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INFORMACION DEL ARTiCULO RESUMEN

Historia del articulo: La seleccién de pacientes con hepatocarcinoma para el trasplante hepatico es susceptible
Recibido el 22 de marzo de 2009 de mejorarse. Uno de los métodos propuestos para lograr este objetivo consiste en la
Aceptado el 17 de noviembre de 2009 incorporacién al algoritmo decisorio de factores pronéstico de agresividad tumoral. Los
On-line el 13 de enero de 2010 procedimientos que permitirian valorar esta caracteristica pueden agruparse en 3

categorias: a) biomarcadores séricos; b) respuesta a la quimioembolizacién, y c) datos de
la histologia tumoral. En este estudio de revisién se analizan los datos disponibles acerca
de la utilidad de cada uno de estos tipos de marcadores, y se presta una especial atencién a
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L - las evidencias relacionadas con la posible utilidad de una biopsia preoperatoria. Puede
Biopsia hepatica

concluirse que la biopsia preoperatoria podria ser util para indicar el trasplante hepatico en
pacientes con criterios expandidos, pero no en pacientes que cumplan los criterios de
Milan. Este escenario podria cambiar en un futuro no muy lejano si se confirman los
primeros datos del valor prondstico de algunos parametros de biologia molecular.
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Usefulness of pre-surgical biopsy in selecting patients with hepatocellular
carcinoma for liver transplant

ABSTRACT

Keywords: The selection of patients with hepatocellular carcinoma (HCC) for liver transplantation
Hepatocellular carcinoma must be improved. One of the methods proposed to achieve this objective consists of
Liver transplantation including predictors of tumour aggressiveness to the decision making algorithm. The
Liver biopsy procedures that would enable this characteristic to be assessed, are: 1. Serum biomarkers,

2. Response to transarterial chemoembolisation and 3. Data on the tumour histology. In
this review, the available data on the usefulness of each of these procedures are analysed.
Special attention is given to the evidence associated with the possible usefulness of a
preoperative biopsy. It can be concluded that a preoperative biopsy could be useful to
indicate liver transplantation in patients with extended criteria, but not in patients that
fulfil the Milan criteria. This scenario could soon change if the initial data on the prognostic
value of some molecular markers of tumour progression are confirmed.
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La seleccién de los pacientes con hepatocarcinoma (HCC)
para el trasplante hepatico (TH) estd basada en unos criterios
morfolégicos establecidos por Mazzaferro en 1996'. Los
resultados obtenidos con la aplicacién de estos criterios son,
sin duda, excelentes. Sin embargo, las limitaciones de las
técnicas de imagen provocan que entre el 20 y el 30% de los
casos la estadificacién final del tumor supere los criterios
aceptados. Son precisamente estas limitaciones de la estadi-
ficacién preoperatoria las que han permitido poner de
manifiesto la existencia de un grupo de pacientes en los
que, a pesar de superarse criterios de Milén, el TH logra una
excelente supervivencia.

Estas observaciones ponen en evidencia que la seleccién de
pacientes con HCC para el TH puede mejorarse, y no solo a
través de la mejoria en la precision de las técnicas de imagen,
sino fundamentalmente mediante la deteccién de factores
prondstico de la agresividad tumoral.

El objetivo de este estudio de revision ha sido el andlisis de
las evidencias disponibles acerca de los diferentes procedi-
mientos aplicados para la valoracién de la agresividad
tumoral. Estos procedimientos se pueden agrupar en las 3
categorias: a) biomarcadores séricos; b) respuesta a la
quimioembolizacién (QE), asociada a un periodo de observa-
cién, y c) histologia tumoral.

Biomarcadores séricos

El HCC se caracteriza por ser un tumor muy vascular con una
gran propensiéon a la invasién venosa. Por lo tanto, es
plausible la existencia de alguna relacién entre el nivel del
vascular endothelial growth factor (VEGF) y la agresividad del
HCC. En un estudio prospectivo de Poon et al?, se determina-
ron preoperatoriamente los niveles de VEGF y se correlacio-
naron con los datos clinicopatolégicos de 100 pacientes
consecutivos tratados mediante una hepatectomia curativa.

En el andlisis estadistico se observa que al tomar como
punto de corte el percentil 75 (500 pg/ml), un nivel elevado del
esta molécula se asocié a un mayor riesgo de recidiva (el 48
frente al 27%) tras un seguimiento medio de 12 meses
(p=0,048). La supervivencia libre de enfermedad fue inferior
en el grupo con niveles elevados, pero las diferencias no
fueron significativas. En cuanto a la invasién vascular
microscopica, los pacientes con niveles de VEGF >500 pg/ml
tuvieron una incidencia del 48 frente al 27%.

Posteriormente a la publicacién de este trabajo es posible
encontrar otros 300 articulos que estudian la relacién entre
los niveles de VEGF y el HCC. Sin embargo, no hay trabajos
que estudien su utilidad como factor prondstico en pacientes
trasplantados.

La des-gamma-carboxy prothrombin es una forma anormal
de protrombina, conocida desde hace aflos como marcador
sérico del HCC. En un estudio de Shirabe et al® del afio 2007,
unos niveles de mas de 500 mAU/ml se asociaron a invasion
vascular en el 54% de los casos, lo que no parece suficiente
para tomar decisiones en funcién de este dato considerado de
manera aislada.

La deteccién de células con expresion del ARNm de la
alfafetoproteina en sangre periférica se ha estudiado como
factor predictivo de recidiva. Intuitivamente, este dato parece

indicar un alto riesgo de diseminacién hematica. En el
analisis multivariante de un estudio de Marubashi at al?,
con 32 pacientes trasplantados por HCC, resultaron factores
prondsticos de recidiva la invasién vascular y la presencia de
células con expresiéon del ARNm de la alfafetoproteina,
mientras que el tamafio o el cumplimiento de los criterios
de Mildn no resultaron significativos. Ademas, entre los
pacientes que superaban los criterios de Mildn, el estudio
del ARNm permitié distinguir 2 grupos de pacientes con
pronésticos muy diferentes. Sin embargo, el nimero de
pacientes con expresion del ARNm en sangre en el estudio
preoperatorio fue de solo 3 casos y todos ellos con HCC que
excedian los criterios de Milan. Por lo tanto, tampoco este
parametro parece ofrecer mucha utilidad en la practica.

En resumen, no parece existir ninguna evidencia sélida que
permita recomendar la inclusién habitual de un biomarcador
sérico en el algoritmo de seleccién de pacientes con HCC para
el TH.

Respuesta al tratamiento neoadyuvante
y evolucién en lista de espera

Algunos autores, como Otto et al®, han utilizado la respuesta
al tratamiento neoadyuvante como método de seleccién. En
esta experiencia, 96 pacientes con HCC, 62 de ellos con una
estadificacién que superaba los criterios de Milén, se trataron
con QE repetidas. De estos, se pusieron en lista de trasplante
solamente aquellos en los que se lograba un downstaging.
Finalmente, se trasplantaron 50 pacientes (34 con criterios
expandidos). Los pacientes en los que el tumor no progresé
durante el tiempo en lista tuvieron una supervivencia del
94,5% a los 5 afios del TH, mientras que aquellos casos que
mostraron progresién después de una respuesta inicial
presentaron una SLE del 35% a los 5 afios.

En el estudio multivariante, el riesgo de recidiva resultd
dependiente de la progresién tumoral en lista y del nimero de
nédulos, mientras que el cumplimento de los criterios de
Milan no tuvo impacto en la recidiva.

Seguin estos datos, HCC grandes o multifocales podrian
tratarse mediante TH si muestran buena respuesta a la QE y
se mantienen estables con un tratamiento secuencial.

Datos de la histologia tumoral

El tercer procedimiento utilizado para identificar factores
pronéstico, y al que nos vamos a referir de manera mas
amplia, se basa en el estudio histolégico preoperatorio
mediante biopsia hepatica. De la revisién de los estudios
publicados puede concluirse que la invasién vascular es el
factor prondstico mas relevante. Cuando la invasién vascular
es macroscépica puede, en muchos casos, detectarse en las
técnicas de imagen y se considera un criterio que contraindica
el TH de manera absoluta. En cuanto a la invasién vascular
microscopica, no puede detectarse preoperatoriamente.

El Unico dato de la histologia convencional detectable en la
biopsia y potencialmente relacionado con la agresividad
tumoral es el grado de diferenciacién. Por lo tanto, se ha
tratado de confirmar si aisladamente o en combinacién con
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otras variables el grado de diferenciacién permitiria predecir
de manera precisa la existencia de invasién vascular micros-
copica. Si esto fuera posible, ;se podria contraindicar el TH
ante una posibilidad elevada de invasién vascular microscé-
pica? Naturalmente, también cabe preguntarse si por si
mismo el grado de diferenciacién puede ser 1util en la
seleccién de pacientes.

¢Es posible predecir la presencia de invasion
vascular microscépica?

En el afio 2001, Jonas et al® publicaron un estudio retrospecti-
vo realizado en 120 pacientes trasplantados por HCC sobre
cirrosis. La invasién vascular microscépica se observé en 48
de los 120 pacientes y se asoci6 a una supervivencia
significativamente inferior al resto de los enfermos y cercana
al 50% a los 5 afos. En el andlisis multivariante resultaron
significativos como factores predictivos de invasién vascular
el grado histolégico y el tamafio. Seglin los resultados de este
trabajo, la invasién vascular microscépica podria considerar-
se una contraindicacién para el TH, y la combinacién de
tamaiio y grado de diferenciacién podria ser til para predecir
su presencia. Los resultados de un estudio de Esnaola et al’
publicado al afio siguiente son similares y confirman que el
tamarfio y la diferenciacién son los factores prondstico mas
relevantes de invasién vascular; por lo tanto, propone la
realizacién de una biopsia para detectar preoperatoriamente
el grado de diferenciacién. Aisladamente, un tamarfio superior
a 4cm o la presencia de un tumor mal diferenciado
implicarian un riesgo del 50% de presentar invasién vascular
microscépica. Al asociar el tamafio y el grado de diferencia-
cién (tumores de mas de 4cm y mal diferenciados) es posible
identificar un grupo de pacientes con un riesgo de invasién
vascular del 61%.

Con éstas y otras muchas experiencias previas que
confirman estos resultados, Shirabe et al® elaboraron un score
recientemente publicado. En una parte retrospectiva del
estudio realizada en piezas de reseccién encuentran que el
grado histolégico, el tamafo y los niveles de des-gamma-
carboxy prothrombin son factores predictivos mas relevantes
de invasién vascular microscépica. Con estos 3 datos elaboran
un score y lo ponen a prueba de manera prospectiva en otro
grupo de 32 pacientes trasplantados por HCC. Un score de 3 o
mas se asocié a la presencia de invasién vascular en el 89% de
los casos, y uno menor de 3 se asoci6 solo en un 21%.

¢Contraindicaria el trasplante hepatico un riesgo
elevado de invasién vascular microscopica?

En una reciente publicacién (2007) de Lohe et al®, en la que
presentan los resultados de una serie de 97 TH, encuentran
invasién vascular microscépica en 23 casos (24%). Su presen-
cia se asoci6é a una supervivencia a los 5 afios significativa-
mente inferior al resto de los pacientes (el 7 versus el 52%).
Sin embargo, en otras publicaciones los resultados en este
grupo de enfermos, aunque son peores, justifican mantener la
indicacién de TH. En una serie de 155 casos publicada el
mismo afio por Shah et al*® y con una incidencia de invasién

vascular microscépica similar, la supervivencia a los 5 afios
en presencia de este dato histoldgico fue mayor del 60%.

Probablemente, una de las claves para interpretar esta
diferencia en los resultados la encontramos en un trabajo
recientemente publicado por el Metroticket Invastigator Study
Group'. En este estudio se muestra claramente cémo la
agresividad biolégica del tumor, reflejada por la presencia de
invasién vascular, influye en los resultados de supervivencia.
Cuando esta no esta presente podrian ampliarse los criterios
de seleccién macromorfolégicos al emplearse la regla del up to
seven, que es la suma del tamarfio mayor en centimetros y el
numero de nédulos. Por el contrario, cuando la invasién
vascular estd presente se deberia ser mds restrictivo en
cuanto al nimero y tamafo de los nédulos. La presencia de
invasién vascular se asocia a resultados de supervivencia
inaceptables cuando el tumor de mayor tamafio supera los
5cm de didmetro. Por debajo de este tamafio, los resultados
siguen siendo razonablemente buenos. Por lo tanto, es
plausible que en aquellas series en las que la media del
tamafio tumoral sea baja, la influencia de la invasién vascular
en la supervivencia sea menos clara.

;Cudl fue el tamafio tumoral en las series de Lohe y Shah
antes comentadas? En la primera, 54 tumores (56%) tenian
mas de 3cm y 30 tumores (31%) tenian més de 5cm. En la de
Shah sélo 15 tumores (10%) tenian mas de Scm y el tamafio
medio fue de 2,6cm. Por lo tanto, puede deducirse que los
tumores de la serie de Lohe fueron de mayor tamaiio, lo que
implicaria peor pronéstico, por lo comentado anteriormente.

De alguna manera, son estos 3 factores (tamailo, invasién
vascular y grado de diferenciacién) los que utilizan Parfitt
et al'® en un estudio publicado en 2007, en el que se trata de
predecir la recidiva post-TH a partir de los datos de la
histologia de la pieza de hepatectomia. En el andlisis
multivariante resultan factores prondstico independientes
de recidiva después del TH: la invasién vascular microscopica,
el tamafo, la presencia de microsatélites y un aspecto
directamente relacionado con la diferenciacién celular, que
es la presencia de células gigantes. Con estos datos crea un
score y 3 grados de riesgo. Utilizando este score se confirma
que aun en presencia de invasién vascular microscépica un
tamafio tumoral<3cm implica un bajo riesgo de recidiva
(<5%).

Podria concluirse que la presencia de invasién vascular no
representaria una contraindicacién para el TH, siempre que el
paciente se encuentre dentro de los criterios de Milan. Sin
embargo, si lo seria en caso de que se superen los criterios de
Milan. Una biopsia preoperatoria podria contribuir a valorar con
bastante precision el riesgo de invasion vascular microscépica.

¢Qué datos hay acerca del valor del grado
de diferenciacion como factor pronoéstico
independiente?

Klintmalm®3, en 1998, publicé un andlisis de los datos del
International Registry of Hepatic Tumors in Liver Transplan-
tation que incluia a 422 pacientes.

En los resultados se aprecia que los pacientes con tumores
con un grado de diferenciacién 3 y especialmente 4 presenta-
ban una supervivencia claramente inferior a la de pacientes
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con un grado 1 o 2. En el estudio univariante, los factores que
influyeron en la supervivencia fueron el tamafio tumoral
>5cm, la invasién vascular, la presencia de ganglios + y el
grado histolégico. En el andlisis multivariante, los autores
demuestran que solo el grado histolégico tiene un impacto
negativo en la supervivencia. Resulta especialmente llamati-
vo que en el grupo de pacientes con tumores bien diferen
ciados, el tamarfio y la invasién vascular no demostraron tener
influencia en la supervivencia. Los autores concluyen que el
TH puede estar contraindicado en pacientes con tumores mal
diferenciados y una biopsia seria necesaria para tomar una
decisién en este sentido.

La experiencia de Tamura et al**, publicada en 2001, incluye
solamente 53 casos, pero todos ellos del mismo centro y
valorados por un Unico patélogo. En el andlisis multivariante
para el riesgo de recidiva solo resultaron significativas las
variables grado de diferenciacién y el tamafio tumoral,
mientras que la invasién vascular perdié la significacion
estadistica. La supervivencia a 3 afios en el grupo de pacientes
con tumores bien diferenciados mayores de 5cm fue del
62,5%, mientras que la supervivencia de los pacientes con
tumores poco diferenciados fue del 0%. Por el contrario, en
pacientes con tumores menores de 5cm no se apreciaron
diferencias significativas en funcién del grado histolégico. De
nuevo, de estos resultados podria deducirse que el tamafio
tumoral modula el efecto de variables histoldgicas. En caso de
tumores de menos de 5cm la biopsia no parece necesaria,
mientras que en el caso de tumores grandes si podria estar
indicada la realizacién de una biopsia preoperatoria para
determinar la diferenciacién histoldgica.

En 2004, Cillo et al®® publicaron la experiencia de la
Universidad de Padua con el TH de pacientes con HCC. En el
estudio preoperatorio se realizaba sistemdaticamente una
PAAF que permitia establecer el grado de diferenciacién en
una escala de 1 a 3. Entre los criterios de exclusién del TH se
incluia un grado 3 de diferenciacién. Finalmente, se tras-
planté a 33 pacientes. El 38% de los casos no cumplia los
criterios de Milan en la pieza quirtrgica. En este estudio se
aprecia que con grados 1y 2 la invasién vascular fue del 4%.
En el seguimiento (media de 44 meses) solo recidivaron 2
casos, todos ellos durante el primer afio, y los 2 cumplian los
criterios de Milan antes del TH. Se concluye que el grado de
diferenciacién es un marcador de agresividad bioldgica
independiente de la invasién vascular.

Existen, pues, numerosas evidencias de la posible utilidad
del grado histolégico como factor predictivo de la evolucién.
Sin embargo, a pesar de éstos y otros datos no hay trabajos
que estudien el tema de forma prospectiva. Esto estd, en
parte, relacionado con las posibles complicaciones de la
biopsia que, ademas del riesgo de hemorragia, incluyen la
posibilidad de diseminacién tumoral y la falta de
representatividad.

La posibilidad de que la biopsia o una PAAF de un nédulo
tumoral produzcan una implantacién de células tumorales en
trayecto de puncién, se ha estudiado ampliamente en la
literatura médica. De la revisién de los articulos publicados
sobre el tema puede concluirse que esta implantacién se
produce en el 0-2% de los casos, dependiendo del calibre de la
aguja y de la técnica’®. Cuando se asocia un tratamiento
percutidneo como la radiofrecuencia es menos frecuente
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(0,6%), y es practicamente nula cuando se emplea la
denominada técnica coaxial”’. También hay evidencias aisla-
das de una mayor frecuencia de recidiva tumoral después del
TH cuando se ha realizado biopsia del tumor®®.

En segundo lugar, no esta clara la representatividad de la
biopsia con respecto al informe anatomopatolégico definitivo.
En una publicacién de Pawlik en 2007 se realiza un estudio
retrospectivo en 93 pacientes de los que se disponia de
biopsia preoperatoria y espécimen de reseccién. De los 93
casos, hubo una concordancia completa del grado de
diferenciacién (G1, G2 y G3) entre los informes preoperatorios
y postoperatorios en solo 42 casos (45%) (K=0,18; p<0,0001).
Se repitié el estudio agrupando Gl y G2; tras esto, la
concordancia mejoré al 76%, aunque el estadistico K continué
siendo significativo. La conclusién fue que el grado de
diferenciacién obtenido preoperatoriamente no tiene signifi-
cacién frente a los pardmetros macromorfolégicos habituales
y, por lo tanto, estos deben seguir siendo los determinantes
mayores para la seleccién de pacientes.

Uno de los motivos para explicar esta aparente baja
capacidad predictiva de la biopsia preoperatoria es la
heterogeneidad de los HCC, que aumenta a medida que
aumenta su tamano.

Teniendo en cuenta las limitaciones de los parametros
histolégicos en los dltimos afios, se ha investigado el valor
pronoéstico de diversos marcadores de la biologia molecular
del HCC.

¢Qué pueden ofrecer los nuevos conocimientos
sobre la biologia molecular del hepatocarcinoma?

La metodologia de estudio del valor prondstico de la
expresién génica en relacién con el HCC es similar a la
utilizada para los datos histolégicos. Se trata de estudios
retrospectivos en los que empleando generalmente muestras
incluidas en parafina, se trata de establecer el valor pronds-
tico de diversos marcadores moleculares del HCC.

Este es el caso del articulo publicado en 2007 por Chua
et al® en relacién con el gen NDRG1. La proteina de este gen
participa en procesos de regulacién del crecimiento celular y
la diferenciacién. En los resultados se demuestra que la
sobreexpresiéon de este gen se asocia a peor prondéstico de
supervivencia (<20% a los 5 afios), y en el analisis multiva-
riante resulté una variable prondstica significativa indepen-
diente. Desgraciadamente, en este estudio no se proporciona
informacién de los tratamientos aplicados ni de la causa de
muerte, y ademas, incluye 28 casos con tumores de mas de
8cm de didmetro. Por lo tanto, como en otros muchos casos,
no tiene una aplicabilidad clinica en el contexto de la
seleccién de pacientes para el TH.

Dada la gran heterogeneidad existente en los procesos de
hepatocarcinogénesis, parecen ofrecer mas posibilidades de
facilitar la obtencién de un prondstico fiable el estableci-
miento de una clasificacién molecular o el estudio conjunto
de la expresioén de varios genes. Ademas, seria deseable que
los estudios se llevaran a cabo en cohortes bien seleccionadas
de pacientes susceptibles de tratamientos radicales y se
estableciera claramente la muerte de causa tumoral como
end-point del estudio.
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En el articulo de lizuka et al?! se desarrolla un score basado

en la expresién de un grupo de 12 genes sobre una muestra de
33 pacientes en los que se habia realizado una reseccién
curativa de un HCC. Posteriormente, comprueban su capaci-
dad para predecir una recidiva durante el primer afio en otro
grupo de 27 pacientes. La prediccién fue correcta en 25 de los
27 casos. El VPP fue del 88% y el VPN fue del 95%, mientras
que la presencia de invasién venosa solo tuvo un VPP del 64%.
Sin embargo, sabemos que el TH permite un mejor control de
la enfermedad tumoral que la reseccién para el mismo
estadio tumoral y, por lo tanto, es necesario disponer de
variables pronésticas confirmadas en pacientes trasplanta-
dos. En un estudio de nuestro grupo®?, empleando una técnica
de inmunohistoquimica de uso comun para detectar el grado
de expresion del gen pRb, encontramos que en los pacientes
trasplantados por HCC la positividad elevada del pRb, se
asocié a una recidiva del 100% después de 6 anos.

Muy recientemente se ha publicado un estudio de la
Universidad de Pisttsburg y el Hospital del Mount Sinai** en
el que se propone el estudio de la fracciéon de imbalance
alélico (FIA) como pardmetro pronéstico en pacientes con
HCC y posible factor de seleccién para el TH. La FIA es un
indice definido como la ratio entre el nimero de marcadores
mutados de entre los marcadores informativos posibles. La
FIA representaria una valoracién grosera del dafio mutacional
acumulado. En este trabajo de Dvorchik et al se emplean 9
posibles marcadores seleccionados entre un panel de 18
genes supresores.

En el analisis multivariante de supervivencia libre de enferme-
dad, la FIA fue el factor prondstico mas significativo, de manera
que una FIA >40% implic6 un aumento del riesgo de recidiva de
19,5 veces comparado con una FIA<20%, mientras que la
presencia de invasién macrovascular sélo la aumenté en 5,9
veces con respecto a la ausencia. Ademas, en los pacientes con
FIA <20%, la invasién vascular perdié su valor prondstico.

Conclusiones

El posible papel de la biopsia en la seleccién de pacientes con
HCC para el TH no estd aun definido. De momento, no puede
recomendarse la biopsia preoperatoria de rutina para determinar
el grado de diferenciacién o valorar el riesgo de invasién vascular
en pacientes con HCC que cumplan los criterios de Milan.
Algunas evidencias indican que los pacientes con criterios
expandidos pero con tumores bien diferenciados podrian
beneficiarse del TH. Una biopsia permitiria teéricamente identi-
ficar a estos pacientes, si bien no esta clara la fiabilidad de ésta.
Es probable que en un futuro cada vez mas proximo, los estudios
de la biologia molecular del HCC ofrezcan nuevos marcadores
mas precisos, cuya determinacién hard necesaria la biopsia
preoperatoria. Serd necesario esperar los resultados de los
estudios, probablemente ya iniciados, de los centros con
capacidad para realizar la necesariamente compleja investiga-
cién traslacional.
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