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4. INTRODUCCION

El carcinoma hepatocelular es el tumor primario del higado méas frecuente,
representando el 83% de las neoplasias primarias del higado (1), siendo la quinta causa
de muerte a nivel mundial (2) y séptima causa de muerte por cancer en México. De
acuerdo con Globocan, en el afio 2012, en nuestro pais se registraron 6,387 casos
nuevos con una tasa de 5.7 por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de
5.3 por cada 100,000 habitantes (3). Segun la Organizacién Mundial de la Salud en el
2012 se registraron 782,500 casos nuevos de hepatocarcinoma con 700,000 muertes
reportadas, de las cuales cerca del 50% se reportaron Unicamente en China. Incluso, a
pesar de que existe una disminucién de la mortalidad por cancer en multiples patologias,

la mortalidad por hepatocarcinoma continda en aumento (4).

5. MARCO TEORICO

Debido a su inicio insidioso, invasion agresiva y rapida progresion, la mayor parte
de los pacientes con hepatocarcinoma se diagnostican con enfermedad localmente
avanzada o metastasica, ya no candidatos a reseccion tumoral, ablacion o a trasplante.
A pesar del manejo con cuidados de soporte, la supervivencia media de estos pacientes

es entre 6 a 9 meses en Europa y América y de 3 a 4 meses en paises asiaticos (5).

Los factores étnicos juegan un rol importante en el riesgo de padecer esta
neoplasia, los japoneses, coreanos y chinos tienen mayor incidencia comparados con
las poblaciones europeas o de descendencia hispana, influenciada también por el lugar
de residencia, siendo mayor en japoneses que viven en Japén comparado con
japoneses que viven en Estados Unidos (6). Es 2.4 veces mas frecuente en hombres
que en mujeres, probablemente relacionado con los niveles elevados de testosterona y

mayores tasas de enfermedad hepatica por etiologia viral o por consumo de alcohol (6).

El hepatocarcinoma es una neoplasia que requiere de multiples pasos y multiples
factores ambientales, exposicionales y caracteristicas intrinsecas del huésped para su

desarrollo. Del 70 a 80% de los pacientes tienen antecedente de infeccion por virus de
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hepatitis B o C, sin embargo, sélo un pequefio porcentaje de los pacientes infectados
van a desarrollar hepatocarcinoma; lo que indica que existen otra serie de factores
asociados con el desarrollo de esta neoplasia. Hasta el momento se desconoce el
mecanismo exacto de carcinogénesis, no obstante, se considera que se debe a la
inflamacién crénica que estimula la carcinogénesis, dafio al DNA y crecimiento de

tumoral relacionado con la activacion de citosinas y respuesta inmune (2).

Las neoplasias malignas epiteliales del higado constituyen del 85 al 95% de los
tumores primarios, del 6 al 12% son benignos y éstos en su mayoria son de origen
epitelial. Los quistes hepaticos y la hiperplasia nodular focal son procesos no
neoplasicos que pueden semejar tumores malignos. El higado es un sitio frecuente de
metastasis por el acceso a través de la vena porta, la mayor parte de los tumores

metastasicos se encuentran en la periferia y, por lo general, son multiples (6).

En el hepatocarcinoma se pueden encontrar tres patrones de distribucion: masa
Unica, nédulos multifocales diseminados o una lesion infiltrante difusa abarcando casi la
totalidad del tejido hepético. Desde el punto de vista morfolégico puede ser una lesién
bien diferenciada hasta un tumor indiferenciado con criterios de anaplasia. Las variantes
histologicas son trabecular, pseudoglandular o acinar, compacta, de células claras y
fibrolaminar. Los grados de diferenciacién guardan relacién con la granularidad y la
calidad acidofila de los hepatocitos neoplasicos, tamafio e hipercromasia nuclear,

relacion nudcleo-citoplasma y cohesion (4).

Los sintomas frecuentes relacionados con esta neoplasia incluyen dolor
abdominal, pérdida de peso, debilidad generalizada, plenitud postprandial, anorexia,
distension abdominal, ictericia y vomito. Los datos clinicos son hepatomegalia, masa en
hipocondrio derecho, ascitis, esplenomegalia, ictericia, caquexia y fiebre. La presencia
de malestar general, anorexia y pérdida de peso en un paciente con diagnéstico de
cirrosis debe de alertar sobre la probabilidad de hepatocarcinoma. La presencia de dolor

0seo es poco frecuente (3-12%) pero es un indicador de enfermedad 6sea metastasica

(6).

Es un tumor altamente vascularizado el cual se puede diagnosticar con métodos
no invasivos, el diagnostico se puede realizar por medio de tomografia trifasica o
resonancia magnética en nodulos mayores de 2 cm que muestren caracteristicas

radioldgicas tipicas como el reforzamiento en la fase arterial con lavado en fase venosa
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tardia (5). Se debe de confirmar por histopatologia las lesiones que ocurran en pacientes

sin antecedente de cirrosis, o lesiones no concluyentes por imagen (5).

La alfa-fetoproteina es un marcador tumoral Gtil para el diagnostico y tratamiento
de pacientes con hepatocarcinoma. Se encuentra elevado en 70% de los pacientes
orientales con diagnostico de hepatocarcinoma y aproximadamente el 50% de los
pacientes occidentales (6). Tiene una sensibilidad para el diagnéstico de
hepatocarcinoma de 41 al 65% con especificidad del 87 % (7). Se encuentran niveles
elevados en el embarazo, enfermedad hepética activa, tumores embrionarios y
gastrointestinales, y por lo general, los tumores pequefios y localizados no producen
niveles detectables de este marcador limitando su utilidad (8).

El diagndstico histopatologico se basa en caracteristicas morfolégicas y por
inmunohistoquimica, el marcador glipican 3 (GPC3) que tiene una sensibilidad de 70%
con especificidad de 90% y otros marcadores como HSP70 y GS (5). Suele ser positivo
para citoqueratina 8 y 18, antigeno carcinoembrionario, alfa-fetoproteina y fibrin6geno y
negativo para citoqueratina 7, 19 y 20, antigeno de membrana epitelial y BER EP4 (4).
A nivel molecular se caracteriza por amplificacién de 6p21y 11913 asi como deleciones
de cromosoma 9 y con mutacién frecuente en promotor TERT (60%) asociado con
expresion aumentada de telomerasa. Y mutaciones en TP53 y CTNNB1 (25-30%)
relacionados con activacion de angiogénesis (5). Las caracteristicas microscépicas
incluyen elevacién del radio ndcleo-citoplasma, arquitectura trabecular, ntcleo atipico,

y envoltura endotelial periférica, la lesion pre-maligna mas reconocida es la displasia

(8).

El hepatocarcinoma incluye un amplio espectro de tumores con
comportamientos muy variables gracias a las caracteristicas propias de la lesién y por
la presencia de disfuncion hepatica subyacente, por lo que la eleccién de tratamiento no
se basa Unicamente en el estadio clinico del tumor sino en las condiciones generales
del paciente (5). Hay varios pardmetros se han utilizado y han formado parte de escalas
pronosticas incluyendo datos demograficos como la edad, género y estado funcional del
paciente, asi como los niveles de bilirrubina y albumina, presencia de ascitis o
encefalopatia; y caracteristicas especificas del tumor; que incluyen el tamafio tumoral,
el nimero de lesiones, la presencia de invasion linfo vascular y perineural y finalmente

el tratamiento elegido tomando en cuenta dichos parametros (9).
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Se han estudiado y validado diversos marcadores tumorales, entre ellos el mas
usado, la alfa feto proteina ha tenido utilidad tanto diagnostica como prondéstica. Otros
marcadores relacionados con el fenotipo maligno de la lesion incluyen marcadores de
proliferacién celular (PCNA, ki67), P53, genes promotores de tumor (ras y c-myc) y
marcadores relacionados con apoptosis, angiogenesis (VEGF, ECGF y ITDV) y
adhesion celular (e-cadherina, cateninas) (9). La utilidad de estos marcadores es mayor
cuando se usan en conjunto con multiples criterios prondsticos y no Unicamente cuando
se toman en cuenta por separado como el Child Pugh para la funcion hepética, el ECOG

para el estado funcional o el TNM para el tamafio tumoral (Figura 1) (9).

Tabla 3. TNM para el HCC, segtin las recomendaciones de AJJC/UICC
y CAP (con base en AJCC/UICC TNM, 7. edicién, febrero 2011)

pTX No puede realizarse
pT0 No hay evidencia de tumor primario
pT1  Tumor solitario sin invasion vascular

pT2  Tumor solitario con invasion vascular o maltiples nédulos,
ninguno mayor de 5 cm en su diametro mayor

pT3a Miltiples tumores mayores de 5 cm de didmetro mayor

pT3b Tumor tnico o multiples tumores de cualquier tamario pero
que comprometen una vena portal o hepatica mayor

pT4 Tumores con invasion directa en los érganos adyacentes,
diferentes de la vesicula biliar o con perforacion del pentoneo
visceral

NX  No puede determinarse
NO  No hay melastasis a los ganglios linfaticos regionales

N1 Hay metastasis a cualquier nimero de ganglios linfaticos
regionales

MO  No hay metéastasis a distancia
M1 Hay metastasis a distancia

Duseja Ajay, Staging of hepatocellular carcinoma. Journal of clinical and experimental hepatology. 2014; 4, S74- S79.

Existen diversas clasificaciones y, entre ellas, la mas utilizada es la de Barcelona
Clinic Liver Cancer (BLCL) (Figura 2), asi como, el algoritmo de Hong Kong Liver Cancer
(HKLC), Cancer of the liver Italian Program (CLIP), Chinese University Prognostic Index
(CUPI), Japan Integrated Staging (JIS) y Liver Cancer Study Group of Japan (LCSGJ)
(5). De acuerdo con la clasificaciéon de Barcelona se dividen los pacientes como
categoria A o temprana, B o intermedia, C o0 avanzada y D o terminal. Siendo los
pacientes en etapa temprana los Unicos candidatos a tratamiento quirdrgico o a terapias
ablativas y los pacientes en etapa intermedia a tratamiento intervencionista como TACE

o radioembolizacién (5). Este sistema de clasificacion es uno de los mas usados y
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validados ya que combina la funcién hepatica del paciente, el estado funcional asi como

las caracteristicas tumorales, permite determinar el tratamiento ideal y el prondéstico (9).

CHC I
ESTADIO O ESTADIO A-C ESTADIO D
Child A; PSTO Okuda 1-2; Child A-B; PS 0-2 Okuda 3; Child; PS> 2
I v ; v l
ESTADIO MUY TEMPRANO O ESTADIO TEMPRANG A ESTADIO INTERMEDIO B ESTADIO AVANZADO € ESTADIO
Unkco < 2 cm, carcinoma i situ Unico 0 3 nedulos < 3 om, PSTO Multinodular, PST & Invasién portal, N1, M1, PST 1.2 TERMINAL D
Unico A/1 [HastaBrmdulos <3cm
Presién portal
Bilirrubina

v
| Normal H Aumemadal—-l Enfermedades asociadas

v v v

SORAFENIB
RESECCION TRASPLANTE HEPATICO PEVRF QUIMIOEMBOLIZACION NUEVOS AGENTES TTO. SINTOMATICO
TRATAMIENTOS CURATIVOS (40%) TRATAMIENTOS PALIATIVOS (30%) TTO. SINTOMATICO (30%)
Supervivencia a los 5 afios: 50-70% SV mediana: 20 meses ] l SV mediana: 11 meses Supervivencia al ano: 10%

Jorg Trojan. “Diagnostics and Treatment of Hepatocellular Carcinoma in 2016: Standards and Developments”. Visc Med
2016;32:116-120

Cada vez es mas frecuente encontrar al diagnostico enfermedad extra hepatica
(15%), relacionado con un mayor estadio in|ra hepatico (76% E IVA), los sitios mas
comunes de metéstasis incluyen el pulmén (55%), hueso (28%), y ganglios linfaticos
abdominales (41%). El involucro de ganglios perihepéticos es un indicador de mal
prondstico, sin demostrarse hasta el momento que la linfadenectomia tenga algun papel
en incrementar la supervivencia (10). El pronédstico en pacientes con enfermedad
metastasica a distancia es de 21.7% a 1 afio con una media de supervivencia global de
4.9 meses (9).

Existen diferentes opciones para el tratamiento del hepatocarcinoma que van
desde el tratamiento paliativo hasta opciones potencialmente curativas. Aunque la
reseccion es el pilar del tratamiento, Gnicamente se logra en menos del 5% de los
pacientes, e incluso con un tratamiento curativo el riesgo de recurrencia o progresion de

la enfermedad hepética es inminente (11).

Pagina 8 de 44



El trasplante hepatico y la reseccion quirdrgica son las terapias mas efectivas en
pacientes con tumores pequefios, siendo mas costo/efectiva la reseccion y con la
ventaja de tratar la enfermedad hepética subyacente en pacientes en los que se realiza
trasplante. En pacientes con cirrosis en etapa A, segun Barcelona, se asocia a los
mejores resultados en términos de supervivencia, es un tratamiento potencialmente
curativo y la mejor opcion para pacientes con cirrosis descompensada. Los criterios de
Milan (tumor Unico menor 5 cm y menos de 3 tumores menores de 3 cm) conducen a
una tasa de supervivencia global a 5 afios de 75% y tasa de recaida de menos del 15%
(12, 13).

Dentro de las opciones para tratamiento local se incluye la ablacion por
radiofrecuencia, inyeccién percutanea de alcohol, inyeccion percutanea de &cido
acético, crioablacién, ablaciéon por micro ondas, terapia foto dinamica, embolizacion
transarterial, quimio-embolizaciéon transarterial, radio-embolizacion transarterial, vy
radiocirugia. La eleccion entre tan diverso arsenal de terapias locales depende de las
caracteristicas del paciente, del tumor, asi como la accesibilidad de cada centro de

atencion (11).

Actualmente el tratamiento sistémico de eleccion para pacientes con enfermedad
metastasica o enfermedad avanzada es a base del inhibidores tirosino cinasa como el
Sorafenib, con actividad contra VEGFR-2, PDGFR, BRAF, c-Kit, y p38; Unicamente
aprobado para el tratamiento de pacientes con buen estado funcional y con enfermedad
hepatica en Child Pugh A con respuesta clinica limitada, y un amplio perfil de toxicidad
(4, 5). En el estudio Sharp se demostré un aumento en supervivencia global comparado
con placebo de 10.7 meses contra 7.9 meses. En el estudio asiatico se demostrd
beneficio comparado contra placebo en supervivencia global de 6.5 vs 4.2 meses (14,
15).

También se ha utilizado el Sorafenib en combinacién con quimioterapia con el
objeto de incrementar eficacia con resultados contradictorios entre los que se incluyen
estudios con doxorrubicina, oxaliplatino, tegafur/uracilo, cisplatino y gemcitabina (12).
Otros inhibidores tirosina cinasa como sunitinib, erlotinib, linifanib y brivanib se han
probado en estudios fase Ill con resultados diversos (12). Se encuentran en proceso
estudios fase lll para el uso de inhibidores tirosino cinasa en hepatocarcinoma avanzado
como el Regorafenib y Lenvatinib con estudios fase Il con respuestas prometedoras. Y
la inmunoterapia, ampliamente utilizada en otras neoplasias con resultados
satisfactorios, ha tenido utilidad limitada en hepatocarcinoma, con estudios fase Il en
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segunda linea con 5% de respuestas completas y 17% de respuestas parciales con

adecuado perfil de toxicidad (4).

El riesgo de recaida o segundo primario es alto incluso con trasplante hepatico,
30 al 50% de los pacientes con hepatocarcinoma recaen en los primeros dos afos tras
tratamiento, y 20% mas 3 afios después, en pacientes que se manejaron con reseccion
hepatica o tratamientos locales el riesgo llega a ser hasta del 70% en los dos primeros
afos. Una tercera parte de los pacientes con recurrencia son candidatos a tratamiento
local potencialmente curativo por lo que, la vigilancia estrecha y el diagnéstico

importante, son cruciales (11).

Metastasis hepaticas

La enfermedad metastasica por cancer es un factor importante para evitar el
manejo exitoso del cancer y permanece como uno de los factores prondsticos mas
importantes (16, 17). El higado, después de los ganglios linfaticos, es el sitio principal
para el desarrollo de enfermedad metastasica, muy frecuente en neoplasias
gastrointestinales asi como en cancer de mama (21%) cancer de cérvix y melanoma.
Esta afinidad por el tejido hepético esta dada principalmente por la distribucién de la
vasculatura, asi como por los grupos celulares especificos que se encuentra la célula
maligna circulante en su paso por el microambiente hepético como las células
endoteliales sinusoidales, los hepatocitos, las células de Kupffer, las células dendriticas,
citosinas, factores de crecimiento y angiogénesis (VEGF, IL8, integrinas, PD-ECGF,
TSP 1Y TSP 2) (16, 17).

La presencia de células tumorales circulantes en plasma se ha relacionado con
la presencia de enfermedad metastasica incluso previo a que sea evidente en estudios
de imagen, CTC mayores de 5 en 7.5 ml de sangre proporciona un estimado de
prondstico y riesgo de enfermedad diseminada (17). El desarrollo de metastasis
hepaticas se da en cuatro fases principalmente, la fase microvascular, la fase

extravascular, la fase angiogenica y la fase de crecimiento tumoral (17)

Igualmente, los neutrofilos, pueden promover la aparicion de metastasis., gracias
a su habilidad de unirse a las células tumorales e incrementar su poder de invasion al
unirse y degradarse en la micro vasculatura y dafiar el endotelio sinusoidal. La
produccion de MMP9 y elastasa contribuye a la formacidén de metastasis al favorecer la

transmigracion de células tumorales y la expansién tumoral. De igual forma, las
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metaloproteinasas de matriz junto con citosinas y factores de crecimiento contribuyen
al reclutamiento de las células endoteliales y angiogénesis, la formacion y cambio de la

matriz extracelular, invasion de células tumorales y proliferacién (18).

En la actualidad, el Gnico manejo potencialmente curativo para la presencia de
metastasis hepaticas es la reseccion, sin embargo, éste se logra Unicamente en un
porcentaje pequefio de pacientes (27 a 39%) y solo en el 20% sera curativo; asociado
ademas a una morbi mortalidad importante por el procedimiento (17). Mas del 50% de
los pacientes con cancer colorectal desarrollan enfermedad metastasica hepatica en el
curso de su enfermedad y sera la causa de muerte en 2/3 de los pacientes. Ahora el
tratamiento de eleccion para las lesiones potencialmente resecables es el manejo
quirdrgico, sin embargo, a pesar de tratamientos sistémico adyuvante, hasta el 70% de
los pacientes van a presentar recaida. Se han desarrollado terapias locales que pueden

mejorar desenlaces como la quimioterapia intraarterial (19).

El beneficio de la reseccién en pacientes con metastasis no colo rectales y no
neuroenddcrinas aun no se ha probado. Existen un ndmero de estudios que han
demostrado cierto beneficio en pacientes bien seleccionados con resecciones
técnicamente factibles; sin embargo, es necesario ademas, tomar en consideracion
ciertos factores prondsticos como la biologia del tumor primario, la presencia de
enfermedad extra hepatica y la respuesta de la enfermedad al tratamiento sistémico
(20). Para estos pacientes existen tratamientos paliativos locales que incluyen ablacién

0 embolizacién en combinacion con tratamiento sistémico (20).

Metaloproteinasas de matriz - 9

Las metaloproteinasas de matriz son una familia de endopeptidasas
dependientes de zinc que comparten mdltiples caracteristicas estructurales y
funcionales, sin embargo, cuentan con especificidades diferentes. Existen 24 miembros
de la familia de metaloproteinasas que se han agrupado en cuatro grupos diferentes de
acuerdo con las caracteristicas estructurales y funcionales de las mismas: Colagenasas,
gelatinasas, estromelisinas y asociadas a membrana. (21) Se relacionan con multiples
procesos fisioldgicos como el crecimiento celular, desarrollo y remodelamiento de
tejidos, angiogénesis, procesos inflamatorios y se ha vinculado ademas con el desarrollo
de cancer. Se conoce ademas que el aumento de la expresién de metaloproteinasas se

relaciona con factores de mal pronéstico como estadio avanzado al diagndstico,
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metastasis y. por lo tanto, con una disminucion de la supervivencia, directamente
relacionado con su habilidad para degradar la membrana basal y favorecer la invasion.
(21, 22)

Los cambios en la matriz extra celular en el higado normal dependen del
equilibrio entre la sintesis de matriz extracelular y la protedlisis mediada por
metaloproteinasas, en tejido normal se encuentran por lo general niveles bajos de
metaloproteinasas principalmente 1, 2, 3, 11, 13 sin embargo, no se encuentran niveles
detectables de la metaloproteinasa 9. La metaloproteinasa 2 se ha relacionado también
con la formacién de vasos sanguineos y la atraccién de citosinas. Por lo contrario, la
Metaloproteinasa 9 se ha encontrado expresada en tejido hepatico que sufre de dafo
cronico y fibrosis por diferentes factores como el higado graso, el alcoholismo y la

infeccién viral y forma parte de la activacion de neutréfilos en dafio agudo (23).

El microambiente tumoral hepéatico es una mezcla de diferentes células
tumorales en la matriz extracelular, células del estroma y las proteinas que forman que
contribuyen al proceso de carcinogénesis. Las células de Ito son pericitos que se
encuentran en el espacio perisinusoidal y se activan como respuesta a diferentes
hepatotoxinas o a infecciones virales favoreciendo la formacién de fibrosis al inducir el
desarrollo de miofibroblastos (24). El incremento en el nUmero de estas células se
relaciona con el remodelamiento, el depdsito de células tumorales asi como la expresiéon
aberrante de factores de crecimiento en el micro ambiente tumoral. La proliferacién de
este grupo celular se debe en parte a la expresion de MMP9 y la cinasa de adhesién

focal (FAK) y las interacciones entre ellas mismas (24).

Se han identificado multiples vias relacionadas al aumento de expresion de
MMP, en especifico 2 y 9, que le confieren su capacidad de suprimir apoptosis y
favorecer el crecimiento celular, entre las que se encuentra la via de AKT, que se
presenta hiperactivada de forma aberrante y se ha relacionado con aumento en los
niveles de metaloproteinasas en pacientes con hepatocarcinoma. (25) Se conoce
ademas opuestos niveles de regulacion con EFEMP1, facilitado por la via de ERK 1/ 2
Y relacionado con mayor invasion vascular, estadio al diagnéstico y grado tumoral (26).
MACCL1 y C-met favorece regulacion a la baja de MMP2 y MMP9 y el silenciamiento de
los mismos favorece progresion y metastasis (27). Y como en otras neoplasias, se ha
relacionado MAPK. (22)
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En pacientes con hepatocarcinoma se ha identificado la expresion de MMP2 y
MMP9 como factores predictivos de progresion local y a distancia, y la expresion de
MMP9 con recurrencia temprana tras reseccion. En estudios previos se ha encontrado
una mayor prevalencia en pacientes con invasion portal por lo que se considera como
un factor predictivo de enfermedad metastasica y se ha determinado que pudiera existir
un papel en la inhibicién del mismo como parte del tratamiento de la enfermedad
localizada. (21)

La formacién de metastasis hepéticas requiere de la degradacion de la
membrana basal, proceso que se logra gracias a multiples enzimas proteoliticas dentro
de las que se incluyen las metaloproteinasas de matriz asi como ciertas endopeptidasas.
En ciertos estudios en ratones se ha demostrado que el transferir metaloproteinasa de
matriz 9 favorece la aparicién de enfermedad metastasica, Zeng analiz6 por Western
Blot muestras de metéastasis hepéticas por cancer colorectal y tejido sano circundante
las cuales presentaban pro-MMP9, y encontré que los niveles de MMP9 se encuentran
sobre expresados Unicamente en el tejido tumoral, sin encontrarse el mismo
comportamiento en tejido hepatico sano circundante, se determiné ademas que esta
sobre expresion no era uniforme a todo el tejido tumoral, lo cual se podria explicar por
la presencia de diferentes vias que contribuyen a la formacion de metastasis no
relacionadas con las metaloproteinasas (28). En el estudio de lllemann, en el que se
comparé la expresion de MMP9 en pacientes con cancer colorectal metastésico en
lesién primaria, en las lesiones hepaticas y en los ganglios invadidos, encontraron que
los macrofagos en las lesiones metastasicas rara vez expresan MMP9 comparado con
los niveles elevados encontrados en la lesion primaria y en ganglios linfaticos invadidos,
este hallazgo sugiere que las células malignas se diseminan en el tejido hepético por
medio de diferentes mecanismos proteoliticos los cuales se determinan por el medio

celular local y extra celular (29).

Lipocaina asociada a gelatinasa asociada a neutrofilos

La lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdfilos, también conocida como
lipocalina-2, es una proteina de 21 kDa pertenece a la superfamilia de las lipocalinas,
gue a su vez incluyen cerca de 20 lipoproteinas pequefias que interactian con diferentes
ligandos que comparten estructura tridimensional rodeando un cajén central, el cual

determina la funcidon especifica de cada lipocalina para que actien como
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transportadores para substancias hidrofobas asi como prostaglandinas, retinoides,
acido araquiddnico, &cidos grasos y hormonas (30). La principal funcion de NGAL es
capturar las particulas de hierro y transportarlas al interior de la célula al interactuar con
receptores especificos en la membrana celular ocasionado un incremento
intracitoplasmatico del mismo. Por otra parte, es una proteina de “estrés” inducida e
hiper producida por multiples subtipos celulares posterior a la exposicién a ciertas
condiciones de estrés probablemente relacionada a su capacidad de activar

mecanismos de defensa asociados al hierro (30).

La evaluacion de niveles urinarios y plasmaticos de esta proteina ha sido
especialmente Gtil como marcador de dafio organico temprano en multiples patologias.
De igual forma, se ha relacionado la actividad de NGAL con los procesos de crecimiento,
diferenciacion y multiplicacién celular, teniendo una relacion estrecha con los procesos
de diferenciacion y proliferacion en mudltiples tumores humanos al interactuar con
factores de crecimiento como factor de crecimiento del hepatocito, factor transformador

y acido retinoico (30).

En diversos estudios se ha observado que la expresion aumentada de mRNA y
los niveles de proteina de NGAL se encuentran presentes en tejido mamario en
pacientes con cancer de mama pero en niveles casi indetectables en el tejido sano
circundante. De acuerdo con el trabajo de Stoesz (31), se demostrd una relacion directa
entre la expresion aumentada de NGAL con indicadores de mal pronéstico en tumores
mamarios, como pobre diferenciacion, presencia de ganglios positivos y un alto indice
mitGtico, asi como una relacién inversamente proporcional entre la expresion y la
supervivencia global y tiempo a la recaida (31). Parece ser que la cualidad de modular
la proliferacion celular se deriva de su capacidad para interactuar con la
metaloproteinasa de matriz -9 (MMP9) aumentando su funcién en el desarrollo de
metastasis. Al formar un complejo NGAL/MMP9 se evita la degradaciéon de MMP?9,
aumentando su actividad e incrementando el riesgo de invasion y capacidad de

metastasis tumoral (30).

De la misma forma se ha demostrado su relacion con otras neoplasias aparte de
los tumores mamarios, ya que el patron de crecimiento mediado por NGAL/MMP9
pudiera tener un patron crucial en el desarrollo de diferentes neoplasias como diversos
tumores en SNC, vejiga, tiroides e incluso diferentes tumores gastrointestinales como

esofago, gastrico, pancreas y colon (30). Ademas, se ha demostrado que existen
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mecanismos independientes de su relacién con MMP9 que permiten que NGAL active

otras vias de sefializacion asociadas con la proliferacién celular.

En el caso de cancer de eso6fago, Fang et al (32), demostrdé que las células
tumorales tienen la capacidad de expresar receptores NGALR-3 que activan vias de
crecimiento (32). Existe otro estudio en pacientes con cancer de eséfago escamoso
donde se encontré expresion de NGAL en el 50% de los pacientes demostrando una
disminucion en la supervivencia a 5 afios de 33.2% vs 49.8% (p=<0.00001), asi como
relacibn con factores de mal prondstico como grado tumoral, tamafio tumoral y

localizacién, sin encontrar una correlacion positiva con caracteristicas clinicas (33).

Zhang et al identificaron de manera retrospectiva, en 138 pacientes con
diagnostico de hepatocarcinoma, la expresion de NGAL y RNGAL, y lo correlacionaron
con caracteristicas clinicas y con la supervivencia. De los 138 casos se encontr
altamente expresado NGAL en 73.9% de los pacientes y RNGAL en 68.8% y en la
combinacién NGAL/RGAL en 66.6%. La correlacion de la sobre expresion fue mayor en
pacientes con estadios avanzados al diagnéstico, invasion vascular y con recurrencia
tumoral, y en pacientes con antecedente de cirrosis. En el analisis univariado y
multivariado se encontrd que los pacientes con sobre expresién de NGAL, y RNGAL la
supervivencia global fue menor (p<0.0001), sobre todo en el subgrupo de pacientes con
NGAL (+)) RNGAL (+). No se encontrdé diferencia significativa con alguna otra

caracteristica clinica (2).

En el estudio de Baressi se comparo la expresion por inmunohistoquimica de
NGAL en pacientes con tumores en SNC primarios y en lesiones metastasicas, y se
encontré expresion positiva en pacientes con lesiones de alto grado (glioblastomas y
oligoastrocitomas), sin evidencia de inmuno-expresion en el resto de tumores primarios
0 en las lesiones metastasicas. Lo que sugiere que la expresion de esta proteina se

restringe a tumores de alto grado con peor pronéstico (34).

En el estudio de Candido se revisaron los patrones de expresién genética en
diferentes bases de datos y se encontr0 una mayor expresion en tejido tumoral
comparado con tejido normal circundante en diferentes tumores solidos, de igual forma
en todos los estudios que compararon expresion entre el tumor primario y las lesiones
metastésicas, fue significativamente superior la expresion para el tumor primario. Se
cree que esta disminucién en la expresién en lesiones metastasicas pudiera ser

secundaria a la inactivacion de la via del gen de NGAL durante la diseminacion a
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distancia del tumor. Los tumores que han demostrado mayor expresion de NGAL (por
encima de la percentila 75) son los tumores ovaricos, tiroides, hepatocarcinoma, colon,
rifion, pulmén, pancreas y vejiga y los tumores con menor expresion (por debajo de la
percentila 25) son los tumores hematolégicos, cabeza y cuello, eséfago y cervicouterino
(35).

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la actualidad no existen marcadores moleculares que permitan clasificar a los
pacientes con esta neoplasia de acuerdo con prondstico, Unicamente se cuentan con

caracteristicas clinicas y patolégicas que permiten predecir desenlaces.

La expresion de las proteinas MMP9 y NGAL se ha relacionado con los procesos
de crecimiento, diferenciacién y multiplicacién celular en tumores humanos al interactuar
con factores de crecimiento como factor de crecimiento del hepatocito, factor
transformador y &cido retinoico. En algunos tumores se ha asociado su expresiéon con
factores de mal pronéstico como diseminacién ganglionar, crecimiento tumoral, pobre

diferenciacion y alto indice mitético.

Existe escasa informaciébn acerca del porcentaje de pacientes con
hepatocarcinoma que expresan Metaloproteinasa de Matriz 9 y lipocalina de neutrofilo
asociada a gelatinasa, asi como su relacién con el pronéstico, y las caracteristicas
clinico patolégicas relacionadas con la expresion de estos marcadores. La identificacion
del impacto en el desenlace de estos pacientes nos permite predecir una poblacion de
peor prondstico en un tumor que por sus caracteristicas conlleva, desde el diagnéstico,
un comportamiento agresivo con opciones limitadas para el tratamiento sistémico en un
grupo de pacientes que en su mayoria presentan antecedente de cirrosis ya con

secuelas secundarias a la patologia de base.

La comparacion de la expresion de MMP9 y NGAL en metastasis hepéticas con
el de hepatocarcinoma nos permite conocer marcadores pronosticos relacionados con
un tumor con caracteristicas mas agresivas, y diferenciar marcadores en el proceso de

carcinogénesis.

Se ha demostrado diferencias significativas entre la expresion de MMP9 y NGAL
en diversos tumores primarios y sus respectivas lesiones metastasicas, aparentemente

por la inactivacion de diferentes vias relacionadas con NGAL, sin embargo no se ha
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comparado la expresién entre un tumor primario de higado y lesiones metastasicas

hepéaticas.

7. JUSTIFICACION.

En la actualidad no existen marcadores moleculares efectivos que permitan
clasificar a los pacientes con esta neoplasia de acuerdo con prondstico, se han
desarrollado diversos estudios con la finalidad de establecer dichos marcadores al
analizar multiples vias relacionadas con la proliferacion celular sin resultados exitosos
por lo que Unicamente se cuentan con caracteristicas clinicas y patolégicas que

permiten predecir desenlaces.

Se cuenta con multiples estudios previos que han identificado la expresiéon de
NGAL y MMP9 como factores prondsticos en diversos tumores por su relacién con
factores de crecimiento, diseminacion local y a distancia y grado de diferenciacion, sin
embargo, sélo existe un estudio previo en poblacién oriental en que se ha buscado la
expresion de NGAL en pacientes con hepatocarcinoma y existen estudios que han
explorado la expresion de MMP9 y su impacto en el prondstico pero pocos han analizado
la relacion entre la expresion de MMP9 y NGAL. No existe informacion sobre la
prevalencia de expresion de MMP9 y NGAL en nuestra poblacién ni su impacto en el
prondstico, asi como su relacion con caracteristicas clinicopatoldgicas. De igual forma,
existen estudios previos que han comparado la expresion de estos marcadores en tejido
sano comparado con tejido tumoral como es el caso de cancer de mama, sin embargo,
no existen estudios que hayan comparado la expresibn en muestras de

hepatocarcinoma y expresion en lesiones metastasicas.

El identificar diferentes marcadores en tumores con opciones de tratamiento
limitadas, como es el caso del hepatocarcinoma, nos permite ampliar el conocimiento
acerca de la agresividad del mismo y sus patrones de diseminacién y, ademas, permite
plantear el terreno para el desarrollo de nuevas opciones de tratamiento. La expresion
de estas proteinas se identifica en una muestra de tumor, es factible su reproduccién y
permite seleccionar a un subgrupo de pacientes que presentan caracteristicas mas

agresivas con un potencial impacto terapéutico.
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Existen estudios previos que han demostrado niveles menores de expresion en

pacientes con lesiones metastésicas comparados con la lesion primaria, sin embargo

no existe un estudio especifico que haya comparado en tejido hepatico la diferencia de

expresion entre un tumor primario de higado como es el hepatocarcinoma y lesiones

metastasicas.

8. OBJETIVO.

Primario

1.

Secundarios

Comparar el porcentaje de expresion de Metaloproteinasa de matriz 9 y
lipocalina de neutréfilo asociado a gelatinasa entre hepatocarcinoma y

metastasis hepaticas

Determinar la expresion de MMP9 y NGAL en pacientes con diagndstico
de carcinoma hepatocelular y su relacién con caracteristicas de mal

prondstico

Correlacionar la expresion de MMP9 y NGAL en hepatocarcinoma con

caracteristicas clinicas

Correlacionar la expresion de MMP9 y NGAL en hepatocarcinoma con

caracteristicas histopatolégicas
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9. HIPOTESIS.
9.2 HIPOTENSIS NULA

La expresién de metaloproteinasa de matriz 9 y lipocalina de neutréfilo asociada a

gelatinasa en hepatocarcinoma no es mayor que en lesiones metastasicas en higado.

9.3 HIPOTESIS ALTERNA

La expresion de metaloproteinasa de matriz 9 y lipocalina de neutréfilo asociada a

gelatinasa en hepatocarcinoma es mayor que en lesiones metastasicas en higado.
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10. DISENO.

Se realizé un estudio retrospectivo, observacional, no aleatorizado, en Centro
Oncolégico Integral “Diana Laura Riojas de Colosio” en conjunto con el departamento
de Anatomia Patoldgica del Hospital Médica Sur. Se revisaran los casos de expedientes
con diagnostico de hepatocarcinoma y lesiones metastasicas en higado del 1 de Enero
del 2005 al 01 de Julio del 2017.

11. MATERIALES Y METODO.

11.1. Universo de estudio. Poblacién de estudio.- Pacientes con diagndstico por
patologia de hepatocarcinoma y lesiones metastasicas en higado que cuentan con
material para realizar inmunohistoquimica en servicio de patologia de hospital Médica
Sur

11.2 Tamano de la muestra

Se realizara por conveniencia de manera no probabilistica, teniendo en cuenta que el
teorema de limite central nos dicta que requerimos un minimo de 30 pacientes por brazo

de estudio para realizara estadistica inferencial.

No se puede realizar calcular tamafio de muestra ya que se desconoce la proporcién de

expresion en el tejido a estudiar

Sin embargo en el supuesto de gue basandonos en evidencia previa, existe una
expresion del 73% de NGAL en hepatocarcinoma y la poca informacioén que existe en
otros tumores metastasicos la expresion es baja con la formula de diferencia de
proporciones, con un nivel de confianza del 95%, potencia de 80%, se requieren 33

pacientes por cada grupo, mas 10% de perdidas, se requieren 37 pacientes por grupo.

11.3 Muestreo no probabilistico, consecutivo.
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11.4. Criterios de Seleccién:

11.4.1. Criterios de Inclusion.

Pacientes con diagnostico de hepatocarcinoma, y lesiones metastasicas
en higado por patologia que cuenten con material para realizar
inmunohistoquimica en departamento de patologia de hospital Médica Sur,
mayores de 18 afos de edad.

11.4.2. Criterios de exclusion.

Pacientes que no cuenten con diagnéstico de hepatocarcinoma y

lesiones metastasicas en higado por patologia

Pacientes menores de 18 afnos

11.4.3 Criterios de eliminacion.

Pacientes que no cuenten con material suficiente para realizar

inmunohistoquimica

Pacientes que no cuentan con expediente fisico o electrénico para

recabar datos clinicos

11.5. Definicion de variables
Se determinaron variables clinicas que incluyeron:
-Genero: Mujer/Hombre
-Edad al diagnéstico- Afios
-Fecha de diagnéstico- dd/mm/aaaa
-Niveles de alfafetoproteina- Ul/ml
-Tipo de lesion: Hepatocarcinoma, lesion metastasica en higado
-Localizacion de tumor primario: Colon, pancreas
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-Estadio segun Barcelona- A,B,Co D

-Child Pugh-A,Bo C

-Higado cirrético o higado sano

-Causas de cirrosis-Viral, criptogénica, alcohol, higado graso o autoinmune

- Infeccién por VHC o VHB- Presente o ausente

-Tratamiento recibido
Tratamiento local (TACE, quimioembolizacion, reseccion)
Tratamiento sistémico (Inhibidores tirosin cinasa, quimioterapia)

-Fecha del dltimo seguimiento- dd/mm/aaaa

Se realiz6 inmunohistoquimica para:
-Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrdéfilos (NGAL)

-Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9)

11.6. Descripcién de procedimientos.

Se obtuvo de una base de datos del servicio de Anatomia patolégica, todos los
nameros de registro de pacientes con diagndstico de hepatocarcinoma desde el primero
de enero del 2005 al 01 de Julio del 2017 y se tomaron al azar el mismo namero de
muestras en pacientes con diagnostico de lesiones metastasicas a higado con primario
en colon o pancreas, se verific6 que contaran con material suficiente y se realizé
inmunohistoquimica para MMP9 y NGAL.

Se obtuvo por medio de expediente electrénico y expediente fisico los datos
clinicos del paciente: Género, edad al diagnostico, registro, fecha de nacimiento, fecha
de diagnostico, tamafio tumoral al diagnostico, estadio al diagnéstico segun BCLC,
tumor primario, fecha ultimo registro, infeccion por VHB, infeccién por VHC, diagnéstico
de cirrosis, tratamiento local, fecha de inicio de tratamiento local, tratamiento sistémico,
tipo de tratamiento sistémico, fecha de inicio de tratamiento sistémico, niveles de alfa

feto proteina.
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Se realiz6 inmunohistoquimica para:

1. Lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos (NGAL)
2. Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP-9)

Técnica de inmunohistoquimica

Se obtuvieron los bloques en parafina de las biopsias encontradas y se realizaron
cortes de 4 micras de espesor. Se colocaron en laminillas electro cargadas Fisherbrand
(Fisher Scientific), las cuales se calentaron en la estufa de secado a una temperatura
de 60 grados por 35 minutos. Posteriormente se desparafinaron y rehidrataron con
bafos en el orden siguiente; xilol, etanol absoluto, alcohol al 96% y agua destilada. Se
colocaron las laminillas con los cortes mencionados en solucién amortiguadora (buffer)
de citratos, se calentaron a presién durante dos minutos y una vez enfriados a
temperatura ambiente se lavaron con agua destilada y se colocaron en el rack para
afiadir solucién buffer de fosfatos (PBS) para realizar lavados. Se afiadié perdoxido de
hidrégeno (H202) al 3% para inactivar los sitios inespecificos de unién a anticuerpos
durante 6 minutos y se lavd posteriormente tres veces con PBS con secado con papel
absorbente. Las inmuno-tinciones se realizaron utilizando el método estandar de avidina
— peroxidasa. Los siguientes anticuerpos fueron estudiados con sus controles
apropiados: se afiadieron los anticuerpos diluidos en solucion especial para este efecto
(BSB 0105, BioSB Inc.). Se usaron anticuerpos anti lipocalina-2 (GTX63306, GeneTex
Inc.) y anti metaloproteinasa 9 (GTX100458, GeneTex Inc.) Se dejo incubar el
anticuerpo por 55 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se retird con papel
absorbente, se lavaron tres veces las laminillas con PBS y se aplicé un sistema de
detencién de marca (BSB 0007, BioSB Inc.). Se incubaron con biotina por 10 minutos y

se lavaron tres veces con PBS.

Seguido de esto se incubaron con estreptovidina por otros 10 minutos y se
lavaron de nuevo con PBS. Para el revelado de las tinciones con el anticuerpo se afiadié
diaminobenzidina de manera manual, observando al microscopio Optico para evitar la
sobreexposicion de la tincibn. Se sumergieron en agua las laminillas para
posteriormente afiadir hematoxilina por 15 segundos. Se lavaron de nuevo las laminillas
con agua y se sumergieron en solucion de carbonato de litio para “virar” la hematoxilina.

Se deshidrataron con bafios consecutivos en el siguiente orden: alcohol al 96%, etanol
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absoluto, y xilol por dos minutos cada uno. Se montaron en resina permanente para

microscopia y se colocaron cubreobjetos para su valoracion por un patélogo experto.

ANTICUERPO CLONA MARCA DILUCION
NGAL EPR5084 GeneTex 1:200
MMP9 N2C1 GeneTex 1:50

Interpretacion de los anticuerpos

Para registrar la positividad de las inmuno — reacciones se us6 un sistema
cualitativo y cuantitativo determinado por la observacién directa al microscopio de luz.
Para evaluar la efectividad de los anticuerpos se valoré que los testigos marcaran
adecuadamente en cada laminilla. El tejido utilizado como testigo para evaluar la
positividad de NGAL-2 fue la tincion intensa (3+) en el citoplasma de las células
glandulares del endo — cervix. El testigo utilizado para evaluar la reactividad de MMP-9
fue la positividad intensa (3+) en el citoplasma de macréfagos alveolares. Se utilizé una
escala de 1+ para una tincién débil hasta 3+ para una tinciébn muy intensa, para ambos
anticuerpos en el citoplasma de las células tumorales. De la misma forma, en cada caso
se determiné el porcentaje de las células neoplasicas que mostraron positividad débil a

intensa.

1. Hoja de captura de datos.

Se codificaron a los pacientes incluidos en el estudio de tal manera que solo
investigadores conocen datos personales para mantener confidencialidad de los

mismos. (Anexo 1)

11.9. Calendario.
a) Revision bibliografica indique el tiempo que invertird 1 mes
b) Elaboracion del protocolo: 1 mes
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c¢) Obtencién de la informacién. 1 mes

d) Procesamiento y analisis de los datos. 1 semana
e) Elaboracién del informe técnico final. 1 mes

f) Divulgacion de los resultados. 3 meses

Fecha de inicio: Noviembre de 2016. Fecha de terminacion: Julio del 2017

11.10. Recursos.

11.10. 1. Recursos Humanos.

Investigador: Maria del Mar Garcia Ortega

Actividad: Revisién bibliografica, elaboracion de protocolo, analisis de
resultados, elaboracion de informe técnico final

Numero de horas por semana 5 horas por semana

Investigador: Daniel Motola Kuba

Actividad: Elaboracién de protocolo, andlisis de datos, divulgacion de los
resultados

Numero de horas por semana 2 horas por semana

Investigador: Freddy Chablé Montero
Actividad: Obtencion de los resultados

Numero de horas por semana: 2 horas

Investigador: Oscar Gerardo Arrieta Rodriguez
Actividad: Analisis estadistico

Numero de horas por semana: 2 horas

11. 11 Recursos materiales

Se requiere material para realizar inmunohistoquimica para MMP9 y NGAL

Se utilizaron anticuerpos anti lipocalina-2 (GTX63306, GeneTex Inc.) y anti

metaloproteinasa 9 (GTX100458, GeneTex Inc.)
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11.12 Recursos financieros

Los costos del protocolo correran a cargo de los investigadores

ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 programa SPSS version 19 para andlisis estadistico. Las variables continuas
para fines descriptivos fueron agrupadas como medias y medianas aritméticas y
desviaciones estandar. Las variables categoricas consistieron en porcentajes con sus
respectivos intervalos de confianza del 95%. Las comparaciones inferenciales se
hicieron utilizando la prueba t de student o la prueba U de Mann-Whitney. La prueba
exacta de Fisher se utilizd para evaluar la significancia estadistica de las variables
categoricas determinado como P <0.05. Las variables estadisticamente significativas y
limitrofes (P<0.01) se incluyeron en el andlisis multivariado de regresion logistica. La
supervivencia global se analizé por medio del método de Kaplan- Meier mientras que en
las comparaciones entre los subgrupos se analizaron utilizando log Rank o prueba de
Breslow, si las dos curvas de supervivencia se cruzaban. Para al andlisis de la curva de
supervivencia, todas las variables se dicotomizaron. La significancia estadistica se

determiné con una P < 0.05.

CONSIDERACIONES ETICAS

Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccién I, investigacion sin riesgo, no requiere
consentimiento informado. Ej.- Cuestionarios, entrevistas, revisibn de expedientes
clinicos, etc. En los que no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su

conducta.
No requiere de consentimiento informado ya que se trata de un analisis retrospectivo,

se tomo informacién de expediente electronico de pacientes que en su mayoria ya

fallecieron.
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12. RESULTADOS

Caracteristicas generales de la poblacion

Se obtuvo informacién de 109 pacientes en total, 65 pacientes con diagnostico
de hepatocarcinoma y 48 pacientes con diagndéstico de metéstasis de adenocarcinoma
de los cuales 14 tenian tumor primario en colon, 30 en pancreas y otros 4 en mama y
vesicula biliar. De los pacientes con diagnostico de hepatocarcinoma 43 (66.2%) eran
hombres y 22 (33.8%) eran mujeres. La mediana de edad fue de 67.43 afos +/- 9.37
afios con un rango de 39 a 89 afos de edad. 20 (30.7%) pacientes presentaban tumores
de menos de 5 cm al diagnéstico y 34 (52.3%) pacientes tumores mayores de 5 cm. Se
clasificaron de acuerdo con Barcelona, 16 (24.6%) pacientes eran Barcelona A al
diagndstico, 11 (16.9%) pacientes Barcelona B, 13 (20%) pacientes Barcelona C y 14
(21.5%) pacientes Barcelona D, 11 (16.9%) pacientes con diagnéstico de
hepatocarcinoma no tenian informacion para completar clasificacién segun Barcelona.
47 (71.2%) pacientes tenian antecedente de cirrosis hepatica, de los cuales 3 (4.6%)
pacientes contaban con antecedente de infeccion por virus de hepatitis B y 19 (29.2%)
infeccidn por virus de hepatitis C. 23 (34.8%) pacientes se encontraban en Child Pugh
A, 13 (19.7%) pacientes en Child Pugh B y 12 (18.2%) pacientes en Child Pugh C, 18
pacientes restantes no contaban con informacién suficiente para clasificarlos. La causa
mas frecuente de cirrosis fue la infeccion viral en el 51.1% (24) de los casos, seguido
por cirrosis criptogénica 34% (16), higado graso 10.6% (5), alcohol 2.1% (1) y hepatitis
autoinmune 2.1% (1). 4 (6.1%) de los pacientes desarrollaron la enfermedad con
antecedente de higado sano. El promedio de alfa feto proteina al diagnéstico fue de
2731.69 U/ml con un rango de mas menos 9000 Ul/ml. El seguimiento promedio fue de

9.59 meses con un rango de mas menos 15.76 meses (Tabla 1).

De acuerdo con la extension de la enfermedad al diagndstico, 58 (89.2%)
pacientes se diagnosticaron con enfermedad localizada, 8 (12.3%) con enfermedad
metastésica al diagndéstico de los cuales 6 (9.2%) contaban con enfermedad G6sea y 2
(3%) con enfermedad ganglionar. Recibieron tratamiento local 40 (61%) pacientes, 23
de ellos se desconoce el tratamiento. De acuerdo con el tipo de tratamiento local recibido
10 (25%) pacientes tuvieron hepatectomia, 14 (35%) TACE, 5 (12.5%) ablacion por
radiofrecuencia, 5 (12.5%) cirugia y TACE, 1 (2.5%) cirugia y ablacion por

radiofrecuencia y 5 (12.5%) pacientes ablacion con TACE. Se manejaron con
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tratamiento sistémico 11 (16.9%) pacientes en total, de los cuales 1 (1.5%) recibio
quimioterapia, 7 (10.7%) inhibidores tirosino cinasa y 3 (4.6%) recibieron ambos

tratamiento (Tabla 1).

Se obtuvo material de 48 pacientes con diagnéstico de metastasis de
adenocarcinoma de los cuales 30 (62.5%) tenian tumor primario en pancreas, 14

(29.1%) en colon y 4 (8.3%) en otras localizaciones como via biliar y mama (Tabla 2).

Expresion de NGAL y MMP9 por inmunohistoquimica

Se realiz6 inmunohistoquimica en 61 pacientes con diagnéstico de
adenocarcinoma, y 48 pacientes con metastasis de adenocarcinoma por lo que se
tuvieron que eliminar 4 pacientes incluidos por falta de material (Figura 1). De acuerdo
con los resultados de inmunohistoquimica para NGAL en pacientes con
hepatocarcinoma, 4 (6.6%) de los pacientes obtuvieron 1+, 50 (82%) 2+ vy 7 (11.5%) 3+.
De los pacientes con metastasis de adenocarcinoma 13 (27.1%) no expresaban, 25
(52.1%) 1+, 6 (12.5%) 2+ y 4 (8.8%) 3+. De acuerdo con los resultados de
inmunohistoquimica para MMP9 en pacientes con hepatocarcinoma 23 (37.7%)
pacientes no expresaban, 38 (62.3%) 1+ y ningun paciente obtuvo score 2+y 3+. En los
pacientes con diagnostico de metastasis de adenocarcinoma, 28 (58.3%) de los
pacientes no expresaban, 19 (39.6%) 1+, 1 (2.1%) 2+ y ninguno de los pacientes obtuvo
score de 3+ (Figura 4). Todos los pacientes con hepatocarcinoma presentaron cierto
grado de expresién de NGAL y esta fue mayor comparada con los pacientes con
metastasis hepaticas (P=<0.001), La expresién de MMP9 también fue significativamente
mayor en pacientes con hepatocarcinoma comparado con metastasis hepaticas
(P=0.042). (Figura 5)

De los pacientes con metéastasis hepaticas con tumor primario en colon 6 (42.9%)
pacientes obtuvieron score para NGAL de 1+, 4 (28.6%) pacientes score de 2+ Yy 4 (28.6)
pacientes score de 3+, y de los pacientes con tumor primario en pancreas, 17 (56.7%)
obtuvieron un score para NGAL de 1+, 1 (3.3%) paciente score de 2+ y en 12 (40%)
pacientes no se expresé NGAL. Para MMP9 los pacientes con tumor primario en colon,
13 (92.9%) obtuvieron un score de 1+, y 1 (7.1%) de los pacientes no expreso, y de los
pacientes con tumor primario en pancreas 23 (76.7%) pacientes no expresaron, 6 (20%)

pacientes obtuvieron score 1+ y 1 (3.3%) paciente Unicamente obtuvo score 2+. La
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diferencia en la expresion de NGAL y MMP9 en pacientes con metastasis hepaticas fue
estadisticamente significativa de acuerdo con el tumor primario con un valor de P de
<0.001, siendo mayor la expresion de NGAL y MMP9 en paciente con tumores
provenientes de colon y menor en pacientes con tumores primarios en pancreas. (Tabla
3)

Se determiné si existia relacion entre las caracteristicas clinicas con la expresion
de NGAL y MMP9 y encontramos que el Unico factor relacionado con la expresion de
MMP9 fue la infeccion por virus de hepatitis C (P=0.047) y se encontro relacion entre la
expresion de NGAL y la presencia de cirrosis (P=<0.0001), la infeccion por virus de
hepatitis B (P=0.020), hepatitis C (p=0.001) y la presencia de ECOG 2 a 4 al diagnéstico
(P=<0.0001). (Tabla 4) No se encontro relacién significativa entre la expresion de MMP9

y NGAL con el resto de variables clinicas e histopatol6gicas.

Supervivencia global

La mediana de supervivencia global de los pacientes con diagndstico de
hepatocarcinoma fue de 7.12 meses con un intervalo de 1.8 meses a 12.4 meses. Para
los pacientes con hepatocarcinoma y expresion de MMP9 la mediana de supervivencia
global fue de 23.73 meses (6-11.8) y de los pacientes sin expresion de 7.38 meses (IC
3.9-10.8, P=0.68). Y para los pacientes con diagndstico de hepatocarcinoma y expresion
de NGAL la mediana fue de 23.7 meses para score 1+, 11.5 meses para 2+ y 53.13
meses para 3+ (P=0.55). (Figura 1, 2y 3)
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13. DISCUSION

El hepatocarcinoma es el tumor primario del higado mas frecuente (83%) y la
séptima causa de muerte por cancer en México (1). Es un tumor que se encuentra
relacionado con el antecedente de cirrosis y por consecuente se presenta mas
frecuentemente en pacientes con el antecedente de infeccion por virus de hepatitis, el
consumo de alcohol, y la presencia de higado graso, entre otras (2, 6). Actualmente se
desconocen los factores que favorecen el desarrollo de esta neoplasia, sin embargo es
bien conocido que la lesién al parénquima hepatico por forma crénica favorece la
liberacion de factores de crecimiento y la presencia de mutaciones. Es un tumor
altamente vascularizado que por sus caracteristicas radiograficas se puede diagnosticar
por estudios de imagen sin la necesidad de obtener tejido para su estudio
histopatoldgico (5). Solo se cuenta con la medicién de alfa feto proteina como marcador
tumoral, que ayuda al seguimiento y vigilancia de estos pacientes (6). El tratamiento
suele ser complejo ya que, la enfermedad hepética subyacente y la presencia de
multiples comorbilidades al diagnéstico limitan las posibilidades de manejo local y
sistémico (11). La supervivencia global en los pacientes con hepatocarcinoma depende
estrechamente del estadio segun BCLC al diagndstico con una media de 4.9 meses (9).
Los datos obtenidos en este grupo de pacientes muestran una mediana de
supervivencia de 7.12 meses con un intervalo de 1.8 meses hasta 12.4 meses,

independiente del estadio al diagndstico.

La enfermedad metastasica a higado con tumor primario gastrointestinal es
especialmente frecuente, se considera que la afinidad por el parénquima hepéatico se
encuentra relacionada con la distribucion de la vasculatura asi como por la presencia de
un microambiente que favorece el desarrollo de la enfermedad metastasica (17). Sin
embargo se ha demostrado que las caracteristicas propias de la lesion metastasica son
diferentes comparadas con las del tumor primario, independientemente de su
localizacién, mostrando diferentes patrones de crecimiento, expresion de proteinas y

vias de proliferacion (28).

Las metaloproteinasas de matriz son proteinas relacionadas con incontables
procesos fisiolégicos que se han relacionado con la presencia y el desarrollo de
multiples neoplasias, entre las que se incluyen el hepatocarcinoma, asi como los

tumores de colon y pancreas (21). Existen reportes donde se ha relacionado su
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expresion como factor predictivo de progresidon asi como de invasion portal al
diagndstico (21). En este estudio se determind que la presencia de MMP9 en pacientes
con hepatocarcinoma mostraba una tendencia a una menor supervivencia con una
diferencia de 12 meses. De igual forma encontramos que la expresion era mayor en
pacientes con diagnostico de hepatocarcinoma, incluso en etapas tempranas de la
enfermedad, comparado con los pacientes con metéstasis hepéticas de tumores
gastrointestinales, siendo esta diferencia estadisticamente significativa 62.3% vs 41.7%
(P=0.042). Entre los pacientes con metastasis hepaticas, aquellos con tumor primario
en colon mostraron mayor expresion comparados con los pacientes con tumor primario
en pancreas 92.9% vs 23.3% (P=<0.0001). Estos resultados son similares a los
previamente reportados por llleman en los que se habia demostrado que la expresiéon
de MMP9 en lesiones metastasicas era menor comparado con la expresion del tumor
primario, probablemente secundario a la presencia de mecanismos proteoliticos
diferentes a los del tumor primario que permiten el crecimiento de las células tumorales
en el tejido hepéatico (29). No existen estudios previos que se hayan realizado
especificamente en metastasis de tumores pancreaticos que nos permitan comparar los

hallazgos obtenidos en este estudio.

La lipocalina de neutrdéfilo asociada a gelatinasa es una proteina transportadora
que se ha relacionado con procesos de diferenciacion y proliferacién. Se ha estudiado
la relacién entre NGAL y MMP9 y se demostré que pudieran estar involucrados con el
desarrollo de mudltiples neoplasias, entre ellas diversos tumores gastrointestinales.
Investigaciones previas han permitido determinar que su expresion se asocia con
factores de mal prondéstico al diagnéstico y con una disminucion en la supervivencia
global (2, 30). De acuerdo con los resultados obtenidos, la expresién de NGAL pareciera
tener una tendencia a una menor supervivencia global comparada con los pacientes que
no sobre expresan (P=0.55), sin embargo no se encontré relacién entre la expresion con
factores de mal prondstico al diagnéstico como mayor tamafo tumoral y un estadio
BCLC avanzado al diagnéstico. Pareciera que la presencia de cirrosis (P=<0.0001), y la
infeccién por virus de hepatitis (P=0.020 para VHB y P=0.001 para VHC) y un peor
estado funcional al diagndstico (P=<0.0001) si son factores que se encuentran
relacionados con una mayor expresion. Previamente, en el estudio de Zhang, se habia
demostrado esta asociacion entre la expresion de NGAL vy cirrosis, sin embargo,
contrario a sus resultados, no se encontré relacion entre la expresion y un estadio

avanzado al diagnostico.
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De igual forma la expresion de NGAL en pacientes con hepatocarcinoma fue
significativamente mayor que en pacientes con metastasis hepaticas 100% vs 72.9
(P=<0.0001). Y la expresion en pacientes con tumor primario en colon fue
significativamente mayor que en pacientes con tumor primario en pancreas 100% vs
60% (P=<0.0001). Similar al estudio previo de Candido parece ser que la expresion de
NGAL es menor en las lesiones metastasicas comparadas con el tumor primario (35). Y
en el estudio de Tong, se demostrd que la expresion de NGAL en pacientes con tumores
pancreaticos moderadamente o pobremente diferenciados era practicamente nula
comparativamente con tumores tempranos bien diferenciados donde la expresion era
alta, se relacion6 ademas, la sobre expresion con inhibicion de la adhesion e invasion
en pacientes con tumores pancreaticos, pudiendo ser la “perdida” de expresion un
marcador temprano de enfermedad metastasica (45).

Sin embargo, no existen estudios previos que hayan comparado la expresion de
estas proteinas en hepatocarcinoma vs lesiones metastasicas; Es importante recalcar
que la totalidad de los pacientes con hepatocarcinoma, aun en estadios tempranos,
presentaron cierto grado de expresion lo cual pudiera dar base a estudios mas amplios
que exploren el su valor como marcadores tempranos asi como blancos terapéuticos

que permitan evitar la progresion a estadios mas avanzados.

Los estudios sobre la expresién de NGAL han tenido resultados heterogéneos,
lo que pudiera significar que dependiendo de las caracteristicas tumorales pudiera
resultar en un mejor o peor prondstico por lo que es necesario complementar los
resultados obtenidos para poder determinar en qué tipo de neoplasias pudiera actuar

como marcador de buen o mal pronéstico e incluso como potencial blanco terapéutico.
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14. CONCLUSIONES

En este grupo de pacientes con diagndéstico de hepatocarcinoma la expresiéon de MMP9
y NGAL fue mayor que en las muestras de pacientes con metéstasis hepaticas. A su
vez, de los pacientes con metastasis hepaticas con tumor primario en colon, se encontré
una mayor expresion comparados con los pacientes con tumor primario en pancreas.
La diferencia en supervivencia global entre el grupo que expresa y el que no expresa no
fue estadisticamente significativo sin embargo existe una tendencia, ain mas notoria
para la expresion de MMP9. Los unicos factores clinicos aparentemente relacionados
con la expresion de NGAL es la presencia de cirrosis, la infeccion por virus de hepatitis
By Cy el estado funcional (ECOG). Es necesaria la validacién de estos marcadores en
un grupo mas numeroso de pacientes que permita determinar con mayor claridad su
papel como factor prondéstico en pacientes con neoplasias primarias 0 metastasicas en

higado.
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TABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Caracteristicas basales de la poblaciéon con hepatocarcinoma

Caracteristicas

SEXO
Femenino
Masculino
EDAD

Media
Rango
TAMANO
Menor de 5cm
Mayor de 5 cm
Desconoce
METASTASIS
Si

Hueso
Ganglionar
No

BCLC

A

B

C

D
Desconoce
Cirrosis

Si

Higado sano
Desconoce
Child Pugh
A

B

C
Desconoce

Causas de cirrosis

Alcohol

Viral
Criptogenica
Higado graso
Autoinmune

Infeccidn por virus

hepatitis

VHB

VHC
TRATAMIENTO
Local

Tipo de tratamiento local

Cirugia

TACE

Ablacidén por
radiofrecuencia
Cirugia + TACE

Cirugia + ablacion

Total (N=65) Porcentaje (100%)
22 33.8%
43 66.2%

47

14

23
13
12
17

40

10
14
5

5
1

67.43 afios +/- 9.37 afios
39 a 89 afios

30.7%
52.3%
16.9%

12.3%
9.2%
3%
87.6%

24.6%
16.9%
20%
21.5%
16.9%

71.2%
6.1%
21.5%

34.8%
19.7%
18.2%
26.1%

2.1%
51.1%

34%
10.6%

2.1%

4.6%
29.2%
61%
25%
35%
12.5%

12.5%
2.5%
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TACE + Ablacién 5 12.5%
Sistémico 11 16.9%
Quimioterapia 1 1.5%
Inhibidores tirosino cinasa 7 10.7%
Ambos 3 4.6%
Alfa feto proteina

Media 2731.69 +/- 9000 U/ml
Rango 1.3a53193
Seguimiento, meses 9.59 meses +/- 15.76 meses
(promedio)

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status, VHB: Virus Hepatitis B, VHC: Virus
Hepatitis C, BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer, MMP9: Metaloproteinasa de matriz 9, NGAL: Lipocalina de
neutréfilo asociado a gelatinasa, TACE: Quimioembolizacién arterial transcateter

Tabla 2. Pacientes con metastasis hepaticas

Tumor primario Total (N=48) Porcentaje (100%)
Pancreas 30 62.5%
Colon 14 29.1%
Otros 4 8.3%

Tabla 3. Expresion NGAL y MMP9 en metastasis hepéaticas de acuerdo con tumor primario

0 1 2 3 Valor P
NGAL
Primario colon 0 6 (42.9%) 4 (28.6%) 4 (28.6%)
Primario pancreas 12 (40%) 17 (56.7%) 1 (3.3%) 0 P=<0.0001
Otros 1 (25%) 2 (50%) 1 (25%) 0
MMP9
Primario colon 1(7.1%) 13 (92.9%) 0 0
Primario pancreas 23 (76.7%) 6 (20%) 1 (3.3%) 0 P=<0.0001
Otros 4 (100%) 0 0 0

Tabla 4. Caracteristicas basales en relacion con expresion MMP9 y NGAL

MMP9 NGAL

BCLC

Estadios tempranos (Ay P=0.45 P=0.33

B)

Estadios avanzados (Cy

D)

Cirrosis

Si P=0.65 P=<0.0001
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No

Infeccién por virus hepatitis

VHB P=0.072 P=0.020
VHC P=0.047 P=0.001
ECOG al diagnéstico

0-1 P=0.43 P=<0.0001
2-4

Tamafo al diagnéstico

Menor 5 cm P=0.64 P=0.28
Mayor 5cm

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status, VHB: Virus Hepatitis B, VHC: Virus
Hepatitis C, BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer, MMP9: Metaloproteinasa de matriz 9, NGAL: Lipocalina de

neutréfilo asociado a gelatinasa

Funciéon de supervivencia

0Eq

Supervivencia acumulada

0.2+

0.0+

+—Censurado

T T
2000 40.00 60.00 B80.00

sgmeses

Funcidn de suparvivencia

Figura 1. Kaplan Meier para Supervivencia global para pacientes con diagndéstico de

hepatocarcinoma con una media de 17.6 meses
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Funciones de supervivencia
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Figura 2. Kaplan Meier para Supervivencia en pacientes sin expresion de MMP9 y
pacientes con expresion MMP9 1+

Funciones de supervivencia NGAL 1+

Media 23.7 meses IC 95% (0-56)
NGAL 2+

Media 11.5 meses IC 95% (6.4- 16.6)
NGAL 3+

Media 53.15 meses IC 95% (17-89.1)
P=0.55

0.8+

0.8+

0.4

Supervivencia acumulada

T
00 2000 4000 6000 8000
sgmeses

Figura 3. Kaplan Meier para Supervivencia en pacientes con expresion NGAL 1+, 2+y 3+
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MMPS 3+ en paciente con
hepatocarcinoma

S TEN

NGAL 3+ en paciente con NGAL 3+ en paciente con
hepatocarcinoma hepatocarcinoma

Figura 4. Inmunohistoquimica para MMP9 y NGAL en paciente con hepatocarcinoma.

FIGURA 5. PORCENTAJE DE EXPRESION DE
NGAL EN HEPATOCARCINOMA Y
METASTASIS HEPATICAS
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FIGURA 7. EXPRESION DE NGAL EN
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