoral y angiogénesis %%

Ramucirumab, anticuerpo monoclonal IgG1, que se une al receptor 2 del factor de
crecimiento del endotelio vascular ha demostrado utilidad en CHC avanzado con
valores de AFP > de 400 ng/ml. Resultados prometedores se esperan con el uso de la
inmunoterapia como terapia de segunda linea para pacientes con CHC y estadios

avanzados, pero se atn se encuentran en fase I11 %%,

56

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 1736292 Cadigo de verificacion: ztvZvJIO
Firmado por: SERGIO TOMAS RODRIGUEZ RAMOS Fecha: 28/01/2019 19:32:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
LEONARDO LORENTE RAMOS 28/01/2019 19:54:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Pedro Abreu Gonzélez 29/01/2019 07:08:42

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

56 /144



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada
N° registro: 2019/4526
N° reg. oficina: OF002/2019/4201
Fecha: 30/01/2019 13:16:16

ACTIVIDAD DE DONACION Y TRASPLANTE HEPATICO EN ESPANA. DATOS
LOCALES.

Como ya se explico, el TH es el tratamiento de eleccion para el CHC en los
casos en lo que esté indicado, ya que se trata tanto la insuficiencia hepatica (cirrosis
hepética) como la erradicacién del tumor ©'V. Para ello, debemos contar con un pool
suficiente de donantes que pueda satisfacer las demandas de érganos para los pacientes
que se encuentran en lista de espera. La adecuada seleccion de los pacientes para
realizar este procedimiento es prioritaria, debido al coste del mismo y a la
disponibilidad de o6rganos para el trasplante. Los pacientes trasplantados con CHC
suelen tener una supervivencia similar a la esperada en pacientes sin carcinoma hepatico
que se someten a un trasplante por enfermedad hepatica terminal ‘%%

Igualmente, los equipos de trasplantes deben buscar soluciones alternativas, para
disminuir el tiempo en lista de espera, la mortalidad en la misma o la exclusion por
empeoramiento clinico y/o progresion de la enfermedad. Entre ellas tenemos:
1.Donante de vivo.
2.TH “Split”, donde el injerto del cadaver se divide en dos para dos receptores
diferentes.
3.Uso de injertos con esteatosis severa.
4.Injertos procedentes de donantes no solo en muerte cerebral, sino también
procedentes de donacion en asistolia Maastricht II, III (Controlada o no
Controlada).
5.Donantes marginales.
La resolucion de Madrid que se gestd en el afio 2010, durante la Tercera Consulta
Global de la Organizacion Mundial de la Salud en Donacion y Trasplantes, con la
participacion de mas de 70 paises, instaba a los gobiernos participantes a progresar en el
logro de la “autosuficiencia” en trasplantes. Esto se lograria mediante estrategias
dirigidas a disminuir la incidencia y prevalencia de enfermedades tratables con el
trasplante y aumentar la disponibilidad de organos para el mismo, mediante la
optimizacion de medidas dirigidas principalmente a la donacion en asistolia controlada
y muerte encefalica %)
Espaiia sigue liderando todos los afios las tasas de donacion con cifras records en el afio
2017, con 2183 donantes de 6rganos eficaces y una tasa de 46.9 por millon de poblacion

(p.m.p). A destacar el incremento significativo de la donacién en asistolia que

57

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segun la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccion https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 1736292 Cadigo de verificacion: ztvZvJIO
Firmado por: SERGIO TOMAS RODRIGUEZ RAMOS Fecha: 28/01/2019 19:32:04
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
LEONARDO LORENTE RAMOS 28/01/2019 19:54:51
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA
Pedro Abreu Gonzélez 29/01/2019 07:08:42

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

571144



Universidad de La Laguna
Oficina de Sede Electréonica
Entrada

N° registro:

2019/4526

N° reg. oficina: OF002/2019/4201
Fecha: 30/01/2019 13:16:16

representa el 26% de los donantes eficaces. Esta actividad junto a la de los donantes
vivos permiti6 realizar 5261 trasplantes de organos solidos, siendo 1247 TH ‘%9, Estas
cifras representan el 4.5% de los TH realizados en el mundo, dato muy importante ya
que la poblacion espaiiola representa el 0.7% de la poblacion mundial.

En la mayoria de los donantes hepaticos (66.7%), la causa de la muerte fueron los
Accidentes Cerebro Vasculares (ACV), por lo que la edad de los mismos ha aumentado
en el transcurso de los ultimos afios siendo en el afio 2017 de 61.1 afios. Los
traumatismos craneoencefalicos producidos por accidentes de trafico so6lo suponen el
4.2% y los debidos a otros tipos de accidentes el 9.8%.

Estos indices de actividad en constante aumento se deben al crecimiento de los
programas de donacion en asistolia y en especial a la asistolia controlada tipo III de
Maastricht con 166 TH. El resto, fueron por los “tradicionales” donantes en muerte
cerebral (1058), 17 donantes de vivo, 4 en domind y 2 trasplantes en Split 1°7 .

La edad media de los pacientes trasplantados a nivel Nacional fue de 53.4 afios (DE
15.1).

La principal indicacion del TH fue la cirrosis hepatica por alcohol (51.7%) y en segundo
lugar los tumores (CHC) con un 28.1%.

El 74,8 % de los pacientes trasplantados hepaticos correspondieron al sexo masculino.
En todo el territorio nacional en el afio 2017 se encontraban 1985 pacientes en lista de
espera, con una media de 169,7 dias (DE 167,3) y una mediana de 134 dias (50-237).

El tiempo medio en lista de espera para el TH en el HUNSC es de 107,4 dias con una
DE de 168 y una mediana de 49 (11-137). No obstante, las excelentes cifras de
donacion y trasplante en Espaia, la mortalidad en lista de espera es inevitable. En el afio
2017 fallecieron 60 adultos en lista de espera y 2 pacientes pediatricos. A estos hay que
sumarle 67 pacientes que fueron excluidos por empeoramiento clinico y que perdieron
la oportunidad de trasplantarse por progresion de la enfermedad 7.

En el HUNSC, hasta el presente se han realizado mas de 700 TH, con receptores
provenientes de todas las Islas Canarias y con donantes generados en todos los
hospitales acreditados para la extraccion de 6rganos. El afio con mas TH realizados fue
el afio 2016 con 51 trasplantes.

En dicha serie al igual que en el resto del pais, mas del 70% de los receptores son del
sexo masculino, con una edad predominante entre los 60 y 65 afios.

El CHILD de inclusion en lista fue el C en mas del 45% de los TH, y el MELD de 18.11

(DE 6.60). Datos que objetivan que se trasplantan a pacientes con grados avanzados de
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enfermedad, pero que sin embargo, nuestros resultados en términos de supervivencia y
complicaciones son extrapolables con lo de otros hospitales.

La causa que motivo el TH fue la cirrosis hepatica por alcohol con un 32%, el CHC con
un 20%, el VHC con un 19%, un 7% de re trasplantes, VHB 2% y otros un 20%. El
50% de los re trasplantes fueron por trombosis vasculares, 20 % por recidiva de la
enfermedad de base y 13% por isquemia de la via biliar.

Nuestros tiempos de isquemia fria seglin la técnica quirtrgica by-pass o piggy back son
de 477,7 min (DE 108,62) y 396,98 (DE 109,23) respectivamente. La isquemia
caliente fue 67,39 (DE 15,13) y 47,46 (DE 24,67), respectivamente.

El HUNSC fue recientemente acreditado con la certificacion AENOR UNE 17/9008,
distincion que implica la implantacion de un sistema gestion de la calidad, orientado a la
mejora continua, mediante la evaluacion de los resultados en los diferentes procesos que
constituyen el TH, todo ello con la finalidad de mejorar la calidad de los resultados

obtenidos.
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ESTRES OXIDATIVO Y MDA

El estrés oxidativo juega un papel importante en la progresion a enfermedad
cronica hepatica y hepatocarcinogénesis, por lo que ciertas drogas con capacidad
antioxidantes han sido utilizadas como moduladoras para prevenir el estrés oxidativo y
prevenir la aparicion del CHC !9,

Los biomarcadores nos suelen proporcionar informacion sobre tres niveles progresivos
de enfermedad "

1.Como parametros medibles del dafio a biomoléculas, entre las cuales tenemos los

lipidos y las proteinas.

2.Como marcadores funcionales de mecanismos fisiologicos.

3.Como parametros relacionados a una patologia especifica.
Sin embargo, a pesar de los avances tecnoldgicos, el arsenal de marcadores de estrés
oxidativo validados es realmente bajo por la complejidad del analisis de los mismos
(108)
La Organizacion Mundial de la Salud define un biomarcador como “cualquier sustancia,
estructura o proceso que puede ser cuantificado en el organismo o en sus productos e
influir o predecir la incidencia del resultado o la enfermedad”. Debe cumplir con uno de
los siguientes criterios %
1. Mostrar especificidad para cierta enfermedad (diagnoéstico).
Tener valor pronostico.
Debe correlacionarse con la actividad de la enfermedad.
Ser clinicamente util.
Ser razonablemente estable.

Estar presente en un tejido de facil acceso.

A G

Ser reproducible a gran escala.

Los biomarcadores del estrés oxidativo pueden ser clasificados como moléculas que son
modificadas por interaccion con ERO y especies reactivas de nitrogeno (ERN) y
moléculas antioxidantes que cambian en respuesta a un incremento en el estado
oxidativo.

El término "oxidantes" es un término general utilizado para identificar varios grupos de
moléculas reactivas: ERO y ERN. Estas son subproductos naturales del metabolismo
aerdbico y son producidos por todos los organismos multicelulares vivos.

“Se define oxidacion desde el punto de vista bioquimico como todo proceso en el que
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ocurren pérdida de electrones, captacion de oxigeno o una cesion de hidrégeno y
reduccion a aquel otro en el cual se captan electrones o se pierden oxigenos. Todo
proceso de reduccion va acompariado de otro de oxidacion. Son reacciones redox o
reacciones de éxido reduccion” " .

“Los radicales libres son dtomos o grupos de dtomos que tienen un electron
desapareado, por lo que son especies muy reactivos, ya que tienden a captar un
electron de otros datomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica. El
téermino “radical libre” enfatiza una reactividad mas alta comparada con moléculas
cuyos atomos estan ligados a otros por covalencia (enlace por comparticion de
electrones). Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electron (reduccion)
que necesita, la molécula estable que lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un
radical libre por quedar con un electron desapareado, iniciandose asi una reaccion en
cadena. Debido a que estas especies reactivas no poseen receptores especificos, tienen
una capacidad de agresion indiscriminada sobre células y tejidos vivientes” ).

Como producto de nuestro metabolismo destacan los siguientes radicales libres
generados: ERO incluye radicales libres de oxigeno y moléculas no radicales, como
anion superoxido (O;"), hidroxilo (OH-), radicales peroxilo, alquilo y alcoxilo, asi como
oxigeno singlete (‘0,), peroxido de hidrégeno (H,0,), ozono (O3) y 4cido hipocloroso
(HCIO). Entre las ERN: cuya principal fuente son las mitocondrias, los lisosomas, los
peroxisomas, asi como la membrana nuclear, citoplasmica y del reticulo endoplasmico
(19 incluyen compuestos de nitrégeno como 6xido nitrico (NO), didxido de nitrogeno
(NO,), nitrato (NO3), nitrito (NOy) y peroxinitrito (ONOO™ ) !V,

El estrés oxidativo, cuando no es controlado, puede causar la muerte celular o
desencadenar la apoptosis. En casos severos, conduce a la necrosis del tejido, dafiando
macromoléculas como lipidos, hidratos de carbono, proteinas y acidos nucléicos
mediante la alteracion de procesos celulares vitales 2.

La mayoria de las ERO son formadas en un nivel bajo en condiciones normales de
metabolismo aerdbico, siendo reparado constantemente el daflo que origina su
produccion. Por el contrario, los niveles de estrés oxidativo que causan la necrosis, el
dafio se produce por agotamiento del Adenosin Trifosfato (ATP) impidiendo la muerte
celular por apoptosis o muerte programada.

La fuente mas importante de oxigeno reactivo en condiciones normales en organismos

aerobicos es probablemente la pérdida de oxigeno activado de las mitocondrias durante

el funcionamiento normal de la respiracion aerébica %%, Sin embargo, otras fuentes
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celulares de ERO/ERN son las cadenas de transporte de electrones mitocondriales y
microsémicas, las enzimas NADPH oxidasa (NOX), el flavonoide reticulo
endoplasmico oxireductin 1, 6xido nitrico sintetasa, enzimas del citocromo P450,
ciclooxigenasas (COX), lipoxigenasas (LOX), xantina oxidasa, diamina oxidasa y la
prostaglandina sintetasa "',

Las fuentes exdgenas también pueden alterar seriamente el equilibrio fundamental de
antioxidantes y oxidantes. Ejemplos de ellas son: la radiacion ionizante, los rayos
ultravioleta, los patogenos, los xenobidticos (drogas, herbicidas, fungicidas,
oligoelementos, etc.) y los contaminantes ambientales (humo de cigarrillo, humo de la
combustion de la madera, etc.) 1.

Aproximadamente mas del 95% del oxigeno consumido por las células de nuestro
organismo suele reducirse a través de la citocromo oxidasa mitocondrial a agua durante
la respiracion mitocondrial. Sin embargo, el 5% es convertido a ERO. El radical libre
resultante puede ceder el electron a cualquier otro compuesto con la consiguiente
formacién de nuevos radicales libres desencadenando una reaccién en cadena con
afectacion de multiples tejidos.

El radical hidroperéxilo (HO,) es capaz de reaccionar frente a biomoléculas iniciando
el proceso de la peroxidacion lipidica, mediante la formacion de perdxido de hidrogeno
(H20>), que en presencia de metales como hierro (Fe), cobre (Cu), cobalto (Co) y niquel
(Ni), es transformado en el radical hidroxilo (OH-), una especie mucho mas reactiva a
través de la reaccion de Haber- Weiss o Fenton. Este H,O, se genera por una reaccion
de dismutacién catalizada por la enzima superdxido dismutasa (SOD) . A pesar de
dichos mecanismos antioxidantes, las reacciones de Fenton y/o de Haber-Weiss generan
las ERO toxicas altamente reactivas, OH- a partir del H,O, y las reacciones de Fenton
mediadas por el hierro. Esta sobrecarga de hierro en el higado produce un mayor estrés
oxidativo hepatico, siendo una de las causas principales de CHC !". La sobrecarga de
hierro puede inducir hepatocarcinogénesis en animales y podria explicar la alta
incidencia de CHC que puede presentarse en la poblacion negra africana, por consumo
de cerveza elaborada en recipientes de acero no galvanizados, con alto contenido de
hierro y mayor una adsorcién del mismo !> "9,

Por otro lado, en los neutréfilos, a través de enzimas como la mieloperoxidasa se
produce la cloracion del H,O, transformandolo en acido hipocloroso (HCIO). En

situaciones de estrés, con aumento de los requerimientos energéticos, cerca del 40% del
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H,0; se convierte a hipoclorito (CIO-) y el 60% restante forma OH- !'7,

El perdxido de hidrégeno, aunque no es un radical libre (no contiene ninglin electron
desapareado), es un precursor de ciertas especies radicales como el radical peroxilo, el
radical hidroxilo y el radical superoxido. Es capaz de cruzar las membranas celulares
libremente, siendo hallado a gran distancia del sitio donde se genera antes de
descomponerse y producir el radical hidroxilo, que es altamente reactivo participando
en la mayoria de los efectos toxicos atribuidos al peroxido de hidrégeno ).

En presencia de perdxido de hidrogeno, la mieloperoxidasa producira acido hipocloroso
y oxigeno singlete, una reaccion que desempeia un papel importante en la destruccion
de bacterias por los fagocitos !''®).

Otra fuente productora de ERO es el citocromo P450 (CYP450) por ruptura o
desacoplamiento del ciclo catalitico CYP450 produciendo el anién superdxido y
peroxido de hidrogeno. El radical hidroxilo, como se menciond previamente, es
probablemente el mediador final de la mayor parte del dafio tisular inducido por
radicales libres. Todas las ERO ejercen la mayoria de sus efectos patologicos al dar
lugar a la formacion de radicales hidroxilo, reaccionando con constantes de velocidad
extremadamente altas, con casi todos los tipos de moléculas que se encuentran en las
células vivas, como los lipidos y los nucledtidos. ¥

“La capacidad pro-oxidante de cada radical libre esta determinada por factores como:
reactividad, especificidad, selectividad y difusibilidad” "'”. Asi, el radical hidroxilo
reaccionara con cualquier molécula cercana, dada su eclevada reactividad y baja
especificidad. Y especies menos reactivas, como el O, con menor eficacia pero de
forma mucho mas especifica y selectiva, afectando a enzimas como la xantino oxidasa y
la aldehido oxidasa. Su metabolizacion por la SOD a H,O; puede actuar por si mismo o
como fuente de otros radicales libres y como reductor de iones metalicos de transicion
©2)

E1 NO como ERN, interviene en diversas funciones biologicas, como la relajacion de la
musculatura lisa vascular; inhibe la agregacion plaquetaria; disminuye la transmision
del mensaje neuronal y participa en la respuesta inmune (produccion de NO por los
macr6fagos). También tiene una accion transportadora de electrones en la membrana
mitocondrial, que constituye otra via de formacion de radicales libres derivados del
oxigeno 62,

Tras esta breve revision de la fisiopatologia de la formacién de ERO y ERN, procedo a

comentar el biomarcador motivo de esta TESIS: El Malondialdehido (MDA).
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El estrés oxidativo conduce a la peroxidacion de las membranas lipidicas, generando
una variedad de productos finales, entre los que se encuentra el MDA. Este es un
aldehido de bajo peso molecular producido durante el ataque de los radicales libres a los
acidos grasos poliinsaturados (fundamentalmente al acido araquidonico) durante la
degradacion de los fosfolipidos de las membranas celulares ' 129,

El acido Araquidénico (AA) es liberado a la circulacion sanguinea por la accion de la
fosfolipasa A2 (PL-A;). El AA es atacado por ERO, principalmente radicales hidroxilos
(OH") de las mitocondrias, a través de una reaccion no enzimatica formando
endoperoxidos de lipidos. Estos al romperse de manera espontanea forman el MDA en
el espacio intracelular, que posteriormente pasan al espacio extracelular y finalmente a
la circulacion sanguinea.

Los niveles sanguineos de MDA pueden ser detectados en la sangre como marcador de
peroxidacion lipidica como ha sido demostrado en numerosos estudios durante los
ultimos 30 afios (figura 6).

El exceso de MDA producido como resultado del dafio tisular puede combinarse con
grupos aminos de proteinas (principalmente residuos de lisina por la reaccion de adicion
de Michael) produciendo aductos de proteinas modificadas, con altas propiedades
inmunogénicas y pueden ser detectadas en el plasma mediante anticuerpos. Estos han

sido relacionados con multiples patologias ).
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FOSFOLIPIDOS
(Componentes Basicos de las
Membranas Celulares)

RupturalLiberacién por la PLA,

ACIDO ARAQUIDONICO

Ataque ERO. Reaccion no
enzimtica

ENDOPEROXIDO LIPIDICA

Ruptura espontanea

MDA

Figura 6. Pasos principales en la formacion del MDA. MDA: Malondialdehido; ROS: Especies

reactivas de oxigeno.PLA2: Fosfolipasa A2. Fuente: Referencia (122).

Anteriormente fue resefiado que los metales intervienen en la formacion de radicales
hidroxilo, siendo unos de los mas importantes el hierro y el cobre, con papeles
similares. El hierro es liberado de la ferritina por agentes reductores, incluido el
ascorbato y el superdxido, el peroxido de hidrogeno puede liberar el hierro de una
amplia gama de proteinas. En condiciones fisiolégicas normales estas proteinas son
capaces de producir la quelacion del mismo, previniendo los efectos redox, pero esta
proteccion puede afectarse en condiciones patoldgicas %%,

Previamente, también fue explicado que mas del 90% de los canceres se producen en el
contexto de un proceso inflamatorio cronico. Proceso principalmente producido por el
alcohol, VHC y VHB. Los cambios en el estilo de vida de la poblacion occidental han
hecho que intervengan otros factores inductores del estrés oxidativo como la obesidad y
la diabetes mellitus, todos ellos producen dafio gendmico e inestabilidad genética con la

.. . . e (124
consecuente aparicion de mutaciones y carcinogénesis )
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La infeccion por el VHB produce respuestas inmunes virales alteradas especificas y no
especificas. La invasion de particulas de VHB y HBsAg induce la produccion de
citoquinas proinflamatorias: interleucina (IL) -1B, IL-6, IL-8 y del factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, ademas de células enriquecidas con macrofagos CD68 + a través del
factor nuclear kappa light potenciador de la cadena de la activacion de las células B
(NF-xB). Las células de Kupffer cumplen funciones tanto inmunoestimuladoras como
inmunorreguladoras tratando de erradicar el virus, pero con mecanismos inflamatorios
ineficaces, haciendo que el ambiente sea favorable para su supervivencia. La
produccion de citocinas atipicas de manera persistente y las ERO resultantes afectan la
hepatocarcinogénesis 2.

En relacion al VHC, hepatocarcinogénesis y ERO se han encontrado relacion directa
por propiedades pro-oxidantes del VHC especialmente el nlcleo y alteraciones
relacionadas con el hierro V.

El estrés oxidativo inducido por el hierro a través de reacciones Fenton con el depdsito
excesivo del mismo, se ha observado en pacientes con CHC y hemocromatosis a través

3 29 Los aductos de ADN mutagénico que surgen del estrés

de mutaciones p5
oxidativo tienen el potencial de servir como biomarcadores para predecir el riesgo y la
recurrencia de CHC.

Un estrés oxidativo importante y un aducto de ADN promutageno, 8-0xo-7, 8-dihidro-
2'-desoxiguanosina  (8-oxo-dG), se encontr6 que aumentaba durante la
hepatocarcinogénesis sugiriendo un papel de las lesiones mutagénicas de ADN en la
formacion de CHC. En un ensayo clinico de VHC y CHC, el resultado respalda la
hipétesis de que el VHC desencadena el daiio oxidativo al ADN (aumento de 8-0x0-dG)
(127129 "Bn la figura 7, se muestra de manera esquemdtica la patogénesis del estrés

oxidativo en el CHC.
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Figura 7. Estrés Oxidativo y patogénesis del CHC. Fuente: Referencia (12).

“(4) Estrés oxidativo en la patogénesis del CHC asociado al VHC. El VHC induce daiio en el ADN,
aumento de la proliferacion celular, regulacion de la muerte celular y fibrosis que aumenta el riesgo de
CHC. (B) Vias inflamatorias en el CHC y VHC. (a) El VHC activa el Nox2 (NADPH oxidasa 2) de
monocitos / células de Kupffer y células polimorfonucleares (PMN). (b) La linfotoxina f§ contribuye a la
formacion del CHC de una manera dependiente de FNkB (Factor nuclear kappa B). (C) Inflamacion
mediada por RTL4 (Receptor Toll 4). (d) La estimulacion de RTL4 por LPS (lipopolisacadrido), CXCL10
(C-X-C motif chemokine 10) y el alcohol media la transformacion de células progenitoras hepdticas y

aumenta la proliferacion de células iniciadoras de tumores”.

En pacientes con EHNA, el estrés oxidativo mediante ERO produce alteraciones en la

funcién mitocondrial, destruyendo hepatocitos, promoviendo la poliploidizacion,
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desencadenando la cascada inflamatoria y contribuyendo con la resistencia a la
insulina'® 139,

En este orden de ideas, demostrado el papel del estrés oxidativo en muchas
enfermedades y en lo que concierne a esta tesis doctoral en las enfermedades hepaticas
y de manera especifica en el desarrollo del CHC, nos planteamos la hipétesis de que los
pacientes sometidos a TH por CHC con niveles séricos elevados pre-trasplante de MDA

pueden tener una menor supervivencia por presentar mayor grado de estrés oxidativo.
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Milagro de San Cosme y San Damian (1592). Pedro de Raxis.
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VIl. MATERIALY METODOS

Disefio
Estudio retrospectivo observacional, unicéntrico.

Localizacion

El reclutamiento de pacientes se realizd en base a los pacientes
trasplantados por CHC en el HUNSC. Hospital de referencia de la Comunidad

Autonoma de Canarias para la realizacion de TH .

Numero de pacientes

Se incluyeron 127 pacientes trasplantados hepaticos con el diagndstico
de CHC durante el periodo comprendido entre enero del ailo 1996 y agosto del afio
2014. Los datos fueron recogidos de las historias clinicas de los pacientes, y de la base
de datos de la Coordinacion Hospitalaria de Trasplantes del HUNSC.

Todas las variables del estudio se incluyeron en una base de datos disociada, sin resefias
de identificacion de los pacientes.

El proyecto, esta incluido dentro de la linea de investigacion que esta realizando nuestro
equipo: “Influencia de la Inflamacion, Coagulacién, Oxidacion y Apoptosis en el
prondstico de los pacientes Trasplantados Hepaticos por Hepatocarcinoma”, fue
presentado al Comité de Etica e Investigacion Asistencial del HUNSC y aprobado con
fecha de 30 de julio del afio 2015 con el codigo de aprobacion PI-33/15 (ver anexos).

Se solicitod un consentimiento informado para la inclusion en el estudio, firmado por los

pacientes o sus familiares (ver anexos).

Variables

¢ SEXO.
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* EDAD: DEL RECEPTOR Y DEL DONANTE.

i.  Donantes.
Todos los donantes fueron “donantes fallecidos” (la opcioén de donacion de vivo
no se realiza en nuestra Institucion) y con el diagnostico clinico e instrumental
de muerte encefalica, cumpliendo con todos los protocolos recomendados por
las sociedades correspondientes y del Hospital Universitario Nuestra Sra de
Candelaria. Igualmente se cumplieron todos los requisitos legales segun el
“Real Decreto 1723/2012, de 28 de diciembre, por el que se regulan las
actividades de obtencion, utilizacion clinica y coordinacion territorial de los
organos humanos destinados al trasplante y se establecen requisitos de calidad

y seguridad”.

ii.  Receptores.

Todos los receptores fueron mayores de 18 aflos (la opcion de TH pediatrico no
estd acreditada por nuestro programa) y con un limite de edad superior de 65
afios. En casos especificos se hacen excepciones, si el receptor no tiene
comorbilidades importantes asociadas y discutido en sesion clinica

multidisciplinar en el Comité de seleccion de candidatos a TH.

*  GRUPO SANGUINEO.

* CHILD-PUGH SCORE.

e MELD SCORE (POR FUNCION HEPATICA).

El MELD para efectos de nuestro estudio es el que le correspondia por funcion
hepatica al momento del TH, sin embargo para la priorizacion de los pacientes en la
lista de espera, se usa el MELD asignado por CHC ya sea de alto riesgo (MELD 18)
0 bajo riesgo (MELD 15) en el caso de que por funcién hepatica el MELD
calculado sea inferior.

Ver en la seccion de anexos el protocolo de priorizacion de pacientes en lista de

espera para TH.
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* CRITERIOS DE MILAN PRE Y POST TH.

» NIVELES SERICOS DE AFP PREVIO AL TH.

* PRESENCIA DE HIPERTENSION PORTAL.

Determinada por clinica o por gradiente portal. Entre las manifestaciones clinicas de
la hipertension portal tenemos las varices esofagicas, la hemorragia por varices o
ascitis. Igualmente existen otros signos clinicos como la esplenomegalia, edema de
miembros inferiores, presencia de mas de 5 arafias vasculares, circulacion colateral
en la pared abdominal y circulacion hiperdinamica suelen presentarse cuando el
gradiente de presion venosa hepatica (GPVH) es > de 10 mmHg. La medicion se
realiza mediante cateterismo de las venas suprahepaticas V. Sin embargo ninguno
es mas sensible o especifico como la presencia de ascitis para corroborar el
diagnostico. Entre los parametros de laboratorio sugestivos de hipertension portal
clinicamente significativa destacan la hipoalbuminemia, el INR (International

Normalized Ratio), ALT (Alanina Aminotransferasa) y plaquetopenia !*".

+ NUMERO DE NODULOS HEPATICOS Y TAMANO.

*  GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL 37,

i.  Bien diferenciado.
ii.  Moderadamente diferenciado.
ili.  Pobremente diferenciado.

iv.  Indiferenciado.

* PRESENCIA DE INFILTRACION MICRO Y MACROVASCULAR.

¢ TRATAMIENTO DEL CHC PREVIO AL TH.

» TECNICA QUIRURGICA DEL TH.
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i.  Técnica clasica.
Incluye la extirpacion junto con el higado nativo de la cava retrohepatica, con la
consecuente inestabilidad hemodinamica que ello conlleva (interrumpe el
retorno venoso de la cava infrahepatica y produce congestion esplacnica) como
consecuencia del clampaje portal. Para evitarlo se generalizo el uso de by-pass

vVEno-venoso (133).

ii.  Técnica de preservacion de la vena cava o técnica de piggy-back.

Consiste en la preservacion de la vena cava retrohepatica y clampar las venas
suprahepaticas, unirlas en un manguito comun al que posteriormente se
anastomosa la cava suprahepatica del injerto. Como la cava se mantiene
permeable durante la fase anhepatica, se puede usar en pacientes inestables, sin
necesidad de realizar un by-pass. Ademas, ofrece otras ventajas como son la
disminucién del tiempo de isquemia caliente al eliminar la anastomosis de la
cava infrahepatica y facilitar el retrasplante en caso necesario. El uso de by-pass
en esta técnica queda restringido a aquellos casos en que no existen colaterales
portosistémicas (pacientes con un fallo hepatico fulminante o portadores de un

TIPS) 39,

* CONCENTRACIONES SERICAS DE MDA PREVIO AL TH.

Variable principal de resultado.

Supervivencia al afio del TH. Calculamos la supervivencia a un afio

porque lo que queremos estudiar es la asociacion de mortalidad y estrés oxidativo,
evitando incluir la mortalidad por riesgo competitivo y la mortalidad por recidiva

tumoral que suele ser en la mayoria de los casos mas tardia.

Anidlisis de las muestras sanguineas y niveles de MDA

Se analizaron las muestras sanguineas de 127 pacientes con diagndstico
de CHC, unas dos horas aproximadamente antes del TH y de 80 sujetos controles sanos.
Se us6 el método del tiobarbitirico 4cido reactivo para determinar los niveles de MDA

como los describi6 Kikugawa y colaboradores **. El complejo rosado de cada una de
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las muestras fue extraido en n-butanol. Las muestras fueron depositadas en los pocillos
de una microplaca y leidas sus absorbancias a 535 nm usando un lector de
espectrofotometro (Benchmark Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Las concentraciones séricas fueron expresadas en nmol/mL. El limite de deteccion fue
de 0.079 nmol/mL. El coeficiente de variacion intra ensayo fue de 1.82% y el del inter
ensayo fue de 4.01 %.

Todas estas determinaciones se realizaron en el Departamento de Fisiologia de la
Universidad de la Laguna en Santa Cruz de Tenerife. Los datos clinicos de los pacientes

no fueron revelados, en ninglin momento, al analista.
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Analisis estadistico

Las variables continuas se describirdn como medias o medianas y
divididas en rangos. Las variables categodricas seran presentadas como frecuencias y
porcentajes. Mediante el test de Mann-Whitney U se compararan las variables continuas
entre los supervivientes y los fallecidos un afio posterior al TH. Las variables
categoricas seran contrastadas entre los grupos usando el test del chi-cuadrado.
Trazaremos una curva de ROC y se utilizaran los niveles séricos de MDA como
variable prondstica y la supervivencia a 1 afio después del TH como variable de
clasificacion.
Se aplicara el indice J de Youden para seleccionar el valor pronostico de corte del nivel
de MDA en suero. “El indice J de Youden se define como mdximo (sensibilidad c +
especificidad ¢ - 1), donde ¢ comprende todos los posibles valores de criterio” .
Graficamente, el indice J de Youden es la distancia vertical maxima entre la curva ROC
y la linea diagonal. Ademas, utilizando la relacion de probabilidad positiva [sensibilidad
/ (1 - especificidad)], el valor de corte del nivel de MDA en suero sera el mismo (3,37
nmol / ml). El analisis de supervivencia se llevara a cabo utilizando curvas de Kaplan-
Meier, y las comparaciones se realizaran mediante una prueba logaritmica utilizando
niveles de MDA en suero inferiores / superiores a 3,37 nmol / ml como variable
independiente y supervivencia a 1 afio después del TH como variable dependiente.
Se realizard un analisis de regresion logistica binario exacto para determinar la
contribucién independiente de los niveles séricos de MDA como predictor de muerte al
afio después del TH, controlado por la edad de los donantes.
Dado que el nimero de eventos (muerte) fue de 15 (n = 15), en el andlisis de regresion
solo se incluirdn dos variables predictoras para no sobrecargar el andlisis, y seran las
que presentaron mayores diferencias entre ambos grupos de pacientes (supervivientes y
fallecidos) en el analisis bivariado. Seran calculadas la OR e IC del 95% con el fin de
medir el impacto clinico de las mismas.
Las diferencias con un valor de p <0.05 se consideraran estadisticamente significativas.
Todos los analisis estadisticos seran realizados con el programa SPSS 17.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, EE. UU.) y MedCal 15.2.1 (Ostend, Bélgica).
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VIII. RESULTADOS

Los pacientes supervivientes al aflo del TH fueron 112 y los fallecidos
fueron 15.
En la figura 8, se muestra como los niveles séricos de MDA fueron mas elevados en los
grupos estudiados (supervivientes y no supervivientes) a un afo del TH, comparados al
grupo control de sujetos sanos (p <0.001). No se encontraron diferencias estadisticas

significativas con las variables de edad o sexo entre pacientes y controles sanos (Tabla

12).
p < 0,001
p= 0,02
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n=80 n=112 n=15

Figura 8. Valores séricos de Malondialdehido (MDA) en los sujetos controles sanos, y en los
pacientes vivos y fallecidos al aiio del Trasplante Hepdtico por Carcinoma Hepatocelular. P ,s-

P55 representan los percentiles 25 y 75.
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Tabla 12. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes con Carcinoma Hepatocelular y
Trasplante Hepadtico y de los sujetos controles sanos.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LOS PACIENTES CON CARCINOMA
HEPATOCELULAR Y TRASPLANTE HEPATICO Y SUJETOS CONTROLES SANOS.

Caracteristicas Demograficas Sujetos Controles (= Pacientes con CHCy TH  Valor
80) (n=127) dep
Género Femenino — n (%) 18 (22.5) 20 (15.7) 0.27
Mediana de Edad (P ,5-P7s) 56 (46-68) 58 (52-62) 0.71
Niveles séricos de MDA (nmol/mL)- 1.06 (0.72-1.51) 3.11(2.39-4.17) <0.001

Mediana (P»5-P7s)

En la tabla 13 se muestran las variables clinicas y demograficas de los pacientes
fallecidos (n =15) y los vivos (n = 112) a un afio posterior al TH. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes fallecidos y vivos en las
variables: sexo, edad del receptor, grupo sanguineo ABO, escala de Child-Pugh, escala
de MELD por funcién hepatica, el cumplir con los criterios de Milan previos y
posteriores al TH, valores séricos de AFP, presencia de HTP, numero y tamafio de los
noédulos, grado de diferenciacion tumoral, infiltracion macro y microvascular y la
técnica quirtirgica del TH. Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el grupo de pacientes fallecidos un afio posterior al TH en la edad del
donante (donantes mayores en el grupo de fallecidos) y en los valores séricos de MDA,

comparado con el grupo de pacientes vivos al afio del TH.
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Tabla 13. Caracteristicas demogrdficas y clinicas de los pacientes supervivientes y fallecidos a
un arfio del Trasplante Hepdtico por Carcinoma Hepatocelular.

CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS Y CLINICAS DE LOS SUPERVIVIENTES Y
FALLECIDOS A UN ANO DEL TH POR CHC.
CARACTERISTICAS SUPERVIVENCIA AL MUERTES AL VALOR
DEMOGRAFICAS Y CLINICAS ANO (n=112) ANO (n=15) dep
Genero Femenino — 7 (%) 20 (17.9) 0 0.13
Edad -mediana (P»s-P7s) 58 (52-62) 56 (53-62) 0.84
Edad del donante - mediana (Pys5-P75) 52 (36-63) 62 (49-72) 0.02
Grupo Sanguineo ABO — n (%)
A 53 (47.3) 6 (40.0)
B 9(8.0) 2(13.3)
0.87
(¢} 45 (40.2) 6 (40.0)
AB 5(4.5) 1(6.7)
Child-Pugh score — n (%)
A 54 (48.2) 10 (66.7)
B 35(31.3) 3(20.0) 0.41
C 23 (20.5) 2(13.3)
MELD score mediana (P,5-P7s) 15 (11-18) 15 (15-18) 0.44
Cumplir Criterios de Milan previo al
107 (95.5) 14 (93.3) 0.54
TH — n (%)
Cumplir Criterios de Milan post-TH —
94 (83.9) 11 (73.3) 0.16
n (%)
AFP sérica (n/dL)- mediana (P,5-P7s) 8.0 (4.0-32.0) 12.0 (4.8-164.9) 0.42
HTP — n (%) 78 (69.6) 11 (73.3) 0.99
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Tumor Multinodular - n (%) 34 (30.4) 5(33.3) 0.77
Tamaio Tumoral — Mediana (P,s-P7s) 3.0 (2.0-3.5) 3.2(1.7-4.6) 0.83
Grado de Diferenciacion Tumoral — n (%)

Bien Diferenciado 84 (75.0) 12 (80.0)

Moderado 25(22.3) 2(13.3) 0.55
Pobre 3(2.7) 1(6.7)

Infiltracion — n (%) 36 (32.1) 4(26.7) 0.77
Invasion Microvascular — n (%) 24 (21.4) 3(20.0) 0.99
Invasion Macrovascular — n (%) 6(5.4) 0 0.99

Tratamiento Previo al TH — n (%) 61 (54.1) 10 (66.7) 0.42

Técnica del TH — n (%)

By- pass 43 (38.4) 6 (40.0)
0.99
Piggy back 69 (61.6) 9 (60.0)
MDA sérico (nmol/mL)- mediana
2.95(2.33-4.01) 3.66 (3.39-4.62) 0.02

(P25-P3s)

MELD: model for end-stage liver disease; AFP = alfafetoproteina; MDA: Malondialdeido.

En el analisis exacto de regresion logistica binaria, los niveles séricos de MDA por
encima de 3,37 nmol/ml se asociaron con la mortalidad después de un afio del TH (OR=
5,38; IC del 95% = de 1,580 a infinito, p = 0,007) ajustado por la edad del donante
(tabla 14).
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Tabla 14. Andlisis exacto de regresion logistica como predictor de mortalidad a un afio

después del Trasplante hepdtico por Carcinoma Hepatocelular.

ANALISIS EXACTO DE REGRESION LOGISTICA COMO PREDICTOR DE MORTALIDAD
A UN ANO DESPUES DEL TH POR CHC.

Predictor Odds Ratio Intervalo de Confianza al 95%  Valor de p

Valores séricos de MDA > 3.37

5.38 1.580- infinito 0.007
nmol/mL

Edad del Donante 1.04 1.003- infinito 0.04

En el analisis de la curva operativa del receptor, el area bajo la curva de valores séricos
de MDA para predecir la mortalidad a un afio del TH fue de 0.69 (IC 95%: 0.601-0.769;
p=0.005). (figura 9).
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(IC 95%: 0,60-0,77); P=0,005
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SENSIBILIDAD

Para punto de corte=3.37 nmol/ml)

Sensibilidad:80% (IC 95%: 52%-96%)
Especificidad :51% (IC 95%: 51%-70%)

Valor predictivo positivo:21% (IC 95%: 12%-34%)
Valor predictivo negativo: 95% (IC 95% : 88%-99%)
Razén de verosimilitud +:2,0 (IC 95% : 1.4-2.9)
Razén de verosimilitud -: 0,3 (IC 95%: 0.1-0.9)

20

100-ESPECIFICIDAD

Figura 9. Andlisis de la curva operativa del receptor usando los niveles séricos de MDA como

predictor de mortalidad al afio del Trasplante Hepdtico por Carcinoma Hepatocelular.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier objetivaron que los pacientes con valores
séricos de MDA mayores de 3.37 nmol/mL tenian mayor probabilidad de morir al afio
del TH (rang-log = 8.7; OR = 5.4 (IC 95 %: 1.95-15.13); p = 0.003) que los pacientes

con valores menores de MDA (figura 10).
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Figura 10. Curvas de supervivencias al aio de los pacientes Trasplantados Hepdticos por
Carcinoma Hepatocelular usando los valores séricos de MDA mayores o menores de 3.37

nmol/mL.
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;Y tenia corazén! (1890). Enrique Simonet.
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IX. DISCUSION

Una vez realizado el TH e incluso en el momento del diagnoéstico del CHC,
seria de gran utilidad, como factor predictor de recurrencia y supervivencia de los
pacientes con CHC, la determinacion de biomarcadores que se puedan relacionar con
las variables clinicas, radioldgicas y analiticas ya ampliamente estudiadas: tamafio
tumoral, los hallazgos en la pieza de anatomia patoldgica, presencia de nddulos
satélites, invasion vascular, etc.

Han sido utilizados multiples modelos de regresion logistica para predecir la recurrencia
del tumor o la supervivencia de los pacientes trasplantados. Entre ellos, algunos
relacionados con el donante: como donantes “afiosos” mayores de 60 afios, higados
marginales con severa esteatosis, donantes con diabetes mellitus e indice de masa
corporal mayor de 35 Kg/m® , pero la relacion riesgo beneficio recae justificadamente
en continuar haciendo uso de los mismos **”.

De igual forma, la respuesta a terapia locorregional, mientras estan los pacientes en lista
de espera para TH, es otro de los aspectos a tener en cuenta como predictor de
recurrencia tumoral "*®. La cuantificacion sérica de los derivados de los metabolitos
reactivos del oxigeno pueden predecir el riesgo de recurrencia de CHC después de la

reseccion quirtirgica o la RFA a3,

Ademas, el estrés oxidativo también esta
involucrado en la migracion, invasion y metastasis del CHC, prediciendo el riesgo de
desarrollarlo y la recurrencia del CHC 3% 140,

Entre los biomarcadores mas estudiados estin las AFP, fraccion reactiva de la
alfafetoproteinas (AFP-L3), y des-gamma-carboxy protrombina (DCP). La elevacion de
los mismos en el momento del diagnostico se correlaciona con la progresion de la
enfermedad y la combinacion de esos tres marcadores podria resultar un buen factor
predictivo para la supervivencia después del diagnostico 7.

La elevacion de la AFP, posterior al TH ha sido claramente relacionado con la
recurrencia de la enfermedad y peor prondstico. Valores por encima de 1000 mcg/L
antes del TH, es un claro factor pronostico de recurrencia siendo utilizado por algunos
grupos para contraindicar el TH .

Otros marcadores prondsticos recientemente implicados son la expresion de microARN,

como el miR-199a, miR-21 y miR-301 ®. Igualmente, la expresion de genes como
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HNI,RAN,RAMP3,KRT19,TAF9 se correlacionan con la supervivencia (HR=3.5;
95%CI1:1.9-6.6; P < 0.0001) @.

Otros estudios, como el de Kamiyama y colaboradores, evaluaron la N-glicosilacion de
las glicoproteinas y el CHC. Encontraron que la G2890 y la G3560 fueron relacionadas
con la recurrencia tumoral y el prondstico V.

Los pacientes con enfermedad hepatica crénica tienen una produccién aumentada de
ERO y una disminucién del depdsito y de la absorcion de las vitaminas liposolubles con
la consecuente disminucion de las defensas antioxidantes. El proceso de reperfusion
durante el procedimiento quirirgico del TH conlleva un dafio sobreafiadido cuando
sucede la re-oxigenacion del 6rgano 42

El FNT-a, una de las principales citoquinas inflamatorias, altera la integridad
mitocondrial al imitar un efecto de desacoplamiento de las células hepaticas, con
reduccion del potencial de membrana y el agotamiento de los depoésitos de ATP. El
FNT-o induce la activacion de ERO de FN-kB, entre otros genes diana dando como
resultado una mayor actividad de migracion de las lineas celulares del CHC. La
reduccion de la inflamacioén hepatica a través de los analogos de nucledtidos en la
hepatitis B y el interferon en la hepatitis C se correlaciona con la reduccion del estrés
oxidativo. Sin embargo, a pesar de toda esta evidencia, prevenir o controlar el CHC
usando antioxidantes es atn una cuestion de debate " .

Ya ha sido comentado que el estrés oxidativo conduce a la peroxidacion de compuestos
que forman las membranas lipidicas, generando una variedad de productos finales, entre
los que se encuentra el MDA.

Diferentes estudios han informado sobre la elevacion de los niveles séricos de MDA en

. . 15-17 :
pacientes con CHC comparados con sujetos sanos '*'”; y mayores concentraciones en

el tejido tumoral comparado con el tejido no afecto .

El hallazgo mas relevante del presente estudio fue una asociacion entre los niveles
séricos pre-TH de MDA vy la supervivencia a 1 afio después del mismo. Los niveles
séricos de MDA antes del TH fueron mas elevados en los pacientes fallecidos en
comparacion con los pacientes que sobrevivieron.

Igualmente observamos niveles séricos mas altos de MDA antes del TH en pacientes
con CHC que en controles sanos, lo que concuerda con los hallazgos de otros
investigadores que mostraron niveles mas altos de MDA en suero en pacientes con CHC

(143)

que en controles sanos *'7. Autores como Yeh CC y colaboradores , reportaron

altas concentraciones de MDA en pacientes con cancer de mama; mientras otros tales
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como Gonenc A, y colaboradores "*¥, lo demostraron en mama y pulmén , hallazgos
que como se comentod previamente, coinciden con los observados en nuestro estudio .

Se ha documentado una menor capacidad antioxidante y un desequilibrio en las
funciones oxidante-antioxidante en los pacientes con cancer y en el proceso de
carcinogénesis en sus diferentes etapas. La vitamina E, presente en las membranas
celulares y en las lipoproteinas plasmaticas, bloquea la reacciéon en cadena de la
peroxidacion lipidica por secuestro de los radicales peroxilo y, posteriormente,

convertirlo en tocoferol 7

. La vitamina A también puede eliminar directamente
radicales libres. Estos autores encontraron niveles disminuidos de vitaminas A y C en
sangre de pacientes con CHC asociados al VHB. La causa del mayor consumo de
antioxidantes podria explicarse por la mayor carga oxidativa en pacientes con CHC 7.
También se han documentado niveles séricos mas elevados de MDA en pacientes con
enfermedad crénica hepatica que en controles sanos "**'*®). Los autores postulan que el
dafio cronico hepatico producido por un agente desencadenante como una infeccion
viral, abuso de alcohol, sobreexposicion a metales de transicion (fuertemente
oxidantes), enfermedades colestasicas, etc. producen un aumento de las ERO. Ademas,
reivindican como factor etiopatogénico adicional: la sobreproduccion de endotoxinas
circulantes por disminucion del aclaramiento hepatico, el aumento de las mismas por
sobrecrecimiento bacteriano intestinal y el shunt portosistémico. El incremento de la
peroxidacion lipidica lo expresan por bajos niveles de antioxidantes (encontraron
valores disminuidos de o tocoferol y un defecto en la sintesis de glutation reducido).
Vali L y colaboradores hallaron un aumento de la actividad de los radicales libres,
mientras que la glutation peroxidasa y la superoxido dismutasa eritrociticas
disminuyeron significativamente en los paciente con CHC y metastasis de cancer
colorectal, cuando los comparaban con sujetos controles y pacientes con lesiones
tumorales benignas. Igualmente los niveles séricos de oligoelementos como Se, Mn y
Zn fueron menores en los pacientes con tumores. También hallaron valores menores de
ATP y de la actividad de enzimas antioxidantes. Concluyen que los pacientes con CHC
presentan una alteracion en la concentracion del ATP de los eritrocitos con cambios
concomitantes en el sistema de defensa antioxidante y que el dafio oxidativo puede
conducir a una disminucion del nivel de ATP, y en consecuencia, puede desempeiiar un

. T - i (14
papel importante en la carcinogénesis primaria y en la generacion de metastasis 47,
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Las concentraciones mas elevadas de MDA en el tejido tumoral de los pacientes con
CHC que en el tejido no tumoral, queda evidenciado por una intensificacion de la
peroxidacion lipidica y del aumento del nivel de productos finales de su peroxidacion;
actuando como un verdadero promotor de tumores y como un agente procarcinogénico
por su alta citotoxicidad ¥,

Como ya fue especificado, el TH cuando estd indicado, suele ser la mejor opcion
terapéutica para el CHC, ya que actuamos sobre la enfermedad de base (cirrosis
hepatica) y la extraccion del tumor con tasas de supervivencia del paciente al afio que
oscilan entre el 79% y el 93% (48150 1 a tasa de supervivencia al aflo en nuestro estudio
fue del 88.2% , ubicandose dentro de este rango lo que pone de manifiesto la amplia
experiencia del programa de TH del HUNSC.

En muchos pacientes con CHC no candidatos a TH o como tratamiento puente antes del
mismo o con la aplicaciéon de terapias down-staging (ya comentada), presentan
concentraciones séricas mas altas de derivados de ERO y demuestran una mayor
recurrencia de la enfermedad después del tratamiento curativo mediante ablacion por

radiofrecuencia o reseccidén quirirgica 3%

El desequilibrio resultante entre la
produccion de ERO y la actividad antioxidante desencadena el proceso de
carcinogénesis. Estudios experimentales han demostrado evidencia de que antioxidantes
dietéticos, por ejemplo, vitamina E, vitamina C, y selenio, podrian desempefiar un papel
en la prevencion del la carcinogénesis hepatica *?. Por lo tanto, en un futuro se podrian
desarrollar diversos ensayos de intervencion para examinar si la suplementacion con
antioxidantes disminuye los niveles séricos de derivados de ERO. En este sentido, en
los pacientes con CHC existe un aumento de la actividad de una enzima antioxidante
denominada superdxido dismutasa mitocondrial (manganeso dependiente), que podria
servir como un potencial biomarcador para la misma “*. La demostracion de derivados
de ERO, podrian ser utilizados para evaluar a pacientes con alto riesgo de recurrencia de
CHC, y aquellos en los que se objetivan un aumento de los mismos se podria plantear

un seguimiento mas estrecho posterior al tratamiento a3,

Liu, C. y colaboradores "*¥

, publicaron en el afio 2003 una serie con 18 pacientes con
CHC a los cuales les determinaron diferentes marcadores de oxidacion: peroxidacion
lipidica, capacidad antioxidante total, bilirrubina total y ¢xido nitrico, y elaboraron una
ecuacion donde se relacionaba la peroxidacion lipidica con la capacidad antioxidante

total con una precision del 100% en el grupo de vivos y del 83.3% para los fallecidos.
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Concluyeron que valores elevados en el plasma de marcadores de peroxidacion lipidica
en pacientes con CHC son mayores en los fallecidos que en los pacientes vivos.

Como hemos mencionado anteriormente, queda demostrado mediante multiples
estudios la relacion entre diferentes marcadores de estrés oxidativo y la presencia de
CHC; sin embargo por nuestro conocimiento, el presente estudio es el primero que
revela el dato de niveles mas bajos de MDA en el suero de los pacientes antes del TH en
los sobrevivientes que en los que no sobrevivieron 1 afio después del mismo. Ademas,
es el primero en establecer una asociacion entre los niveles séricos de MDA antes del
TH y 1 aflo de supervivencia después del trasplante.

Estos hallazgos son consistentes con los resultados de estudios previos de
investigadores espafioles que informaron una asociacion entre los niveles de MDA
circulantes y la mortalidad en pacientes con traumatismo craneo encefalico grave (TCE)
(159 estudio multicéntrico en seis unidades de Medicina Intensiva de hospitales
espafioles, con un tamafio muestral considerable: 100 pacientes con TCE grave y 75
controles. El analisis de supervivencia mostr6 que los pacientes con niveles séricos de
MDA superiores a 1.96 nmol / ml presentaron un aumento de la mortalidad a los 30 dias
que los pacientes con niveles mas bajos (indice de riesgo = 3.5; IC del 95% = 1.43-8.47;
p <0.001); estableciendo una asociacion entre los niveles séricos de MDA y la
mortalidad temprana. Resultados similares fueron encontrados en pacientes con infarto

cerebral (1 asn,

y con sepsis
Nuestros hallazgos, en conjunto, confirman la hipétesis inicial planteada indicando que
la alteracion del estado oxidativo puede ser de gran importancia fisiopatologica en
pacientes con CHC sometidos a TH. Los niveles circulantes mas altos de MDA en
pacientes con CHC que en controles sanos, y en pacientes no sobrevivientes de un afio
que en pacientes sobrevivientes, nos indican que presentan una mayor peroxidacion de
lipidos debido a la sobreproduccion de ERO y ERN causadas por un desequilibrio entre
los sistemas pro-oxidantes y antioxidantes.

En este sentido, varios factores se han relacionado con un peor prondstico en pacientes
con CHC sometidos a TH, como el tamafio del tumor, el nimero de tumores, el grado
de diferenciacion celular, la invasion microvascular hepatica, la invasion macrovascular
hepética, los niveles séricos de AFP, los criterios fuera de Milan y la infiltracion del

tejido subyacente & 1% 159

, ademas de otros marcadores ya nombrados y explicados.
Sin embargo, en nuestra investigacion solo encontramos diferencias en la edad del

donante de higado, que fue menor en los pacientes supervivientes en comparacion con
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los no sobrevivientes un aflo después de la TH (tabla 14): OR = 1.04; IC del 95% = de
1,003 a infinito, p = 0,04.

En base a los hallazgos ampliamente recogidos en la literatura, el desarrollo de
farmacos moduladores del estado oxidativo podrian ser una nueva clase de tratamientos
para pacientes con CHC sometidos a TH. En este orden de ideas, destacamos:

En modelos experimentales animales el uso de diferentes agentes antioxidantes en la
sepsis reducen los niveles de MDA (3% 190162 1 oq antioxidantes podrian neutralizar la
toxicidad de los radicales de oxigeno y metabolitos reactivos de oxigeno . En este
contexto, la melatonina, producida por la glandula pineal es un potente antioxidante y
con capacidad para eliminar radicales libres; podria desempefiar un papel importante
como protector en las etapas iniciales y avanzadas de diversas enfermedades, con una
patogenia donde esté involucrada el dafio por metabolitos reactivos de oxigeno.
Ademas, la melatonina puede atravesar todas las membranas bioldgicas. Cuando
alcanza su mayor concentracion en el nicleo de la célula, protege el ADN de los
radicales libres inducido por las radiaciones ionizantes. También tiene efectos sobre la
hematopoyesis mediante la estimulacion de citocinas o actuando directamente sobre
células progenitoras (linfocitos B, monocitos, NK). Los autores demostraron que la
melatonina revirti6é claramente los agentes oxidantes y el dafio microscopico, valorando

. . . -
sus efectos protectores contra la oxidacion inducida por la sepsis !*¢).

(163-165)

También se han empleado agentes antioxidantes en TCE En estudios

experimentales en conejos y ratas, la melatonina protege contra los cambios oxidativos
mediados por radicales libres en el tejido cerebral, al aumentar la cantidad y la actividad
de las enzimas antioxidantes y, en particular, reducir la peroxidacion lipidica.

En la asfixia neonatal ‘*®, aumentando la eficiencia del transporte de electrones

(167), (168)

mitocondriales. En la sepsis neonatal ; adultos quemados , administrando como

antioxidantes vitaminas E y C, sulfato de zinc, alopurinol, melatonina y N-acetilcisteina.

(169-171)

Pacientes con ictus isquémico agudo , a los que les administraron suplementos

con complejo de vitamina B inmediatamente después del infarto, se observd que las

vitaminas hidrosolubles también puede tener efectos antioxidantes. En el TCE 72,

que
conlleva a una alteracion de la membrana celular, inflamacion y necrosis,
desencadenado por activacion de la cascada del acido araquidoénico y la peroxidacion
lipidica, oxidacion de proteinas y lesion del ADN; el grupo suministré un farmaco

neuroprotector como el sulfato de amantadina, agonista de la dopamina, y su eficacia se
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ha demostrado no sé6lo en pacientes con Parkinson, sino también en personas con GSC
bajo por un TCE.

En relacion a la reduccion de la mortalidad, la administracion de diferentes agentes
antioxidantes, ha sido plasmada en diversos ensayos clinicos con pacientes adultos con
quemaduras *” y TCE 2.

Se ha sugerido el papel potencial del estado oxidativo en la hepatocarcinogénesis y el

uso de farmacos con efectos antioxidantes para prevenir el desarrollo de CHC en

pacientes con enfermedad hepatica cronica (119 Entre ellos tenemos:

La Metformina: Medicamento antidiabético, pero también con funcién antioxidante,
mediante el aumento de los niveles intracelulares de AMP después de activar la AMP
quinasa (AMPK: serina-treonina quinasa que actia como sensor de energia en las
células eucarioticas) ‘7. La AMPK se activa por un aumento en la proporcion de AMP
/ ATP celular en condiciones de hipoglucemia, hipoxia, isquemia y golpe de calor. Su
activacion suprime la proliferacion celular en células no malignas y malignas mediante
la regulacion del ciclo celular, la apoptosis, la autofagia y la inhibicion de la sintesis de

- 174
4cidos grasos 7Y,

La p-AMPK se encuentra disminuida en los pacientes con CHC y
sugiere mal prondstico. La adicién de metformina a las lineas celulares del CHC activa
la AMPK, e inhibe el crecimiento del tumor. Igualmente bloquea el ciclo celular, la
apoptosis y la produccién de IL-6. Sin embargo, a pesar de los efectos explicados,
ensayos aleatorios controlados no han mostrado aun sus efectos significativos. En
pacientes con diabetes y CHC tratados con RFA, la metformina redujo la aparicion de
CHC y muerte relacionada con el mismo 7,

Vitamina E: La AASLD (American Association for the Study of Liver Diseases)
recomienda tratar la EHNA con vitamina E en una dosis de 800 UI / d. Esta
recomendacion se basa en un estudio aleatorio de dos afios que demostr6 una mejoria de
las cifras de transaminasas, pero que sin embargo, no demostrd una mejoria en la
fibrosis hepatica .

Pioglitazona: Agonista del receptor de peroxisoma-proliferador- activado gamma
(PPARY) an, Regula el metabolismo de los lipidos y su activacion suprime la
peroxidacion lipidica hepatica, reduce la produccion de citoquinas proinflamatorias
hepéticas, ENT -a ¢ IL-6 7. Su uso est4 indicado como un antioxidante para tratar la
EHNA ‘"™ aunque no se comprobé una mejoria en la actividad histolégica.

Hidrogeno: El hidrogeno molecular (H,) tiene efectos antioxidantes potentes y

(89)

selectivos, eliminando los radicales hidroxilo toxicos Puede penetrar en las
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membranas bioldgicas, difundirse en el citosol y alcanzar facilmente el nticleo donde
puede proteger el ADN nuclear y prevenir el dafio mitocondrial. Estudios realizados en
ratones, el hidrogeno es eficaz contra el CHC inducido por dietilnitrosamina asociado a
diabetes tipo 1 y EHNA (7.

L-carnitina: nutriente esencial que convierte la grasa en energia en las mitocondrias y
mejora el dafio hepatico. Actlia como un transportador de acidos grasos a través de la
membrana mitocondrial jugando un papel importante en el metabolismo de los lipidos,
ya que es un cofactor esencial para la f-oxidacion de los acidos grasos al facilitar el
transporte de los acidos grasos de cadena larga y su capacidad para activar la carnitina
acil-transferasa, (enzima clave en la oxidacion de los acidos grasos) ®) La
suplementacion con L-carnitina puede mejorar los niveles de glucosa en plasma en
pacientes con EHNA, perfiles lipidicos y manifestaciones histologicas "*”. Sin embargo
se precisan mas ensayos clinicos y con poblaciones mayores para evaluar los efectos de
la L-carnitina en la hepatocarcinogénesis.

Se ha informado de compuestos naturales como el resveratrol, presente en las uvas y el
vino tinto, que presenta propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, y podrian
desempefiar un papel importante en la proteccion del higado contra las neoplasias
inducidas por carcinégenos; previniendo la tumorogénesis hepatica inducida por
dietilnitrosamina (DENA) en ratas 181182,

Dentro de todo este contexto, estd claramente demostrado los efectos del estrés
oxidativo en la hepatocarcinogénesis, y que la determinacion de los biomarcadores
oxidativos en el plasma puede ayudar a predecir el prondstico esperado con el TH;
sabiendo que los organos son un bien limitado y preciado, por lo que se debe
condicionar su uso a pacientes con una clara supervivencia.

Clasicamente se han utilizado como variables prondsticas, factores macro-morfologicos
medidos antes del TH para estimar los resultados: tamafio tumoral, nimero de tumores,
grado de diferenciacion celular, invasion microvascular y macrovascular hepatica,
criterios de Milan y el grado de infiltracion entre otros.

Como se ha explicado previamente el mas frecuentemente analizado es el valor sérico
de AFP. Sin embargo, han sido publicados diversos estudios con valores elevados en
sangre previos al TH de otros biomarcadores, relacionandolos con la supervivencia del
paciente. Entre ellos tenemos: MDA *% que motiv6 la realizacién del presente estudio
y que abri6 una linea de investigacion en la determinacion de biomarcadores en el CHC

previo al TH en el HUNSC; la CAT (Capacidad Antioxidante Total) **9; CCCK-18
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(Serum Caspase-Cleaved Cytokeratin-18) *%; sCD40L (forma soluble del CD40L)
(186). sustancia P 7 ; pCR 135189, VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial vascular)
(1%, RNL (Relaciéon Neutrofilo Linfocito) ¢V y RPL (Relacion plaquetas linfocitos)
(9D en sangre; alta expresion del ARNm de h-TERT (ARN mensajero Human
telomerase reverse transcriptase) y DKK1 (Dickkopf-1) "®?. Ademas, se ha encontrado
una asociacion entre el aumento de la recurrencia del CHC y los altos niveles en sangre
de Desgamma-carboxi protrombina % ') y la alta expresion del CHC de GPC-3
(Glipicano 3) "*, E-cadherina "°*® y beta-catenina .

Los estudios clinicos y epidemioldgicos realizados en diversos lugares de la geografia
mundial han demostrado que el CHC supone una elevada tasa de morbimortalidad con
un elevado coste econdmico. Los avances cientificos en el conocimiento de su
fisiopatologia, el diagndstico precoz y la ejecucion de tratamientos basados en
protocolos durante las diferentes fases del proceso de la enfermedad, entre los que se
encuentra el TH, han demostrado beneficios clinicos inobjetables. Ademas, la
distribucion de los recursos de una manera coste-efectiva, es una parte esencial en la
gestion de los servicios de salud.

El descubrimiento de esta serie de biomarcadores ya comentados en la deteccion,
prondstico, riesgo de recurrencia, etc..., han sido de gran utilidad para los facultativos
que se enfrentan en su practica clinica diaria con esos pacientes. La deteccion de un
biomarcador, como el desarrollado en la presente tesis, podria proporcionar una vision
muy atractiva en la optimizacion de la terapéutica aplicada. La revision de los estudios
publicados en los pacientes con enfermedad cronica avanzada y CHC, objetivando un
aumento de la actividad oxidativa, mediante la peroxidacion lipidica demostrada por los
niveles elevados de MDA junto con los resultados obtenidos por nuestro equipo con
valores de MDA por encima de 3.37 nmol/mL podria ser una de las claves para
predecir el riesgo de muerte al afio del TH, siendo por ello una aportaciéon novedosa de
esta tesis doctoral. Sin embargo, no podemos olvidar, que se precisan de nuevos
estudios con mayor nimero de pacientes, un disefio prospectivo y multicéntrico.
También es importante decir, que con la irrupcién de los nuevos farmacos para el
tratamiento del VHC, la respuesta viral sostenida viene asociada a una disminucion de
la mortalidad y progresion de la fibrosis; por lo que a la larga la necesidad del TH por
esta causa ira en descenso. Para el valor de corte comentado, la sensibilidad de la prueba
fue del 80%, la especificidad del 61%, el VPP fue del 21% y el VPN del 96%.

Finalmente comentar, que como los pacientes fallecidos al afio del TH mostraron
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niveles mas altos de MDA en el suero antes del trasplante que los pacientes
sobrevivientes, se podria plantear la realizacion de diferentes ensayos clinicos con el
uso de medicamentos con efectos antioxidantes con la finalidad de aumentar la

supervivencia, especialmente en aquellos con un estado oxidativo mas alto.
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Leccion de anatomia del Doctor Nicolaes Tulp (1632). Rembrandt.
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X. LIMITACIONES

El presente trabajo cuenta con ciertas limitaciones:

1. Al tratarse de un estudio unicéntrico, los resultados no pueden ser extrapolados a
pacientes de otros centros.

2. La determinacién de otros biomarcadores relacionados con el estado oxidativo,
podria ser adecuado realizarse para evaluar mejor los resultados.

3. Otros factores potencialmente confusos no relacionados con la enfermedad (por
ejemplo, la dieta) podrian haber afectado los niveles séricos de MDA. El
tratamiento previo del CHC mediante terapia de ablacion local con RFA, TACE,
etc..., también podrian haber afectado los resultados.

4. La asociacion que encontramos entre los niveles elevados de MDA en suero y la
reduccion de la supervivencia no implica necesariamente causalidad y no hemos
analizado el impacto de los moduladores de farmacos del estado oxidante. Por lo
tanto, los medicamentos antioxidantes pueden no afectar el pronostico.

5. Al ser un numero pequeiio proporcionalmente de pacientes fallecidos, no
pudimos cruzar mas variables que son claramente predictivas de aumento de la
mortalidad post-TH ni estimar la mortalidad a los tres, cinco y diez afios.

6. Del donante hepatico, s6lo recogimos como variable de estudio la edad, pero es
bien conocida la existencia de otras variables pronosticas como la causa de

muerte del donante, niveles séricos de sodio, comorbilidades, etc.
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XI. CONCLUSIONES

1. Los pacientes con carcinoma hepatocelular que sobreviven y fallecen durante el
primer afio del trasplante hepatico presentan niveles séricos mas elevados de

malondialdehido que los sujetos sanos.

2. Los pacientes con carcinoma hepatocelular que fallecen tienen niveles séricos

mas elevados de malondialdehido que los que sobreviven.

3. De las variables clinicas, s6lo la edad del donante se relacion6 con la

supervivencia al afio del trasplante hepatico.

4. Los niveles séricos de malondialdehido pueden ser utilizados como un
biomarcador para predecir la supervivencia durante el primer afo del trasplante

hepatico.

5. En base a los resultados del presente trabajo y como linea futura de
investigacion apoyada en los resultados obtenidos, seria interesante la
realizacion de ensayos clinicos mediante la aplicacion de agentes antioxidantes
con el propdsito de intentar mejorar el estado oxidativo y, por ende, la
supervivencia de los pacientes con carcinoma hepatocelular sometidos a

trasplante hepatico.
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XIII. ACRONIMOS

AA: Acido Araquidénico.

AASLD: Asociacion Americana para el Estudio de Enfermedades Hepaticas.
AEEH: Asociacion Espaiiola para el Estudio del Higado.

AFP: Alfafetoproteina.

AFP-L3: Fraccion reactiva de la alfafetoproteina.

ALT: Alanina Aminotransferasa.

AMPK: AMP quinasa.

ATP: Adenosin Trifosfato.

BLCC: Barcelona Liver Clinic Cancer.

CHC: Carcinoma Hepatocelular.

COX: Ciclooxigenasas.

CXCL10: Interferon (IFN)-gamma-inducible proteina 10. C-X-C motif chemokine 10.
DCP: Des-gamma-carboxiprotrombina.

EASL: Sociedad Europea para el Estudio del higado.

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.

EHGNA: Enfermedad grasa hepatica no alcohdlica..

EHNA: Esteato hepatititis no alcohdlica.

EORTC: Organizacién Europea para la Investigacion y Tratamiento del Cancer.
ERN: Especies Reactivas de Nitrogeno.

ERO: Especies Reactivas de Oxigeno.
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FNkB: Factor nuclear kappa B.

GABA: Acido gamma- aminobutirico.

GCS: Glasgow Coma Score.

GPVH: Gradiente de Presion Venosa Hepatica.
GSH: Glutation.

HTP: Hipertension Portal.

HUNSC: Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria.

IC: Intervalo de confianza.

IL: Interleucina.

INR: International Normalized Ratio.
LI-RADS: Liver Imaging Reporting and Data System.
LOX: Lipoxigenasas.

LPS: Lipopolisacaridos.

MDA: Malondialdehido.

MELD: Model for End-stage Liver Disease.
Nox2: NADPH oxidasa 2.

OH-: Radical Hidroxilo.

OR: Odds Ratio.

PEI: Inyeccion Percutanea de Etanol

PL-A; : Fosfolipasa-A,.

PMN: Polimorfonucleares.

RFA: Radiofrecuencia.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
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ROC: Curva caracteristica operativa de receptor.
RTL4: Receptor Toll 4.

SEOM: Sociedad Espaiiola de Oncologia Médica.
SERAM: Sociedad Espafiola de Radiologia Médica.
SERVEI: Sociedad Espafiola de Radiologia Vascular e Intervencionista
SETH: Sociedad Espafola de Trasplante Hepatico.
SOD: Superoxido dismutasa.

STATS3: Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3.
TAC: Tomografia axial computarizada.

TACE: Quimioembolizacion Transarterial.

TARE: Radioembolizacion Transarterial.

TCE: Traumatismo Craneo Encefalico.

TH: Trasplante Hepatico.

TIPS: Transjugular Intrahepatic Portosystemic Shunt.
UCSF: Universidad de California San Francisco.
UNOS: United Network por Organ Sharing.

VHB: Virus de la Hepatitis B.

VHC: Virus de la Hepatitis C.

VHD: Virus de la Hepatitis D.

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana.

Y90: Itrio90.

8-0x0-dG: 8-dihidro-2'-desoxiguanosina.
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XIV. ANEXOS
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1. Documento de Priorizacion en Lista de Espera de Trasplante Hepatico del
HUNSC.
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. TRASPLANTE HEPATICO

. MACROPROCESO: GESTION DEL TRASPLANTE HEPATICO
Servicio Canario de la Salud Fecha: 05/07/16
HOSPITAL UNIVERSITARIO

wirasua oecavears | HT_ PRIORIZACION EN LISTA DE TRASPLANTE HEPATICO et

1. OBJETO

Describir el proceso de priorizacion en lista de espera de candidatos a Trasplante Hepatico (THO).

2. ALCANCE
Todos los candidatos a THO incluidos en lista de espera.

3. RESPONSABILIDAD

El Comité de Seleccién de candidatos a Traspl Hepético decidira la inclusién o no, de pacientes en la lista de

P

espera en nuestra CCAA. Los pacientes objeto de discusion son todos aquellos presentados al Comité por médicos
especialistas, de los centros sanitarios del Servicio Canario de Salud, dedicados al tratamiento de las enfermedades
hepéticas. Antes de su inclusién en Lista de Espera todos los pacientes deber ser evaluados por el Servicio de Aparato

Digestivo del HUNSC y deberan tener completo el protocolo de evaluacién de candidatos, vigente en nuestro hospital.

4. METODOLOGIA
1. PRIORIZACION POR CIRROSIS E INSUFICIENCIA HEPATICA:

Se aplicaré el indice MELD y se ordenardn los candidatos segin esta cifra. A igualdad del MELD, se aplicara el
tiempo en lista de espera.

Actualizaciones:
* Repetir cada 3 meses en pacientes con MELD <17.
* Repetir cada mes en pacientes con MELD > 17.

* En pacientes hospitalizados, se pueden realizar actualizaciones mas frecuentes si se produce un

empeoramiento de la funcién hepética, segin criterio del médico y del Comité de Trasplante Hepatico.
2. PRIORIZACION POR HEPATOCARCINOMA
a) Hepatocarcinoma de bajo riesgo
Definicién: Hepatocarcinoma tinico menor de 3 cm con alfafetoproteina menor de 200 ng/ml.

Se aplicarda un MELD 15 que no se modificaré en los primeros 6 meses. A partir de 6 meses en lista de espera

se subird 1 punto por cada 2 meses hasta un maximo de 23 puntos.

Si en lista de espera, el tumor pasa a ser de alto riesgo, a partir de ese momento pasara a 18 puntos (salvo que

tenga ya mas puntos) y se tratard como de alto riesgo (sin tener en cuenta los meses previos de lista de espera).
Si el MELD por insuficiencia hepética es mayor, prevalecera sobre el hepatocarcinoma.
b) Hepatocarcinoma de alto riesgo.
Definicién:
* Hepatocardinoma tnico >3 cmy <5 cm

* Hepatocarcinoma multiple (< 3 nédulos de <3 cm) o
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O TRASPLANTE HEPATICO
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. MACROPROCESO: GESTION DEL TRASPLANTE HEPATICO &
Servicio Canario de la Salud Fecha: 05/07/16 [
rawskavicanoiasa | HT_ PRIORIZACION EN LISTA DE TRASPLANTE HEPATICO |

| Rev: 01
* Alfafetoproteina mayor de 200 ng/ml.

Se aplicard un MELD 18 a su entrada en lista y posteriormente se subird un punto por cada 2 meses hasta un

maximo de 23 puntos.
Si el MELD por insuficiencia hepética es mayor, prevalecera sobre el hepatocarcinoma.
3. EXCEPCIONES AL MELD
a) Ascitis refractaria: No se aplica prioridad salvo por hiponatremia.
La hiponatremia debe documentarse:
* Almenos en dos determinaciones repetidas con mas de 1 semana de separacion. Se utilizara la menor.
* Sin diuréticos

* Sin factor d d blecido

En estos casos se aplicaré la siguiente formula:
* MELD-Na=MELD-Na- [0.025x MELD X (140-Na)]+140; estableciendo un Na entre los limites de
125 y 140 meq/l. (Kim WR.NEJM 2008; 359:1018)

b) Sindrome hepatorrenal: En los casos de sindrome hepatorrenal tipol, aunque la utilizacién de
vasocontrictores conlleve una disminucién en la creatinina, se utilizard la creatinina mayor para la
determinacién de MELD.

c) Encefalopaia hepatica: No prioridad salvo casos muy excepcionales aprobados por el Comité de Trasplante
Hepatico. En estos casos se aplicaria el sistema MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.

d) Hemorragia digestiva alta por hipertensién portal: No prioridad salvo casos muy excepcionales aprobados
por el Comité. En estos casos se aplicaria el sistema MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.

e) Enfermedad poliquistica: No prioridad salvo desnutricion muy severa. Se aplicard el sistema MELD
asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.

f) Sindrome hepatopulmonar: Se priorizaran aquellos pacientes que presenten una hipoxemia demostrada
menos de 60 mmHg. En estos casos se aplicaria el sistema MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.

g) Hipertensién portopulmonar: Se priorizaran aquellos pacientes cuya presion media en la arteria pulmonar
sea mayor de 35 mmHd (por medicién directa) y resistencia vascular periférica aumentada. El trasplante
estara contraindicado con pacientes con >45 mmHg (a pesar de tratamiento).

h) Budd-Chiari: No prioridad. Si es crénico se prioriza por MELD. Utilizar el altimo INR antes de la
instauracién de la anticoagulacion oral. Si es FHF, seguir criterios generales de Urgencias 0.

i) Prurito refractario a tratamiento médico: No prioridad salvo casos excepcionales aceptados por el Comité.
En estos casos se aplicard el MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.

j) Hiperoxaluria primaria: Priorizar si existe una biopsia hepatica diagnéstica e insuficiencia renal. En esos

casos se aplicard el MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.
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k) Polineuropatia amiloidética familiar: Si se trata de un trasplante en dominé, adjudicar el MELD del
receptor a su higado

1) Fibrosis quistica: No priorizar salvo casos de enfermedad pulmonar severa con FEVI<40%. En estos casos se

aplicard el MELD asignado al hepatocarcinoma de alto riesgo.
m) Colangiocarcinoma: No priorizar. Contraindicado el trasplante salvo protocolos experimentales.

n) Colangitis agudas recurrentes: Priorizar s6lo en casos severos con bacteriemias demostradas recurrentes a
pesar de profilaxis, complicaciones sépticas a distancia, estenosis no subsidiarias de tratamiento endoscépico
etc.

0) Tumores raros y enfermedades metabéicas inusuales: Evaluar caso a caso.

4. CRITERIOS EXCLUSION THO PROCEDENTES DE DONANTES EN ASISTOLIA

En el momento de la decision de su inclusion en lista de espera se valorara si presenta alguno de los siguientes
criterios de exlusion recomendados por el protocolo nacional de donacién y THO en donacién en asistolia controlada
publicado en agosto de 2015 y elaborado por el grupo de trabajo conformado por equipos de THO ional,

3,

coordi es de trasplante y/o ONT.

1.- Retrasplante Hepdtico

2.- Antecedentes de cirugia extensa de compartii supr lico.

3.- Candidatos con Trombosis Portal Grado III o grado IV

4.- Obesidad Morbida (IMC mayor de 40)

5.- Receptor arioso o mala situacion funcional con indice de MELD elevado.
6.- Fallo hepdtico fulminante y/o urgencia cero

7.- Colangitis esclerosante primaria.

5. VIRUS DE HEPATITIS C.

Los pacientes con VHC e indicacion de THO serdn incluidos en lista de espera tras un mes de carga viral negativa,
basdndonos en el articulo que se utiliza en todas las guias como referencia para ello: “Curry MP, et al. Sofosbuvir
.

and ribavirin prevent recurrence of HCV infection after liver tr
2015™.

: an open-label study. Gastroenterology
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2. Informe Dictamen Protocolo Favorable del Comité de Etica Asistencial del
HUNSC.
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Informe Dictamen Protocolo Favorable

- Pl Biomédica
. C.P. MO - C.I. PI-33/15
Servicio (dlh.l(lﬂ (I“' l.m Salud
' e 30 de julio de 2015

CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

Carmen Mora Fernandez
Secretaria en funciones del CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

CERTIFICA
19, Que el CEIC Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria en su reunion del dia 28/07/2015, acta 07/15
ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

Titulo: "Influencia de la Inflamacién, Coagulacion Oxidacion y Apoptosis en el pronéstico de los pacientes

trasplantados hepaticos por Hepatocarcinoma !

Cédigo Interno: PI-33/15 )
Investigador principal: SERGIO RODRIGUEZ RAMOS

20, Considera que:
- Se respetan los principios éticos basicos y es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento

informado.

Se cumple la legislacion aplicable.

30, por lo que este CEIC emite un Aprobado

Lo que firmo en Santa Cruz de Tenerife, a 30 de julio de 2015

Fdo:

/- & \
P N
oG o i

L :
Secretaria en funciones del CEIC Hospital-Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria

Carmen Mora Fernandez R
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3. Consentimiento Informado para Participar en el Estudio.
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CONSENTIMIENTO POR ESCRITO PARA PARTICIPAR EN ESTUDIO
DECLARO QUE:

Me ha sido solicitada autorizacion para que el paciente participe en el estudio
titulado “Influencia de la Inflamacion, Coagulacién, Oxidacién y Apoptosis
en el pronostico de los pacientes trasplantados hepaticos por
Hepatocarcinoma”.

EL cancer hepético es una enfermedad grave y mortal. El trasplante hepatico al
que Ud fue sometido se realizd con intenciéon curativa. En este estudio
pretendemos medir una serie de marcadores en una muestra de suero que
almacenamos y congelamos al momento de hacerle el trasplante y que forma
parte del protocolo de actuacion en este Centro.

Estos marcadores pueden estar elevados segun la gravedad del Cancer. En
este estudio pretendemos medir sus valores antes del trasplantes y
relacionarlos con la evolucion clinica después del mismo. Su colaboracién
puede ser util para ello y permitiria en un futuro detectar los enfermos que
tienen mas riesgo de desarrollar una desfavorable evolucion y aplicarles un
tratamiento mas adecuado.

Ha sido solicitada por el medico especialista Dr. D.
miembro del equipo de investigacion del estudio, quien me ha informado del
objetivo y de la metodologia del estudio “Influencia de la Inflamacion,
Coagulacion, Oxidacion y Apoptosis en el prondstico de los pacientes
trasplantados hepaticos por Hepatocarcinoma”.

O Autorizo el empleo de datos contenidos en la Historia Clinica para los fines
del estudio de investigacion segin me han explicado anteriormente. Este
analisis puede servir para un mayor conocimiento de la enfermedad y las
complicaciones con ella asociadas. También entiendo que:

1. Estos datos se emplearan de forma andénima y que mi identidad no sera
relacionada con ellos en ningln caso.

2. Su uso se restringira a las estrictas necesidades de este estudio.

3. Si doy mi consentimiento ahora, tengo el derecho a rescindirlo en
cualquier momento, sin que medie la necesidad de brindar explicacién
alguna.

4. Si no doy mi consentimiento ahora, o si lo otorgo y lo rescindo en
cualquier momento futuro, esto no traera como consecuencia, en forma
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alguna, un detrimento en la calidad de trato y atencién brindada por los
miembros del equipo sanitario hacia mi persona.

5. Me asiste el derecho a obtener, y a los responsables del estudio la
obligacién de brindarmela, cualquier informacion relacionada con el uso
que estén dando a los datos de la Historia Clinica, si asi lo considerase
oportuno.

O Autorizo al uso del suero de archivo segin me han explicado anteriormente.
Este andlisis puede servir para un mayor conocimiento de la enfermedad y las
complicaciones con ella asociadas. Entiendo que puedo retirar mi
consentimiento en cualquier momento. Ademas, cuando los resultados hayan

sido completados, si queda muestra de suero no usado:

O Este pueda ser usado en un futuro para otros proyectos de investigacion

relacionados con mi enfermedad.

[ Este NO pueda ser usado en un futuro para otros proyectos de investigacion

relacionados con mi enfermedad.

Paciente o Responsable Legal Médico
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Articulo de Publicacién “Association between Pre-Transplant Serum
Malondialdehyde Levels and Survival One Year after Liver Transplantation for
Hepatocellular Carcinoma” .
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Abstract: Previous studies have found higher levels of serum malondialdehyde (MDA) in
hepatocellular carcinoma (HCC) patients compared to healthy controls and higher MDA
concentrations in tumoral tissue of HCC patients than in non-tumoral tissue. However, the association
between pre-transplant serum levels of MDA and survival in HCC patients after liver transplantation
(LT) has not been described, and the aim of the present study was to determine whether such an
association exists. In this observational study we measured serum MDA levels in 127 patients before
LT. We found higher pre-LT serum MDA levels in 15 non-surviving than in 112 surviving patients
one year after LT (p = 0.02). Exact binary logistic regression analysis revealed that pre-LT serum levels
of MDA over 3.37 nmol/mL were associated with mortality after one year of LT (Odds ratio = 5.38;
95% confidence interval (CI) = from 1.580 to infinite; p = 0.007) adjusting for age of the deceased
donor. The main finding of our study was that there is an association between serum MDA levels
before LT for HCC and 1-year survival after LT.

Keywords: MDA; hepatocellular carcinoma; liver transplantation; mortality; outcome

1. Introduction

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most frequent primary malignancy in the liver, one of the
most frequent malignancies and the second most frequent cause of cancer-related death in the world.
Globally, there are approximately 600,000 new diagnoses of HCC each year and 750,000 deaths due
to HCC. Liver transplantation (LT) is generally considered the treatment of choice for selected HCC
patients since the primary tumor is removed and liver failure is treated [1-10].

Int. . Mol. Sci. 2016, 17, 500; doi:10.3390/ijms17040500 www.mdpi.com/journal/ijms
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Oxidative state has been suggested to play a role in the progression of chronic liver disease and in
hepatocarcinogenesis. In addition, different antioxidant drugs have been shown to modulate oxidative
stress and prevent the appearance of HCC [11-14].

Oxidative stress leads to peroxidation of membrane lipids, and this process generates a variety of
end products, including malondialdehyde (MDA). MDA is a low-molecular weight aldehyde produced
by the attack of free radicals to polyunsaturated fatty acids during cellular membrane phospholipid
degradation. It is released into extracellular space and finally reaches the bloodstream. Thus, MDA
has been used as a lipid oxidation biomarker [15,16].

Previous studies have reported higher serum levels of MDA in HCC patients than in healthy
controls [17-19], and higher MDA concentrations in tumoral tissue of HCC patients than in
non-tumoral tissue [20]. However, the association between pre-transplant serum levels of MDA
and survival of HCC patients after liver transplantation (LT) has not been previously reported, and the
objective of the present research was to study whether such an association exists.

2. Results

We found higher serum levels of MDA in both surviving and non-surviving patients at 1 year
after LT for HCC than in healthy controls (p < 0.001, Figure 1). There were no significant differences in
age or gender between patients and controls (Table 1).

p < 0.001
p= 002
5.
p < 0.001
4
jry
E
S 3
£
£
3
= 27
"I [%
° 1 T T
Controls Survivors  Non-survivors
Median 1.06 295 3.66
(P2s-P75)  (072-151) (233-401) (3.39-462)
n=80 n=112 n=15

Figure 1. Serum malondialdehyde (MDA) levels in healthy controls, and in 1-year survivors and
non-survivors undergoing liver transplantation for hepatocellular carcinoma. Pps-Py5 are percentile 25
and 75.

Table 1. Demographic characteristics of healthy controls and patients with hepatocellular carcinoma
(HCC) undergoing liver transplantation.

Demographic Characteristics Healthy Controls (2 =80) HCC Patients (2=127)  p-Value

Female gender—n (%) 18 (22.5) 20(15.7) 027
Age—median years (Pps—Ps) 56 (46-68) 58 (52-62) 071
Serum malondialdehyde levels 1.06 (0.72-1.51) 3.11(2.39-4.17) <0.001

(nmol/mL)—median (P25-P75)
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Table 2 shows demographic and clinical variables of non-surviving (n = 15) and surviving patients
(n =112) at 1 year after LT. We found no differences between non-survivors and survivors regarding
sex, age of LT recipients, ABO blood type, Child-Pugh score, model for end-stage liver disease (MELD)
score, Milan criteria, serum alpha-fetoprotein (AFP) levels, portal hypertension, number of nodules,
size of nodules, tumor differentiation, infiltration, microvascular invasion, macrovascular invasion,
pre-LT treatment or LT technique. However, non-survivors at 1 year after LT had received organs
from older deceased donors (p = 0.02) and showed higher serum levels of MDA (p = 0.02) compared
to survivors.

Table 2. Demographic and clinical characteristics of 1-year survivors and non-survivors undergoing
liver transplantation for hepatocellular carcinoma.

1.3 a s - o ge Survivors at 1 Year Non-Survivors at 1

Demographic and Clinical Cl (n=112) Year (n = 15) p-Value
Female gender—n (%) 20(17.9) 0 0.13
Age (years)—median (P55-P7s) 58 (52-62) 56 (53-62) 0.84
Age of liver donor (years)—median (Pys5-P7s) 52 (36-63) 62 (49-72) 0.02
ABO blood type—n (%)

A 53 (47.3) 6 (40.0)

B 9(8.0) 2(13.3) 087

o 45(40.2) 6(40.0) -

AB 5(45) 1(6.7)
Child-Pugh score—n (%)

A 54(48.2) 10 (66.7)

B 35(31.3) 3(20.0) 041

C 23(20.5) 2(13.3)
MELD score—median (P25-P75) 15 (11-18) 15 (15-18) 044
Inside Milan criteria previously to LT—n (%) 107 (95.5) 14 (93.3) 0.54
Inside Milan criteria after LT—n (%) 94 (83.9) 11(73.3) 0.16
Serum AFP (ng/dL)—median (Py5-Pys) 8.0 (4.0-32.0) 12.0 (4.8-164.9) 0.42
Portal hypertension—n (%) 78 (69.6) 11(73.3) 0.99
Multinodular tumor—n (%) 34(30.4) 5(33.3) 077
Nodule size (cm)—median (P5-P75) 3.0(2.0-35) 32(1.7-4.6) 0.83
Degree of tumor differentiation—n (%)

Well 84(75.0) 12(80.0)

Moderate 25(22.3) 2(13.3) 0.55

Poor 3(27) 1(67)
Infiltration—n (%) 36(32.1) 4(26.7) 077
Microvascular invasion—n (%) 24(214) 3(20.0) 0.99
Macrovascular invasion—n (%) 6(5.4) 0 0.99
Treatment prior to LT—n (%) 61 (54.1) 10 (66.7) 0.42
Transplantation technique—n (%)

By-pass 43(384) 6(40.0) 099

Piggy back 69 (61.6) 9 (60.0) -

Serum MDA (nmol/mL)—median (P»-P75)  2.95(2.33-4.01) 3.66 (3.39-4.62) 0.02

MELD = model for end-stage liver disease; AFP = alph protein; MDA = malondialdehyd,

On exact binary logistic regression analysis, serum levels of MDA above 3.37 nmol/mL were
associated with mortality after one year of LT (Odds Ratio = 5.38; 95% CI = from 1.580 to infinite;
p = 0.007) adjusting for deceased donor age (Table 3).

Table 3. Exact binary logistic regression analysis to predict mortality at 1 year after liver transplantation
for hepatocellular carcinoma.

Predictors Odds Ratio 95% Confidence Interval p-Value
Serum MDA levels > 3.37 nmol/mL 5.38 1.580-infinite 0.007
Age of liver donor (age) 1.04 1.003-infinite 0.04
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On receiver operator characteristic (ROC) analysis, the area under the curve (AUC) for serum
levels of MDA to predict death at 1 year after LT was 0.69 (95% CI = 0.601-0.769; p = 0.005) (Figure 2).

100 (-

80 -

60 -

AUC=0.69
(95% C1=0.60-0.77); p =0.005

For cut-off MDA =3.37 nmol/mL

Sensitiity:80% (95% Cl = 52%-96%)

Specificity 61% 95% Cl= 51%-70%)

Positive predicted value:21% (95% CI=12%-34%)
Negative predicted value: 96% (5% Cl=88%-99%)
Positive likelihood ratio 2.0 ©5% Cl =1.4-2.9)
Negative likelihood ratio:0.3 @5% Cl=0.1-0.9)
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Figure 2. Receiver operator characteristic analysis using serum MDA levels as a predictor of death at 1
year after liver transplantation for hepatocellular carcinoma.

Kaplan-Meier survival curves showed that patients with serum levels of MDA above
3.37 nmol/mL had a higher probability of death at 1 year after LT (log-rank = 8.7; Odds Ratio = 5.4
(95% CI = 1.95-15.13); p = 0.003) than patients with lower serum levels of MDA (Figure 3).
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Figure 3. Survival curves at 1 year in patients undergoing liver transplantation for hepatocellular
carcinoma using serum MDA levels higher or lower than 3.37 nmol/mL.
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3. Discussion

The most relevant finding of the present study was an association between pre-LT serum levels of
MDA and 1-year survival after LT. Pre-transplant serum levels of MDA were higher in non-surviving
compared to surviving patients.

We observed higher pre-LT transplant serum levels of MDA in HCC patients than in healthy
controls, which is consistent with the findings of previous investigators showing higher serum MDA
levels in HCC patients than in healthy controls [17-19], in patients with chronic liver disease than
in healthy controls [21,22], and the fact that HCC patients present higher free radical intensity in
erythrocytes than healthy controls [23]. In addition, higher MDA concentrations have been found in
the tumoral tissue of HCC patients than in non-tumoral tissue [20].

One-year survival after LT for HCC patients varies between 79% and 93% [24-27]; the survival
rate in our study (88.2%) fell within this range.

HCC patients with higher serum concentrations of derivatives of reactive oxygen metabolites
(d-ROM) present more disease recurrence after curative treatment by radiofrequency ablation or
surgical resection [28]. In addition, in patients before LT, non-survivors showed higher circulating
lipid peroxide levels than survivors [29]. To our knowledge, the present study is the first to report
lower pre-transplant serum MDA levels in survivors than non-survivors at 1 year after LT. In addition,
it is the first to report an association between serum MDA levels before LT and 1-year post-transplant
survival. These findings are consistent with the results of previous studies that have reported an
association between circulating MDA levels and mortality in patients with brain trauma injury [30],
brain infarction [31], and sepsis [32,33].

Taken together, our findings indicate that alteration of the oxidative state may be of great
pathophysiological significance in HCC patients undergoing LT. Higher circulating levels of MDA
in HCC patients than in healthy controls, and in 1-year non-survivors than in surviving patients,
represents higher lipid peroxidation due to overproduction of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) caused by the imbalance between pro-oxidant and antioxidant systems.

Various factors have been linked with worse outcome in HCC patients undergoing LT,
such as tumor size, tumor number, degree of differentiation, hepatic microvascular invasion,
hepatic macrovascular invasion, serum alpha-fetoprotein (AFP) levels, outside Milan criteria and
infiltration [7,34,35]. In the present study, however, we only found differences in liver donor age,
which was lower in surviving patients compared to non-survivors at 1 year after LT.

The development of oxidant state modulators could be a new class of treatment for patients with
HCC undergoing LT. The use of different antioxidant agents reduces MDA levels in animal models of
sepsis [36-39] and of trauma brain injury [40-42], and also in clinical trials with asphyxiated newborn
infants [43], septic newborns [44], adult burn patients [45], acute ischemic stroke patients [46-48],
and trauma brain injury [49]. In addition, the administration of different antioxidant agents reduces
mortality in clinical trials with adult burn patients [45], and trauma brain injury [49]. The potential role
of oxidative state in hepatocarcinogenesis, and the use of drugs with antioxidant effects to prevent the
development of HCC in patients with chronic liver disease have been suggested [11-14]. In addition,
since non-surviving patients at 1 year showed higher pre-transplant serum MDA levels than surviving
patients, the use of drugs with antioxidant effects could be a new treatment to improve the prognosis
of those patients, especially those with higher oxidative state.

Our present study has some limitations. First, it was a single-center study and the results may not
be extrapolated to patients treated at other institutions. Second, the determination of other compounds
of antioxidant and oxidant states could be desirable to better evaluate this balance. Third, other
potentially confounding factors not related to sickness (e.g., diet) could have affected MDA serum
levels. Fourth, the association that we found between elevated serum MDA levels and reduced survival
does not necessarily imply causality, and we have not analyzed the impact of drug modulators of
oxidant state; thus, antioxidant drugs may not impact the prognosis.
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4. Materials and Methods

4.1. Design

We performed a retrospective, observational, single-center study with prospective data collection
from 127 HCC patients undergoing orthotopic LT from brain death donors in the period between
January 1996 to August 2014 at the Hospital Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (Santa Cruz
de Tenerife, Spain). The Institutional Review Board of the Hospital Universitario Nuestra Sefiora de
Candelaria approved the study (permission code PI-33/15; persmission date 30 July 2015). Written
informed consent was provided by patients or their family members.

4.2. Variables Recorded

The variables recorded for each patient were as follows: sex, age of LT recipient, age of LT
donor, ABO blood type, Child-Pugh score [50], model for end-stage liver disease (MELD) score [51] by
hepatic function, Milan criteria [52] before and after LT, serum alpha-fetoprotein (AFP) levels, portal
hypertension (assessed clinically or by hepatic venous pressure gradient), number of nodules, size of
nodules, tumor differentiation, infiltration, microvascular invasion, macrovascular invasion, pre-LT
treatment, LT technique, and serum MDA concentrations.

4.3. End-Point

The end-point was survival at 1 year after LT.

4.4. Blood Samples and Serum Malondialdehyde Level Analysis

Serum blood samples were collected from 127 patients with HCC before LT (approximately
2 h previous to LT) and from 80 healthy controls. We used the thiobarbituric acid-reactive
substance (TBARS) method to determine serum levels of MDA levels, such as was described
by Kikugawa et al. [53]. The pink complex of samples was extracted in n-butanol. The samples
were deposited in 96-well plates and read at 535 nm using a microplate spectrophotometer reader
(Benchmark Plus, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Serum concentrations of MDA were expressed in
nmol/mL, and the assay detection limit was 0.079 nmol/mL. The coefficient of intra-assay variation
was 1.82% and the coefficient of inter-assay variation was 4.01%. All determinations were carried
out in the Physiology Department of the Medicine Faculty of La Laguna University (Santa Cruz de
Tenerife, Spain) by laboratory technicians blinded to clinical data.

4.5. Statistical Methods

Continuous variables are described as medians and interquartile ranges, and categorical variables
as frequencies and percentages. We used Mann-Whitney U test for comparisons of continuous
variables between surviving and non-surviving patients at 1 year after LT, and chi-square test for the
comparisons of categorical variables between groups. We plotted a receiver operator characteristic
(ROC) curve using serum levels of MDA as the prognostic variable and survival at 1 year after LT as the
classification variable. Youden J index was used to select the cut-off prognostic value of serum MDA
level. Youden J Index is defined as maximum (sensitivity ¢ + specificity ¢ —1), where c ranges over all
possible criterion values [54]. Graphically, Youden ] Index is the maximum vertical distance between
the ROC curve and the diagonal line. Moreover, using the positive likelihood ratio (sensitivity/
(1 — specificity)), the serum MDA level cut-off value is the same (3.37 nmol/mL). Survival analysis was
carried out using Kaplan-Meier curves, and comparisons were performed by log-rank test using serum
MDA levels lower/higher than 3.37 nmol/mL as the independent variable and survival at 1 year after
LT as the dependent variable. Exact binary logistic regression analysis was carried out to determine
the independent contribution of serum levels of MDA to predict death at 1 year after LT, controlling
for deceased donor age. Since the number of events (death) was low (n = 15), the regression analysis
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only included two predictor variables, and those variables proving significant on bivariate analysis.
We calculated odds ratio (OR) and 95% confidence intervals (CI) to measure the clinical impact of the
predictor variables. Differences with a p value < 0.05 were considered to be statistically significant. All
statistical analyses were carried out with SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) and MedCal 15.2.1
(Ostend, Belgium).

5. Conclusions

The major finding of our study was an association between serum levels of MDA before LT for
HCC and 1-year survival after LT. Serum levels of MDA before LT were higher in non-surviving
compared to surviving patients.
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RNS reactive nitrogen species

TBARS thiobarbituric acid-reactive substance
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