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PROLOGO

Este trabajo se ha realizado para optar al grado académico de Doctor en Medicina
y Cirugia. Consideramos que el avance mostrado por la Biomedicina en el campo de la
Biologia Molecular y Celular ha sido de tan extraordinaria envergadura que nos permite
actualmente concatenar todos los hallazgos cientificos, incluso la génesis del desarrollo
de la creacion de la primera célula sobre la tierra, y las implicaciones que tal explicacion
puedan derivarse para la evolucion de las especies en general, y en particular de los

microorganismos que nos afectan en la patologia humana.

Es claro que solamente tenemos cien mil afios de estar posandonos sobre la
Tierra. El homo sapiens es, desde hace cien mil afios, un investigador nato, que en aquel
tiempo estuvo interactuando con otras especies animales y vegetales, y ademads, por un
tiempo, estuvo compartiendo la Tierra con el hombre de Neandertal. Definitivamente,
desde el Big Bang inicia la marcha el Universo y toda la Creacion Divina hasta el
presente, ha devenido de una manera molecular. El desarrollo de la materia subatémica,
la interaccion entre diversos atomos, las descargas de energia proveniente de multiples
puntos y la aparicion de pequefias moléculas, y luego de materia organica en
funcionamiento, es lo que nos despierta el interés de poder decir que realmente los
hallazgos ortomoleculares que estamos haciendo a nivel microscopico, son solamente un
espejo de lo que ha venido ocurriendo hace miles y miles de afos. Por tanto, la idea es
que si no tenemos un conocimiento vivo molecular de lo que le estd pasando al paciente,

probablemente estariamos retrocediendo en la Historia de la Medicina.

Debemos dar gracias a todos nuestros maestros académicos e investigadores que
hacen posible que nos acerquemos a la unidad anatomica y funcional de los seres vivos:
la célula. Y a partir de ella, y antes de ella observar las relaciones con el medio, tanto
interno como externo, y ver coémo muchos pardsitos intervienen en las relaciones
patologicas produciendo enfermedad. Rara vez estas relaciones son simbidticas;
probablemente lo fueron hace treinta mil afios, cuando un retrovirus infecté los
mamiferos y dichas células absorbieron el genoma retroviral, marcando una captacion
gendmica que ha podido desarrollar a los mamiferos y que estos triunfaran en la

evolucion de las especies.







INTRODUCCION

1.- HEPATOCARCINOMA.
1.1.- Definicion y clasificacion.

El higado es un 6rgano de origen endodérmico muy complejo. (Ver Figura 1).

i

/ Cor‘;ﬁiua?':o Vena
/ Arteria  _ porta

/ hepéticap=

. ¥

Vena hepatica
terminal

ZONA 1

(
!
{ Conductillo biliar
-

. 5Y _
Arteriola .

| \ Periportal Media Centrolobulillar J

Espacio porta Parénquima

Fuente: SLEISENGER Y FORDTRAN. Enfermedades gastrointestinales y hepaticas. 2005.

Figura 1

Anatomia microscépica del higado. Por el espacio porta transcurren ramas de la vena
porta, la arteria hepatica y los conductos biliares. De la vena porta nacen las venas septales, que
penetran a intervalos regulares en el parénquima hepatocelular. La sangre de las venas septales

penetra directamente en los sinusoides parenquimatosos entre los hepatocitos. La arteria
hepatica termina en capilares que alimentan el sistema de conductos biliares, que atraviesan el
mesénquima del espacio porta para penetrar en el parénquima, y alli adquieren la forma de
semicirculo alrededor de los hepatocitos (no mostrado) para formar los canales de Hering. La
bilis que discurre a través del sistema biliar canalicular entre los hepatocitos penetra en el arbol
biliar por estos canales de Hering. La sangre de la vena porta y la arteria hepatica viaja a través
de los sinusoides del parénquima para abandonar el 6rgano por la vena terminal hepatica.
Basandose en el flujo sanguineo se pueden definir tres zonas, siendo la zona 1 la mas cercana
al flujo sanguineo y la 3 la mas alejada. Los patélogos denominan las regiones del parénquima
como "periportal, media y centrolobulillar". Este ultimo término pertenece al concepto histérico
que definia a la vena hepatica como el centro de un 'lébulo’.




El carcinoma hepatocelular es un tumor primario del higado y es el quinto tumor
maligno mas frecuente del mundo, y es la tercera causa mas frecuente de muerte por
cancer a nivel mundial. El 90% de los canceres de higado son hepatocelulares. El
carcinoma hepatocelular se comporta de diversa manera, dependiendo de la parte del
mundo donde se estudie; por ejemplo, va a tener una variacion no solamente respecto a la
raza y grupos étnicos sino también en relacidon a la mayor frecuencia en hombres que en
mujeres. Ademas, en ciertas regiones geograficas vamos a encontrar factores de riesgo
mas importantes que en otras. El averiguar los mecanismos moleculares por los cuales se
produce hepatocarcinogénesis es uno de los motivos mas importantes para el desarrollo
de investigaciones en todo el mundo. Existen otro tipo de tumores del higado, pero
solamente corresponden a un 10% del total de tumores malignos del higado.'

Dentro de las neoplasias malignas del higado que forman parte de ese 10% del
total, estd: el hepatoblastoma, el colangiocarcinoma, el cistoadenocarcinoma,
colangiohepatocarcinoma, angiosarcoma y hemangioendotelioma. Todos estos son

mucho menos frecuentes que el hepatocarcinoma. (Ver Figura 2).

Céancer de higado:
El 5° cancer mas frecuente a nivel mundial

Canceres mas frecuentes!?
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* El cancer de higado es la tercera causa de muerte relacionada por cancer?!
* El hepatocarcinoma (CHC) es la cancer de higado mas frecuente en
adultos?

1. Parkin DM, et al. CA Cancer J Clin 2005;55:74-108
2. Pons-Renedo F, Llovet JM. Med Gen Med 2003;5:11
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1.2.- Incidencia y morbi-mortalidad.

Hemos dicho que el cancer de higado o hepatocarcinoma, como nos referiremos
de ahora en adelante, ocurre en diversas regiones geograficas, por ejemplo en Africa
subsahariana y también en el oeste de Asia y en China, y suman mas de la mitad de todos
los casos del mundo. Actualmente tenemos 626.000 nuevos casos por aio. Es la tercera
causa de muerte global por céncer, detras solamente del cancer de pulmon y el cancer de
estomago. Es mas frecuente en los hombres, teniendo una tasa de incidencia de 35'2 por
100.000 habitantes, y en las mujeres de 13'3 por 100.000 habitantes. En Espafia 7'S en
hombres y 2'4 en mujeres por 100.000 habitantes.

Hay lugares de mayores tasas, por ejemplo Senegal, donde las tasas por sexo son
muchisimo mas frecuentes en hombres que en mujeres.” En Gambia, por ejemplo, hay
39'6 por 100.000 habitantes hombres, comparado con 14'6 mujeres por 100.000. En
Corea del Sur 48'8 hombres por 100.000 habitantes con hepatocarcinoma, y solamente

11'6 mujeres. (Ver Figura 3).

Incidencia mundial de cancer de higado:
Variacion regional

Incidencia de cancer de higado en diferentes zonas del mundo (2002)
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Tasa de incidencia por 100,000 habitantes*

*Edad estandarizada

GLOBOCAN 2002 database. (http://www-dep.iarc.fr/ )
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En Norteamérica, Suramérica, norte de Europa y Oceania las tasas son bajas,
menos de 5 por 100.000. La baja incidencia se observa sobre todo en Canada, donde hay
un 12 por 100.000; en Colombia, donde hay 2'2 por 100.000; en el Reino Unido, en
Australia y suroeste de Europa.

Tenemos también que tener en cuenta que pueden haber cambios cuando se
analizan diversas épocas o periodos de tiempo, porque cuando se elimina algin factor de
riesgo, entonces la incidencia y la morbimortalidad de esta enfermedad también va a
cambiar. Por ejemplo, las tasas en Japén relacionadas con el virus de la hepatitis C
empiezan a ser mas altas. Mientras tanto, las tasas de carcinoma hepatocelular con
respecto a la infeccion del virus de la hepatitis B en Japon han disminuido
ostensiblemente.>*'

Asi que hay que tener en cuenta incrementos o disminucion de incidencia
respecto a muchos factores. Por eso los registros en todos los paises deben ser muy bien
controlados, y cuando existen cambios deben ser analizados con hipdtesis. Por ejemplo,
en Japon, donde se ha estudiado epidemioldgicamente la prevalencia del virus de la
hepatitis C y su relacién con el aumento de la frecuencia de hepatocarcinoma.>**?

La incidencia y prevalencia del hepatocarcinoma se tienden a igualar debido al

diagnostico tardio y su alta mortalidad. (Ver Figura 4).

Pacientes con CHC avanzado:
Mal prondstico

* En total, 70-80% de los pacientes con CHC presentan enfermedad
intermedia/avanzada al diagnéstico?!

e El prondstico de pacientes con enfermedad avanzada es malo?

* Se han realizado andlisis univariable y multivariable para evaluar la
supervivencia global (SG) de pacientes aleatorizados a “no tratamiento”
en 2 estudios clinicos randomizados?:

» Bruix, et al 1998: Embolizacién transarterial vs tratamiento sintomatico?
« Castells, et al 1995. Tamoxifeno vs placebo*

SG (%)?
Estadio de la enfermedad 2 afios
Intermedio 65
Avanzado 16

1. Llovet JM. Gatroenterology 2005;40:225-35; 2. Llovet JM. Hepatology 1999;29:62—7; 3. Bruix
J, et al. Hepatology 1998;27:1578-83; 4. Castells A, et al. Gastroenterology 1995;109:917-22

Figura 4




1.3.- Factores de riesgo.

Los factores de riesgo mas importantes los vamos a enumerar y luego los veremos
mas adelante. En primer lugar la raza, el sexo a que se pertenezca y la edad son muy
importantes para el analisis de riesgo en hepatocarcinoma. Luego viene la distribucion de
esos factores de riesgo en diversas areas geograficas y los factores de riesgo

microbioldgicos, toxicos y ambientales. (Ver Figuras 5y 6).

Principales factores de riesgo de CHC

* El principal factor de riesgo de CHC es la cirrosis
» >80% de los pacientes con CHC padecen cirrosist

e Las causas mas frecuentes de cirrosis son:
— Infeccidn por virus Hepatitis B (HBV)
* Mas comun en los paises en via de desarrollo23
— Infeccién por virus Hepatitis C (HCV)
* Mas comun en los paises desarrollados#
— Ingesta de alcohol
— Obesidad
* Puede desarrollar NAFLD, que con frecuencia progresa a NASH>6

NAFLD: higado graso no-alcohdlico; NASH: esteatohepatitis no-alcohélica

1. Schafer DF and Sorrell MF. Lancet. 1999;353:1253-1257; 2. Bruix J et al. Cancer Cell. 2004;5:215-
219; 3. Llovet JM et al. Lancet. 2003;362:1907-1917; 4. Davila JA et al. Gastroenterology.
2004;127:1372-1380; 5. Qian Y and Fan JG. Hepatobiliary Pancreas Dis Int. 2005;4(2):173-177; 6. Sears
D and Patel T. Available at: http://www.emedicine.com/med/topic775.htm. Accessed April 24, 2007.

Figura 5
Principales factores de riesgo de CHC a nivel mundial
Factor de riesgo (% pacientes CHC)

Region Hepatitis C Hepatitis B Alcohol Otros

Europa 60%-70% 60%-70% 20% 10%

Norte América 60%-70% 20% 20% 10%

Asia*y Africa 60%-70% 70% 10% <10%

Japon 70% 10%-20% 10% <10%

* Excepto Japén

1.Llovet JM et al. Lancet. 2003;362:1907-1917; 2. Bruix J et al. Cancer Cell. 2004;5:215-219.

Figura 6




Por ejemplo vamos a analizar aqui un factor de riesgo como es el virus de la
hepatitis B, el virus de la hepatitis C (que es el que nos interesa mas), el alcohol, las
toxinas, como la aflatoxina B, el cloruro de vinilo, la enfermedad grasa no alcohélica del
higado o esteatosis no alcoholica del higado, la obesidad, la diabetes mellitus, el uso del
tabaco, los anticonceptivos orales, la hemocromatosis, el tipo de dieta, el consumo del
café¢ y la epidemiologia de problemas genéticos relacionados con el desarrollo del
hepatocarcinoma. Estas serian las partes més importantes de este estudio.”**

Vamos a analizar entonces, en primer lugar, un dato muy importante dentro de los
factores de riesgo, como es tener en cuenta que existe una piramide de factores de riesgo
que va a depender de la zona geografica donde la persona viva, lo que come esa persona,
si se infecta o0 no de un virus y el desarrollo de una hepatitis cronica que va a evolucionar
a una cirrosis, y luego de la cirrosis evolucionard a un cancer de higado o
hepatocarcinoma.'*'"!?

En el caso de la raza, ya hemos visto que es mas frecuente en los indios, en los
chinos, en la poblacién malaya de Singapur, y que en los americanos de origen africano
es dos veces mas frecuente que en los blancos. Definitivamente existe una diferencia
racial, pero que hay que tener en cuenta que estos grupos raciales también estan ubicados
en zonas geograficas especificas donde existen otros factores de riesgo que podrian
hacernos creer que el hepatocarcinoma podria ser mds frecuente en ciertos grupos
étnicos. Pero si estd claro que en Norteamérica los negros tienen el doble de
posibilidades de desarrollar un carcinoma hepatocelular.'>'*"

En cuanto al sexo, ya sabemos que la mujer esta mas protegida que el hombre
para el desarrollo del cancer hepatocelular, y es una relacion que va desde dos hombres a
una mujer hasta cuatro hombres a una mujer en muchas poblaciones. Obviamente existen
lugares donde las tasas del hombre son ain mucho mas altas que en las mujeres, o sea
que hay una mayor proporcion de hombres que mujeres. Por ejemplo en regiones de la
China.>*

Las razones para que existan tasas tan altas de cancer hepatocelular en los
hombres estan relacionadas con la existencia de otros factores de riesgo en cada uno de
los sexos. Por ejemplo, los hombres se infectan mas facilmente con el virus de la
hepatitis B y C, consumen mas alcohol, fuman mas cigarrillos y tienen un incremento en

el depdsito de hierro. Sin embargo, esto no se ha podido extrapolar a experimentos en

ratones. Algunos datos suponen la hipotesis de que los androgenos podian tener algo que



ver en la progresion y desarrollo del hepatocarcinoma. Hay una asociacion positiva entre
el incremento de testosterona y la infeccion por el virus de la hepatitis B en Taiwén.*®

En cuanto a la edad, la existencia de los casos de hepatocarcinoma varia mucho
segun la etiologia, y en algunas areas hay grupos que son mas viejos que otros, y dentro
de esos grupos hay diferencias entre hombres y mujeres. Por ejemplo también, en
Norteamérica y en el Reino Unido las tasas especificas sefalan que los pacientes
afectados tienen mas de 75 afios de edad. Esto puede ser similar en Asia, pero hay un
contraste con las poblaciones africanas de alto riesgo, donde el promedio estd para
edades entre 60 y 65 afios, y entre 65 y 70 anos de edad por ejemplo en Gambia, (estan
declinando). Esto tiene que ver mucho con el tipo de virus que estd infectando
determinada region. Por ejemplo el virus de la hepatitis C es un virus que ha infectado
fundamentalmente a adultos jovenes; en cambio el virus de la hepatitis B ha infectado
principalmente a gente muy joven, sobre todo cuando no existia la vacuna para el virus
de la hepatitis B.'®!%2¢

Muchos de los factores de riesgo para el hepatocarcinoma son debidos a la
infeccion por el virus de la hepatitis B. En Asia puede ser transmitido a través de la
relacion maternofetal, y se transmite mas frecuentemente en Africa, en pacientes jovenes.
El consumo de aflatoxina es uno de los factores de riesgo mas importantes en estas areas.
En Japon, el virus de la hepatitis C juega un papel muy importante, sobre todo después de
la Segunda Guerra Mundial."

Otro dato interesante como factor de riesgo es el incremento de personas que
viven con una cirrosis hepatica. Estd claro que para la parte occidental del mundo,
Europa, América, los pacientes que mas desarrollan hepatocarcinoma son los pacientes
que tienen una cirrosis previa. No ocurre lo mismo en ciertas areas de Africa y Asia,
donde mas de la mitad de los pacientes, entre un 50 y un 60% que tienen
hepatocarcinoma no tienen cirrosis hepatica.**

En los Estados Unidos se han ajustado las tasas de incidencia entre 1985 y 2002,
y se ha visto que hay un incremento, que ha pasado de 1'3 por 100.000 habitantes (entre
1978 y 1980) a 3'3 pacientes con hepatocarcinoma entre 1999 y 2001. Asi vemos como
hay una gran variacion étnica, hispanos, africanos, blancos, asiaticos... pueden estar
cambiando las migraciones y pueden estar repercutiendo en las tasas de incidencia y
distribucion de los pacientes con hepatocarcinoma, e incluso encontrarlo en edades mas

< 1
jovenes.'”



Ahora vamos a analizar otros factores de riesgo en hepatocarcinoma. Ya hemos
determinado que el virus de la hepatitis B es la mayor y mas frecuente causa de
hepatocarcinoma, porque existen 300 millones de personas infectadas con el virus de la
hepatitis B y han desarrollado formas crénicas como hepatitis cronica activa y cirrosis.
Tenemos una esperanza porque ya han pasado 25 afios del uso de la vacuna contra la
hepatitis B, y cada vez alcanzamos un mayor numero de poblaciones vacunadas.”

Luego tenemos el virus de la hepatitis C, que es un factor de riesgo mayor para el
desarrollo del hepatocarcinoma. En Italia, en Francia y en Espafia existe una proporcion
de pacientes infectados muy diferentes entre si por el virus de la hepatitis C. Hay que
recordar que el virus de la hepatitis C era el anterior virus llamado no A no B hasta que
en 1989 se pudo determinar por pruebas modernas moleculares, una reaccion especial
para detectar el virus de la hepatitis C.**” Se pudieron determinar entonces anticuerpos
contra el virus de la hepatitis C y se pudo determinar molecularmente este virus, (PCR).

Entonces, la infeccion por el virus de la hepatitis C aumenta el riesgo de cirrosis y
posterior desarrollo del cancer de higado. Hay que recordar que el virus de la hepatitis C
produce un 80 u 85% de pacientes con hepatitis cronica; un 20% de estos pacientes va a
desarrollar cirrosis, y un 1% a su vez van a desarrollar hepatocarcinoma. Las cosas se
complican mas para los pacientes que ademas tienen el virus HIV del sida y el virus de la
hepatitis B simultineamente.'*>

También tenemos que tener en cuenta el alcohol. Muchos de nuestros pacientes
con el virus de la hepatitis C también estan tomando altas dosis de alcohol diariamente,
lo cual viene a producir mayor inflamacién y estrés oxidativo del tejido hepatico,
contribuyendo a la mayor formacion de vias que puedan producir eventualmente un
hepatocarcinoma.™

En cuanto a la aflatoxina®® es una micotoxina producida por el aspergillus. Este
hongo crece sobre todo en granos que han sido almacenados por mucho tiempo, y que
luego son consumidos por el ser humano. Esto tiene que ver porque la aflatoxina se
metaboliza y moléculas intermediarias pueden activar, a través del epoxido, el ligamen a
moléculas de DNA y causar un dafio, incluyendo la produccion de mutaciones del gen
supresor de tumores (p-53). Esta mutacion ha sido observada en 30 a 60% de los
hepatocarcinomas, en areas endémicas de aflatoxina. Obviamente si el paciente es
portador de un virus de hepatitis B o C simultdneamente, probablemente esto acelerara la

., . . . , , . 4
transicion de este paciente hacia el hepatocarcinoma, en forma mas rapida.*
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El cloruro de vinilo* ha sido establecido como un factor de riesgo en trabajadores
de fabricas, pero se ha relacionado con el angiosarcoma pero no con otro tipo histolégico
de tumor.

Se ha sugerido que cierto tipo de cirrosis criptogénica esta relacionada con la
enfermedad llamada esteatohepatitis no alcohélica, por lo tanto tenemos que controlar en
nuestros pacientes con hepatitis cronica a virus B o virus C su presencia histologica.

Otros de los factores que estan relacionados son la obesidad y la diabetes mellitus,
por lo tanto en estos pacientes’’, donde se va a desarrollar més facilmente la
esteatohepatitis no alcoholica, la reduccion de peso y el control estricto de su diabetes
van a beneficiar al paciente.*”°

Hay una asociacion entre el fumar y el hepatocarcinoma. Obviamente, muchos de
nuestros pacientes son bebedores, fumadores, e intercambian jeringuillas. Por lo tanto

estos son factores de riesgo relacionados al consumo de drogas y a la infeccion por el

virus de la hepatitis c.¥ (Ver Figura 7).

Factores de riesgo adicionales de CHC

* Enfermedades o condiciones especiales?
— Hemocromatosis hereditaria
— Enfermedad de Wilson
— Hepatitis autoinmune
— Cirrosis biliar primaria

e Factores ambientales?
— Aflatoxina B,
— Tabaco
— Andrégenos
— Compuestos quimicos

La presencia de mas de un factor de riesgo aumenta sustancialmente el
riesgo de desarrollar CHC?

1. Blum HE. World J Gastroenterol. 2005;11(47):7391-400; 2. Marrero JA et al. J Hepatol. 2005;42(2):218-224.

Figura 7

Parece ser que los estrégenos y progesterona, pueden inducir el desarrollo de
tumores hepaticos en estudios en animales, sobre todo a través de la formacion de

mutaciones espontaneas, y también en la formacion de otros factores de riesgo que no
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hemos detallado pero que vamos a decir, como son el adenoma de células hepaticas y la
hiperplasia nodular focal. Estos dos son factores de riesgo para la aparicion del
hepatocarcinoma, pero también del carcinoma hepatoblastoma y el colangiocarcinoma.
Sin embargo, la evidencia epidemioldgica de esta asociacion con anticonceptivos no esta
bien clara y algunos estudios no la encuentran.”*”>”"®"’

Otro factor de riesgo importante es la hemocromatosis, probablemente cuando se
deposita mucha cantidad de hierro en el higado esto produce un severo estrés
oxidativo.”®7*%

También la dieta tendria que ver con el consumo adecuado de antioxidantes que
van a bloquear muchas de las reacciones del estrés oxidativo, fundamentalmente por el
consumo de glutation por parte de los metabolitos oxidantes. Cuando el glutation esta en
bajas concentraciones y el paciente no consume una dieta adecuada, la falta de estos
antioxidantes empeorara la situacion metabolica molecular del higado.*%!%

En cuanto al consumo de café®®, estudios epidemioldgicos han reportado una
reduccion del riesgo en los niveles de enzimas hepéticas y en la reduccion de riesgo para
desarrollar cirrosis, o sea, que el café’® pudiera ser un factor de proteccion
carcinogenético, pero esto no esta completamente confirmado por los estudios.*®*’

1.4.- Factores pronosticos.

Tenemos ante nosotros, en primer lugar, un ser humano que sufre, que busca
ayuda, tratamiento y consuelo, pero para darle nuestra mejor ayuda debemos hacer en
primer lugar un buen diagnostico. Muchos de estos pacientes han estado antes en niveles
de atencion primaria en medicina general y en medicina interna. Luego son referidos con
el gastroenterdlogo o gastroenterdlogo hepatdlogo, dependiendo del pais donde se
estudie el paciente.

Como dijimos, se nos presenta un paciente que, en un 24% de los casos, no va a
tener ningln sintoma, o sea, que su enfermedad ha sido diagnosticada probablemente de
manera casual, o bien ha sido diagnosticada porque muchos de ellos puedan ser
donadores de sangre o se han hecho alguna prueba de funcidon hepatica que haya salido
alterada, y el médico de atencion primaria o de medicina interna ha considerado
prudente, no solamente hacerle pruebas de funcién hepatica, sino también pruebas de

gabinete de imagenes médicas. Por ejemplo, el ultrasonido abdominal. La ecografia

muestra el tumor hepatico.
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También se nos puede presentar el paciente con un dolor abdominal, que puede
estar focalizado o no a la region del hipocondrio derecho, en un 40% de los pacientes.
Asimismo se nos puede presentar como un paciente con una anemia. Estos pacientes
deben ser investigados por cualquier causa que produzca anemia, entre ellos el cancer en
general, y en particular el carcinoma hepatocelular.

En cuanto a la exploracion fisica, vamos a encontrar datos en un 24% de los
pacientes; un adelgazamiento importante en un 20%, problemas de inapetencia, el
paciente refiere que no tiene apetito, en un 11% de los casos; debilidad y malestar
general en un 15%; ictericia solo en un 5% de los casos; y datos de cirrosis como edema
pretibial e incremento de la circunferencia abdominal, prurito y hemorragia de las vias
intestinales en un 18%.

También muchos de nuestros pacientes van a ser controlados de previo con una
cirrosis, o sea, puede presentarse un paciente ya conocido con cirrosis a nuestro servicio
de gastroenterologia, y por tanto los pacientes con el diagnostico de cirrosis van a seguir
una serie de lineamientos generales para el control y estudio, que obviamente se van a
controlar por la posibilidad, de que desarrollen un carcinoma hepatocelular. Es decir,
estos pacientes van a ser de riesgo, y por lo tanto van a estar controlados
sistematicamente con pruebas quimicas de laboratorio, pruebas de imagenes: ultrasonido
y tomografia computadorizada, y también van a someterse a biopsia hepatica. En este
caso, una biopsia hepéatica con aguja, con control ecografico. Esta muestra se analizara en
el servicio de Anatomia Patoldgica.

También a aquellos pacientes que por otra causa son intervenidos en una
laparotomia, se tomaran muestras de higado cuando se considere pertinente.

Algunos de nuestros pacientes pudieran tener diarrea, pero es muy infrecuente.
También pudieran tener lo que llamamos eritrocitosis, o sea hemoglobina y hematocrito
muy altos, como parte de un sindrome paraneoplasico.

El paciente que se nos presenta va a ser un paciente, generalmente un hombre
(porque es mas frecuente en hombres que en mujeres, mas o menos en relacion de 3 a 1)
con una media de edad de 56 + 13 anos. El 72% va a ser caucasico, pacientes de oriente
medio el 10%, asiaticos un 13% y afroestadounidenses un 5%; la incidencia en
hispanoamericanos es bastante baja.>'%*'*

Con cirrosis se nos van a presentar un 81% de pacientes, y con ausencia de

cirrosis un 19%. (Ver Figura 8).
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Patogénesis del CHC23

Otras toxinas
(ej: aflatoxina B4,
tabaco)

Alteraciones
genéticas

1. Anzola M. J Viral Hepat. 2004;11:383-393; 2. Thorgeirsson S and Grisham JW. Nat Genet.
2002;31:339-346; 3. Feitelson MA et al. Surg Clin N Am. 2004;84:339-354.

Figura 8

[ 2 4 ’ .
Caracteristicas del tumor.****” Numero de tumores en el higado: un 20% tienen

s6lo un tumor; un 25% tienen dos tumores y tres o mas tumores en un 65%. Invasion de

la vena porta en un 75%, uninodular un 25% y bilobular en un 75%. (Ver Figura 9).

Metastasis CHC

e Causas de metastasis’?
— Reseccion incompleta de tumores CHC
— Presencia de micrometastasis regionales indetectables
— Entrada de células tumorales en la circulacion durante la cirugia

* Metastasis intrahepéticas

— Invasion celular tumoral de la vena portay de las ramas
arteriales hepéticas?

* Metéstasis extrahepéticas
— Invasion celular tumoral de la circulacion general
— Lugares mas frecuentes:
* Pulmones

* Huesos
* Nodulos linfaticos abdominales

1. Nagasue N et al. Surg Gynecol Obstet. 1982;155:697-704; 2. Wong IH et al. Clin Cancer
Res. 1999;5(12):4021-4027; 3. Hasegawa K et al. Ann Surg. 2005;242(2):252-259; 4. Katyal S
et al. Radiology. 2000;216(3):698-703.

Figura 9
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Hay que recordar que muchos de nuestros pacientes con infeccion por virus de
hepatitis B, hepatitis C, mezcla de ambas o también con virus de la inmunodeficiencia
humana, incluso antes de que entren a la fase de cirrosis también son controlados muchos
de ellos porque el cuadro clinico se ha vuelto importante en el sentido de que el paciente
se anemiza y eleva enzimas hepaticas, alaninotransferasas, aminotransferasas, aumentan
los niveles de bilirrubina. Muchas veces indicamos una biopsia hepatica y podemos
encontrar que a pesar de que el paciente no esté en una fase de cirrosis, podria tener
cambios en el tejido hepatico.”’**

Los cambios mdas importantes podrian ser las displasias. Dentro de las
displasias'*® en la zona hepatica podemos encontrar la displasia de células grandes, la
displasia hepatica de células pequefias, nodulos de macroregeneracion, nodulos
displasicos de bajo y de alto grado, y focos displasicos menores de 1 mm de didmetro.
Todo esto podria tener repercusion en las medidas que tomemos de ahora en adelante con
cualquier paciente. Podemos decir que existen, dentro de la biopsia hepatica, parametros
para medir precursores histologicos del carcinoma hepatocelular, que se pueden
considerar lesiones premalignas.'®’

Por supuesto esto lo estamos detallando en tejidos no neoplésicos, pero
obviamente también (y esto son estudios clasicos que ya se han hecho) se han encontrado
estas mismas lesiones en tejidos adyacentes al hepatocarcinoma, o sea, tejidos que
histologicamente aparecen libres de tumor pero que ya tienen —tal vez por su cercania—
cambios displasicos. Todos estos cambios se pueden encontrar tanto en pacientes con el
cancer de higado ya establecido, o en pacientes que tienen infecciones por virus o
factores de riesgo que pueden condicionar que se desarrolle un hepatocarcinoma en algiin

momento. (Ver Figura 10).

Existen otras lesiones que ya habiamos detallado antes, pero que se consideran
lesiones benignas, pero no obstante en algin momento son factores de riesgo

28 como la hiperplasia nodular focal®, la hiperplasia

histopatologico, como el adenoma
nodular regenerativa, el adenoma de los conductos biliares. Esto en relacion a otro tipo
de cancer hepatico, diferente al hepatocarcinoma, el cistoadenoma biliar, el hemangioma
y otros tumores neuromesenquimatosos. También hay que hacer referencia al
pseudotumor inflamatorio y a las lesiones granulomatosas que se puedan encontrar, en

relacion a otro tipo de tumores de este mismo origen mesenquimatoso.
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Patogénesis molecular del CHC

Multiples mecanismos implicados en la hepatocarcinogénesis?
— Cirrosis hepatica tras dafio tisular
— Mutaciones en uno o0 mas oncogenes o0 gen supresor tumoral

Las alteraciones en la sefializacion celular pueden afectar a las
vias?

Raf/MEK/ERK

PISK/AKT/mTOR

Whnt/R-catenin

Angiogénesis

Estas vias son dianas para la terapia molecular

AKT = protein kinase B

PI3K = phosphoinositide 3-kinase

ERK = extracellular signal-regulated kinase

MEK = mitogen-extracellular kinase

mTOR = mammalian target of rapamycin 1. Marotta F, et al. Clin Ther 2004;155:187-99
2. Avila MA, et al. Oncogene 2006;25:3866-84

Figura 10

Dentro de los factores pronosticos estd, en primer lugar: la clinica. La clinica
siempre sera mandatoria. Paciente con problemas de astenia, falta de apetito, pérdida de
peso, va a ser siempre un paciente dentro del cuadro del hepatocarcinoma que esta
evolucionando muy mal y respondiendo peor al tratamiento que hemos impuesto.*'?

Luego, podemos valorar al paciente —tanto al que va evolucionando bien como al
que va evolucionando mal— con ciertos parametros que ya hemos mencionado, y entre
ellos los séricos en relacion a cambios quimicos de transaminasas, bilirrubinemias,
fosfatasa alcalina, alfafetoproteina, como un factor prondstico, y teniendo en cuenta
también que la determinacion de alfafetoproteina en si misma es un factor diagnostico,
un factor de riesgo y un factor prondstico para hepatocarcinoma.*"

Como dijimos también podrian aparecer sindromes paraneoplasicos en pacientes
con una hipoglucemia muy importante, pacientes con eritrocitosis (de un 3 a un 12% de
los pacientes), pacientes con hipercolesterolemia. También muchos de estos pacientes,
debido a que no solamente tienen la neoplasia, sino que tienen la cirrosis pueden
presentar trombosis, leucopenia, pero que dicha leucopenia no solamente se puede deber
al problema hepético sino también a la infiltracién neoplasica de la médula dsea.

Algo importante, como factor prondstico, es la estadificacion del cancer de

, 41 . .- . -
higado.*'” En algunas ocasiones se utiliza el sistema TNM, que es tamafio del tumor,
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ganglios o nddulos regionales y metastasis, establecido por la comision americana para el
control y estudio del cancer; pero el sistema mas moderno es el programa italiano para el
cancer de higado CLIP, que ha tenido gran difusion porque toma en cuenta la cirrosis
como lo hace el sistema okuda. Se han propuesto otros sistemas de clasificacion y ain se
necesita un consenso. Se puede decir que la neoplasia con mejor prondstico es el tumor
solitario en etapa 1 que mide menos de 2 cm de diametro y que no ha invadido los vasos
sanguineos. Algunos signos de mal prondstico son ascitis, invasion vascular y
propagacion hacia los ganglios linfaticos, la invasion vascular en particular tiene efectos
profundos en el pronostico y puede ser microscopica o macroscopica, visible incluso en

la tomografia computadorizada. (Ver Cuadro 1).

— Sistemas CLIP y Okuda de estadificacién del carcinoma hepatocelular —

Clasificacion CLIP
Puntos

Variables 0 1 2
I. Namero de tumores Uno solo Multiple —

Sustitucion del parénquima por tumor (%)a <50 <50 >50
I. Escala de Child-Pugh A B C
III. Nivel de fetoproteina alfa (ng/ml) <400 >400 —
IV. Trombosis de vena porta (CT) No Si —

Estadios CLIP (indice = suma de puntos): CLIP 0, 0 puntos; CLIP 1, 1 punto; CLIP 2, 2
puntos; CLIP 3, 3 puntos.

Clasificacion de Okuda

Tamaifio del tumora Ascitis Albtimina (g/L) Bilirrubina (mg/100ml)

>50 <50 + - <3 >3 >3 <3
() () ) ) (+) () (+) (-)
Estadios de Okuda: estadio 1, todas (-); estadio 2, 1 0 2 (+); estadio 3, 3 0 4 (+).

a Extension del higado ocupada por tumor.
Nota: CLIP, Programa Italiano de Cancer Hepatico (Cancer of the Liver Italian Program).

Fuente: FAucI et al, HARRISON. Principios de Medicina Interna. 17* Edicion. 2008.

Cuadro 1
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Muchos tumores grandes exhiben invasion vascular microscopica, de manera que
solo es posible estatificarlo con precision después de la extirpacion quirdrgica y su
respectiva biopsia. La neoplasia en etapa tercera comprende una serie de tumores con
metéstasis en ganglios linfaticos. Los sujetos en estadio tres con metastasis ganglionar
tienen un prondstico sombrio y muy pocos viven un afio o mas. El pronodstico en etapa
cuatro es después de la extirpacion y trasplante, y es rara la supervivencia a un aflo.
Okuda y colaboradores crearon originalmente un sistema de estadificacion funcional
basado en el cuadro clinico y que incorpora la contribucion de la hepatopatia primaria, ya
que muchos de nuestros pacientes tienen una cirrosis. Los sujetos que pertenecen a la
etapa tres de dicho sistema tienen un prondstico sombrio puesto que es imposible extirpar
el tumor y el mal estado del higado impide la quimioterapia. Por supuesto, algunos de
estos pacientes pueden ser sometidos a una reseccion, sobre todo cuando el tumor es muy
pequeno, y en otras etapas a un transplante hepatico, (OL+X).

Las variables que se imponen en la clasificacion de CLIP son: el nimero de
tumores, que indica la sustitucion del higado por el tumor; la escala de Child-Pugh y se le
dan puntos (puede ser A, B o C); el nivel de alfafetoproteina —como dijimos, muy
importante—; la trombosis de vena porta (si estd o no estd). Y a esto también se asignan
puntos; entonces puede ser CLIP 0, CLIP 1, CLIP 2, CLIP 3,410

Luego, la clasificacion de Okuda, que es segun el tamano del tumor, la ascitis, el
nivel de albimina y la concentracion de bilirrubina. Puede estar en estadio 1, estadio 2 y

estadio 3. (Ver Cuadro 2).

Es importante entonces reconocer que existen factores que son clinicos, de
laboratorio, de gabinete, y que todos se pueden relacionar a diversas clasificaciones para
pronosticar como va a evolucionar nuestro paciente. Como se trata de un cancer de una
alta mortalidad y casi nula sobrevivencia, y que ocupa nuestros esfuerzos —incluso para
realizarle un trasplante hepatico—, es claro que los factores diagnosticos, pronosticos y de
riesgo deben mejorarse con otro tipo de pruebas que nos hagan mejorar la sobrevida del

paciente, con un diagndstico temprano y con un tratamiento mas eficaz.
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— Algoritmo de tratamiento para pacientes con hepatocarcinoma —

Diagnostico de carcinoma hepatocelular

Candidato para \L . . 1. . .,
.. Sujeto no idéneo para cirugia
ablacién . . e
. Candidato a trasplante Evaluacion médica

Ablacién - s :

: .. Evaluacién para trasplante Factores patolégicos coexistentes
Sujeto no cirrético . .

) Una lesién menor de 5 cm de 4 lesiones
Sujeto en la 9 .

L didmetro Invasioén vascular neta
clasificacién A de . . s
Child Tres lesiones que en conjunto Ataque de LN (+) o metastasis

Lesi ,1 o abarcan menos de 3 cm
esion umica Etapas A/B/C de Child
No hay metéstasis . .
No hay invasién vascular neta

\/ v v v v
Donante vivo Lista de UNOS PEI/RFA TACE/Itrio- Medidas paliativas/
Trasplante (higado de cadaver) Lesion tnica (|90/nuevos agentes ||Terapias hormonales
D(.)niinte <5cm Céancer multifocal > .

1.dor}eo J/ J/ Etapa A/B 5cm Efca.pa C. de Child
Criterios de de Child  ||Etapas A/B/C de Blhrfubu}a <15
UNOS Terapia complementaria Child Metastasis
/ RFA/TACE/Itrio-90
OLTX

Fuente: FAucI et al, HARRISON. Principios de Medicina Interna. 17* Edicion. 2008.

Cuadro 2

1.5.- Tratamiento.

Los pacientes con hepatocarcinoma, por lo general, padecen dos enfermedades,
cirrosis y el propio hepatocarcinoma. Cada una de estas enfermedades puede causar la
muerte en cualquier momento.*'' La presencia de cirrosis por lo general limita la
extirpacion quirdrgica, la hepatectomia y la quimioterapia. De este modo, la evaluacién
del paciente y los planes terapéuticos deben de tomar en consideracion la gravedad de la
hepatopatia de base. Las posibilidades terapéuticas ante un hepatocarcinoma pueden ser
complejas, la evolucion natural del hepatocarcinoma es muy variable. El individuo que al

ser atendido por vez primera muestra un tumor avanzado, o sea, que tiene invasion
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vascular, sintomatologia muy evidente y propagacion extrahepatica, tiene una media de
supervivencia de aproximadamente cuatro meses, con o sin tratamiento. Los resultados
del tratamiento, segin muchas publicaciones, son dificiles de interpretar. La
supervivencia no siempre refleja la eficacia terapéutica por los efectos adversos que la
hepatopatia primaria tiene en la longevidad. En el tratamiento integral de los pacientes
con hepatocarcinoma es importante contar con personal multidisciplinario que
comprende a un gastroenterélogo, un hepatdlogo, un radidlogo intervencionista, un
oncoOlogo quirdrgico y otro médico, un cirujano general especializado y un cirujano

. 1. 4
especializado en trasplantes.*”®

Hepatocarcinoma en las etapas 1 y 2. Para los tumores en etapas incipientes

existen varios métodos con los que se obtienen buenos resultados como extirpacion
quirargica, ablacién local (ya sea térmica o con radiofrecuencias), y las inyecciones
locales con etanol o acido acético. La mayoria de los individuos con hepatocarcinoma
tienen algun defecto de campo en el higado cirrotico, por lo que tienen riesgo de formar
multiples tumores primarios en esta glandula. Muchos sujetos padecen una hepatopatia
primaria grave y quiza no toleran la pérdida importante de parénquima hepatico en la
cirugia; algunos son candidatos para recibir un trasplante ortotopico de higado. Un
principio importante en el tratamiento del hepatocarcinoma incipiente es utilizar terapias

que protejan al higado y tratar a la neoplasia y a la cirrosis simultdneamente.

. ., . . . 410
Extirpacion quirturgica. El riesgo de una hepatectomia™ ™ mayor es elevado, con

una mortalidad de 5 a 10% por la hepatopatia primaria y la posibilidad del desarrollo de
una insuficiencia hepatica. En ocasiones se realiza la oclusion preoperatoria de la vena
porta para atrofiar el lobulo que tiene hepatocarcinoma y provocar hipertrofia
compensadora del higado sano, permitiendo una extirpacion mas segura. La ecografia
transoperatoria es util para planificar la via quirargica de acceso. En los cirréticos
cualquier cirugia mayor del higado puede ocasionar insuficiencia hepatica. La
clasificacion de Child-Pugh de insuficiencia hepatica es un elemento fiable para
pronosticar la posible tolerancia a la cirugia hepatica y la ablacidon quirurgica se reserva
para los pacientes en escala A, B Child-Pugh. Los pacientes en las escalas B y C con
estadios 1 y 2 de hepatocarcinoma deben ser enviados para la practica de un trasplante si

asi conviene, y también los individuos con ascitis o con antecedentes recientes de crisis
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hemorragicas, por consiguiente. La extirpaciéon quirdrgica abierta es la técnica mas
fiable pero a veces se obtienen mayores beneficios con estrategia laparoscopica para la
ablacion. Por ejemplo extirpacion por radiofrecuencia o la inyeccidon percutdnea de
etanol. No se han hecho comparaciones adecuadas de las técnicas mencionadas y la

., . . . .. , q- 41
seleccion del tratamiento suele basarse en la experiencia y pericia del médico.*'”

Ablacidén local. La ablacion con radiofrecuencia utiliza calor para eliminar los

tumores. El tamafio maximo de la sonda permite obtener una zona de necrosis de 7 cm,
que es suficiente para un tumor de 3 o 4 cm. El calor destruye células dentro de la zona
de necrosis. El tratamiento de tumores situados cerca de las principales triadas porta
puede lesionar los conductos biliares y obstruirlos, por lo que son muy escasos los
tumores anatomicamente adecuados para usar esta técnica. La radiofrecuencia se realiza

, , . . , , , 413
por via percutdnea o laparoscopica bajo guia tomografica o ecografica.

Inyeccién local. Numerosas sustancias han sido utilizadas para inyectarlas dentro

del tumor, principalmente el etanol. El hepatocarcinoma relativamente blando dentro del
entorno duro del higado cirrético, permite inyectar grandes volumenes de etanol en el
interior del tumor sin que se difunda al resto del parénquima hepatico o se derrame fuera
del mismo. El etanol destruye directamente las células cancerosas pero no es selectivo y
destruye también las células sanas vecinas. Por lo general se necesitan varias
inyecciones, tres de promedio, a diferencia de una sola sesién, en el caso de la
radiofrecuencia. El tamafio maximo de tumor que puede ser tratado de manera fidedigna

. 1 . . 41
es de 3 cm, e incluso con multiples inyecciones.*"

Trasplante de higado. Una opcidn viable en el caso de tumores en estadios 1 y 2

con cirrosis es el trasplante ortotopico de higado®®, y la supervivencia que se obtiene es
cercana a la que se logra en situaciones no cancerosas. El trasplante en individuos con
una sola seccion de 5 cm o menos, o tres ganglios o menos, cada uno de 3 cm o menos,
—que es el criterio de Milan— permite una supervivencia excelente sin tumor, mas o
menos el 70 % a los cinco afios. En el caso del hepatocarcinoma avanzado no es posible
realizar un trasplante por el indice tan elevado de recidiva tumoral. Al colocar en la lista
de trasplante los pacientes de hepatocarcinoma deben esperar largo tiempo un higado de
un donante, y como consecuencia alguno de los tumores han avanzado mucho durante

este periodo. Mientras se realiza el trasplante se han utilizado diversos tratamientos,
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incluyendo la quimioembolizacién transarterial y los que ya hemos detallado. Estos
tratamientos previos al trasplante permiten a la persona permanecer mas tiempo en la
lista de espera y contar con mayores oportunidades para el trasplante. Todavia no se sabe
si estas acciones se traducen en una supervivencia mas prolongada después del trasplante.
Tampoco se sabe si los individuos que recibieron tratamiento preoperatorio del tumor
siguen el patrén de recidivas previsto por el estadio del tumor en el momento del
trasplante, es decir, después de la extirpacion local, o si siguen el curso fijado por los
parametros del tumor que existian antes del tratamiento en cuestion. El sistema puntual
denominado UNOS que se ocupa de establecer las prioridades de quiénes recibiran un
trasplante, y en la actualidad incluye puntos adicionales para los pacientes con
hepatocarcinoma. Los resultados satisfactorios obtenidos con el trasplante de donantes
vivos emparentados también han permitido que los enfermos reciban sus trasplantes con
mayor prontitud, en el caso de hepatocarcinoma y a menudo con tumores mas grandes

que pequeﬁos.413

Tratamiento complementario. Todavia no se establece la utilidad de la

quimioterapia complementaria en los pacientes sometidos a la extirpacion del tumor o a
un trasplante. Tampoco se han observado ventajas evidentes en cuanto a la supervivencia
sin enfermedad o con las estrategias complementarias 0 neocomplementarias, aunque en
un metanalisis de varios estudios se observa una supervivencia mas prolongada tanto con
enfermedad de base como sin ella. Los andlisis de la quimioterapia complementaria en el
postoperatorio, no han demostrado nada en cuanto a lapsus sin enfermedad ni en la
supervivencia global, pero los estudios aislados de TACE vy iodoetiodol
neocomplementarios publican una supervivencia mas prolongada después de la
extirpacion. Debemos conocer las vias patogénicas angiogénicas en el desarrollo del

hepatocarcinoma para nuevas dianas. (Ver Figuras 11, 12, 13 y 14).
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Multiples vias de senalizacion celular
implicadas en la patogéenesis del CHC

RTK: FGFR

—» IEGGFFIFI; Receptor Membrana celular BT (RS

c-MET

— p-catenin
Y

Supervivencia
Transcripcion/Traslacion

Avila MA, et al. Oncogene 2006;25:3866—84

Figura 11

La via RAF/MEK/ERK

RTK: FGFR
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Avila MA, et al. Oncogene 2006;25:3866—-84

Figura 12
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La via RAF/MEK/ERK

Las mutaciones oncogénicas que resultan en una sobreactivacion
del RAF se han observado en un 30% de los tumores CHC*

La sobreexpresion de RAF se ha visto en un 50% of biopsias de
CHC?

La sobreexpresion desreguladas de RAF se ha relacionado con:?!
— Estimulacidn de la proliferacion celular

— Induccion de la angiogénesis

— Aumento de lainvasividad y formacion de metastasis

En lineas celulares tumorales de CHC, el bloqueo de la via
RAF/MEK/ERK resulta en:?3

— Inhibicion de la proliferacion celular
— Aumento de la apoptosis
— Disminucién de la tumorogénesis

1. Gollob JA et al. Semin Oncol. 2006;33:392-406; 2. Wiesenauer CA et al. J Am Coll
Surg. 2004;198:410-421; 3. Liu L et al. Cancer Res. 2006;66(24):11851-11588

Figura 13

Angiogénesis y CHC

* En el CHC, a exceso de factores proangiogénicos son secretados,
entre los que se incluyen:

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
Factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF)
Factor de crecimiento placental (PIGF)

Factores de crecimiento transformadores a y R (TGF-a, TGF-3)
Factor de crecimiento de

fibroblastos (FGF)

Factor de crecimiento epidérmico

(EGF)

Factor de crecimiento de los

hepatocitos (HGF)

Angiopoyetinas

Interleukinas (IL-4, IL-8)

Semela D, Dufour J-F. J Hepatol 2004;41:864—-80

Figura 14
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Hepatocarcinoma en estadios 3 y 4. En el caso de los canceres en etapa 3 son muy

pocas las opciones quirirgicas. En los individuos sin cirrosis se puede llevar a cabo una
hepatectomia mayor, aunque el prondstico es poco satisfactorio. La extirpacion
quirurgica es posible en los individuos con cirrosis en etapa A de Child pero la
lobectomia se acompafia de complicaciones graves y muerte y el prondstico a largo plazo
es poco satisfactorio. Sin embargo, un pequefio porcentaje de pacientes exhibe una
supervivencia mucho mayor a largo plazo, justificando el intento de extirpacién cuando
¢éste es posible. La naturaleza avanzada de estos tumores después de la extirpacion,
incluso satisfactoria, provoca recidivas inmediatas. Los pacientes con estas caracteristicas
no son considerados candidatos para trasplante por la elevada frecuencia de recidivas,
salvo que con el tratamiento neocomplementario se logre reducir el tamano del tumor.

La reduccion del volumen del tumor primario permite llevar a cabo una cirugia
menos cruenta y el hecho de aplazar la cirugia facilita la manifestacion de la enfermedad
extrahepéatica en los estudios de imagen, evitando la necesidad de un trasplante
quirargico. El prondstico de las neoplasias en etapa cuatro es sombrio y no se

recomienda tratamiento quirtrgico alguno.*”

Quimioterapia por via general. Se han realizado numerosos estudios clinicos

comparativos y no comparativos con diversos medicamentos importantes utilizados en la
quimioterapia neopldsica. Ningiin medicamento solo o combinado y administrado por la
via general obtiene un indice reproducible en respuesta de 25% o tiene algiin efecto sobre
la supervivencia. Sin embargo, tenemos conocimiento de que un medicamento que se ha
administrado a pacientes con hepatocarcinoma avanzado llamado sorafenib, ha obtenido
en pacientes con un promedio para este grupo de sobrevivencia de 9 a 10 meses (tres

meses mas de sobrevida). (Ver Figuras 15, 16,17y 18).
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Angiogénesis y CHC

* VEGF estimula:
— Proliferacién celular
— Supervivencia celular
— Migracion celular
— Permeabilidad vascular
VEGFR-2 is the principal receptor VEGF de las células endoteliales
gue promueve los efectos proangiogénicos del VEGF?

— VEGFR-2 estimula la angiogénesis asociada al cancer através de la
activacion de la via de sefializacion RAF/MEK/ERK

* En CHC, la sobreexpresion del VEGF se ha relacionado con:?
— Mayor estadio tumoral stage
— Recurrencia de la enfermedad
— Pobre SG
— Invasion vascular

1. Kaban K and Herbst RS. Hematol Oncol Clin North Am. 2002;16(5):1125—
1171; 2. Semela D and Dufour J-F. J Hepatol. 2004;41:864-880

Figura 15

Sorafenib inhibe tanto la proliferacion
tumoral como la angiogénesis

Célula tumoral Célula endotelial o pericito

Ap‘gptosis
.,

X,
.

Mm’w”d”a/ MEK Diferenciacion
1 HIF-2 s Proliferacion
el } Apoptosis Migracion

9 ‘ {} Mitocondria / Angiogénesis:

PDGF Formacién tubulag
VEGF

Proliferacion
Supervivencj
Sorafenib

Wilhelm SM, et al. Cancer Res 2004;64:7099—109

Figura 16

-6 -



Sorafenib Inhibe la actividad enzimatica en
células vivas

* Inhibe la fosforilacién de ERK en lineas celulares que expresan
RAS o RAF mutantes activadas:
+ Sorafenib inhibe la via RAF/MEK/ERK
« Sorafenib interfiere en la proliferacién celular tumoral

* Inhibe lafosforilacion de VEGFR-2 y PDGFR-B:
» Sorafenib inhibe la sefializacion a través de VEGFR-2 y/o PDGFR-f
« Sorafenib actia como un agente antiangiogéncio

* Inhibe la proliferacion en lineas celulares de CHC:

» Células tumorales CHC humanas (PLC/PRF/5)que expresan p53
mutante; RAS mutante y BRAF salvaje

« Sorafenib ha demostrado en estas lineas celulares inhibir la
proliferacion celular e inducir la apoptosis

* Resultados similares se han observado en una segundo tipo de
lineas celulares de CHC (HepGZ2)

Wilhelm SM, Carter C, Tang L, et al. Cancer Res. 2004;64(19):7099-7109.

Figura 17

Sorafenib Induce la muerte celular en el
modelo xenografico PLC/PRF/5 CHC

Estudio TUNEL
Vehiculo Sorafenib 30mg/kg Sorafenib 100mg/kg

M Vehiculo
Bl Sorafenib 30mg/kg
Sorafenib 100mg/kg

*p<0,05 vs vehiculo
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e
2
o
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<
- W
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TUNEL = terminal deoxynucleotidyl
transferase biotin-deoxyuridine

S-triphosphate nick end labelling Liu L, et al. Cancer Res 2006;66:11851-8

Figura 18
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Quimioterapia regional. A diferencia de los resultados infructuosos de la

quimioterapia por via general, varios farmacos que se administran a través de la arteria
hepéatica son activos contra el hepatocarcinoma circunscrito al higado. Dos estudios
comparativos aleatorios encontraron una prolongacion de la supervivencia con la TACE
en un subgrupo escogido de pacientes. En uno se utilizé6 doxorrubicina y en el otro
cisplatino. A pesar de que se ha demostrado una mayor extraccién hepatica en los
farmacos, algunos como el cisplatino, la doxorrubicina, la mitomicina C, y posiblemente
la neocarzinostatina, originan respuestas objetivas sustanciales en la quimioterapia
regional. Existe muy poca informaciéon sobre la administracion de medicamentos en
solucion continua dentro de la arteria hepatica contra el hepatocarcinoma, pero varios
estudios con cisplatino han originado respuestas alentadoras. Los resultados publicados
no han estratificado las respuestas por la supervivencia con base en la estadificacion
TNM, por lo que es dificil conocer el pronostico a largo plazo en relacion con la
extension tumoral. Asimismo, muchos de los estudios sobre quimioterapia regional en la
arteria hepatica han utilizado algun embolizante, como etiodol, particula de esponja de
gelatina o gelfoam, almidon, o microesferas. Dos productos estan elaborados a base de
microesferas de diametro definido, embosferas y contour SE. Las particulas miden de 40
a 120, de 100 a 300, de 300 a 500 y de 500 a 1000 um de diametro. No se ha definido el
didmetro ultimo para las particulas de TACE. Hasta la fecha, al parecer, los indices de
respuesta objetiva son mayores con la administracion arterial de farmacos y con alglin
tipo de oclusion de la arteria hepatica, que con cualquier otra variante de quimioterapia
por via general. La distribucion extendida de la embolizaciéon combinada con
quimioterapia se ha complicado por los aspectos adversos frecuentes, pero transitorios,
como lo son la fiebre, el dolor abdominal y anorexia, que ocurre en un 60% o mas de los
pacientes. Ademas, en mas de un 20% de los pacientes la ascitis empeora o se elevan las
transaminasas. Se han publicado algunos casos de espasmo de la arteria cistica y
coleocistitis. Sin embargo, también se han obtenido indices mayores de respuesta. Los
efectos adversos de la embolizacion en el higado disminuyen utilizando microesferas de
almidon, y los indices de respuesta son de 50 a 60%. Un inconveniente para demostrar
una supervivencia mas prolongada en los individuos que mejoran con la TACE
(quimioembolizacién transarterial) es que muchos enfermos fallecen por la cirrosis
primaria y no por la neoplasia. Sin embargo, un objetivo legitimo de los tratamientos

regionales es mejorar la calidad*'? de vida del paciente. (Ver Cuadro 2, pag. 19)
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Terapias experimentales. Se estan estudiando varios tratamientos en la actualidad.

El uso de anticuerpos contra el receptor del factor del crecimiento epidérmico y de
inhibidores de la cinasa de dicho receptor se encuentran en fase de investigacion clinica,
al igual que varias terapias antiangiogénicas. No se han observado efectos evidentes en la
supervivencia. El sorafenib oral*"” prolonga la mediana de supervivencia de 6 a 9 meses
en los casos de hepatocarcinoma avanzado no extirpable. Para el tratamiento del
hepatocarcinoma se han aplicado algunas formas de radioterapia que comprenden el haz
externo y la radioterapia conformacional. La hepatitis por radiacién sigue siendo un
grave problema que limita las dosis aplicadas. El tritio 90 emisor B puro unido a
microesferas de cristal o resina ha sido evaluado en estudios en fase 2 contra el
hepatocarcinoma encontrando resultados alentadores en la supervivencia y efectos
adversos minimos. Quedan por realizar estudios postaleatorios pormenorizados. La
vitamina K, en dosis elevadas, se ha estudiado en seres humanos por su accion inhibidora
del hepatocarcinoma, esta idea se basd en el defecto bioquimico caracteristico del
hepatocarcinoma, esto es, una mayor concentracion de protrombina inmadura, llamada
DSP o PIVKA-2, por un defecto en la actividad de la carboxilasa de protrombina que es
una enzima supeditada a la vitamina K. En dos estudios comparativos aleatorios sobre
vitamina K, en Japén, se observo una mejor frecuencia del tumor. Seria interesante
alentar la participacion de los pacientes en estudios orientados a la evaluacion de nuevas

terapias.

1.6.- Prevencion.

La prevencion de toda enfermedad es ideal. Sin embargo, muchas veces la
prevencion mas importante depende de la aplicacion de una vacuna. En el caso de la
hepatitis por virus B existe desde 1983 una vacuna para prevenir dicha enfermedad y
todas sus consecuencias. Esta se aplica desde la nifiez y practicamente en cualquier
edad.**?’

La utilizacién de una vacuna para la proteccion contra el virus de la hepatitis C no
esta disponible. Debido a la alta variabilidad y mutacién del virus, sobre todo en la
region no estructural, dicho virus no ha permitido realizar una vacuna eficaz. Por lo tanto
estaremos viendo mads cirrosis y hepatocarcinomas debido a la etiologia del virus de la

hepatitis C.***°
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Otro tipo de pacientes que desarrollan hepatocarcinoma por otras etiologias, como
el alcohol, la aflatoxina, la medida profilactica seria evitar la exposicion al toxico, o sea,
evitar la exposicion a la ingesta de alcohol y a la aflatoxina.’®*

Estas serian las medidas mas importantes. Por supuesto, ademas de evitar la
exposicion a los virus, a los toxicos, es importante hacer publicidad en los medios de
comunicacion, radio, television, prensa escrita, y a nivel de la escuela en los centros de
ensefianza secundaria y en la universidad, sobre la necesidad de que las nuevas
generaciones, asi como las actuales, procuren no usar jeringas, no intercambien
jeringuillas y desechen todo el material, como lo son jeringas contaminadas, cortatfas,
rasuradoras, o por lo menos que éstas solamente se usen de una manera unipersonal. Es
importante reforzar las medidas preventivas en clinicas y hospitales, ya que
recientemente en los Estados Unidos en este afo se presentd la contaminacion de 70
pacientes con el virus de la hepatitis C a través de una jeringuilla de anestesia
contaminada. Debe realizarse concientizacion insistente, como he dicho, en todos los
medios de comunicacién para modos de vivir mds seguros. En el caso del virus de la
hepatitis B deben mantenerse relaciones sexuales con proteccion. En el caso del virus de
la hepatitis C no se ha demostrado transmision via sexual, sin embargo podria ser
posible. En todo caso, el mantener un peso ideal, mantener el control adecuado de la
diabetes mellitus, evitar el fumar, y comer frutas y verduras frescas asi como carnes, nos
ayudaran a prevenir la mayoria de las enfermedades relacionadas con el

: 2
hepatocarcinoma.

1.7.- Necesidad de nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas.

Esta claro que el estado actual del diagnoéstico y tratamiento del hepatocarcinoma
nos deja muchos sinsabores, fundamentalmente porque parece ser que el paciente,
cuando le hacemos el diagnostico de hepatocarcinoma, practicamente ya se nos esta

yendo de las manos. (Ver Figuras 19 y 20).
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Estudio Fase Il de sorafenib en pacientes
con CHC avanzado: Biomarcadores

TTP y ERK fosforilada (pERK)

TTP en relacion con pERK status (n=33)

100 —  Alta (2-4+) pERK  |iggd , 76—|1QO% o_ft _
intensidad(n=18) 3| EED [POSTE
80 or pERK

TTP =178 days
— Baja (0-1+) pERK :

60 intensidad (n=15)
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40 p=0,00034 . nuclei positive
I e5 o il for pERK
20 & TTP = 46 days

Pacientes sin progresién (%)

0
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Tiempo (dias)

Abou-Alfa GK, et al. J Clin Oncol 2006;24:4293—-300

Figura 19

Estudio Fase Il de sorafenib en pacientes
con CHC avanzado: Conclusiones

* Sorafenib fue bien tolerado y mostré actividad
antitumoral en CHC avanzado

— RP 6 RM en 8% de los pacientes, EE durante >16 semanas en 34%
de los pacientes

— Lamedianadel TTP valorada independientemente fue 5,5 meses
— Lamediana de SG valorada por el investigador fue 9,2 meses

* No se observaron diferencias farmacocinéticamente
relevantes entre pacientes Child—Pugh Ay B:

— Sorafenib fue igualmente bien tolerado en ambos subgrupos

Figura 20
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La idea seria profundizar en la dindmica molecular de la etiopatogenia del
hepatocarcinoma para buscar factores diagndsticos que pudieran definir la posibilidad de
muchos grupos, con factor de riesgo para el desarrollo del hepatocarcinoma. O sea,
métodos diagnosticos o buscar un factor diagnostico que pueda ser empleado en una fase
preneoplasica, que en el caso del hepatocarcinoma seria en los pacientes con hepatitis
cronica y en los pacientes con cirrosis, sobre todo aquellos de naturaleza y etiopatogenia
viral, tomando en cuenta sobre todo el virus de la hepatitis C, para el cual no tenemos
vacunacion. Por lo tanto, podriamos pensar que una de las dianas terapéuticas mas
importantes se pueden aplicar en una fase de preneoplasia, y entonces no solamente seria
una estrategia diagndstica novedosa sino al mismo tiempo con una vertiente terapéutica
preventiva. Estoy hablando de la posibilidad de usar la telomerasa y los inhibidores de la
telomerasa. La telomerasa es realmente una enzima revolucionaria y tiene que ver con el
telomero celular, de ahi su nombre. El telomero se encuentra situado en los extremos de
los cromosomas y nos protege de la degradacion de cada ciclo celular hasta que el
desgaste del mismo en los diversos ciclos celulares impide su funcién protectora,
haciendo que se produzca errores celulares, inestabilidad cromosémica, errores en la
segregacion y aparicion de diversas mutaciones y apoptosis.''>!!*!"

Para mantener el tamafio de los telomeros est4 la enzima telomerasa® 84, solamente
que en condiciones normales la mayoria de nuestras células suprimen la actividad de esta
enzima que restaura la secuencia de nucledtidos del telomero. Estd compuesta de dos
subunidades, la transcriptasa inversa de telomerasa (o TERT) y la unidad proteica
catalitica (TERC). Se ha demostrado que lesiones preneoplasicas en cancer gastrico™’ y en
hepatocarcinoma’” pueden producir telomerasa en diversos porcentajes. Sabemos
también que el 90% de las células de los tumores malignos, incluyendo el
hepatocarcinoma y el cancer gastrico, producen telomerasa. Por lo tanto la telomerasa
nos sirve de patron o estdndar dureo de referencia para el estudio de esta enzima. Si se
logra uniformar el diagnoéstico a base de telomerasa podriamos pensar que una
posibilidad importante seria crear inhibidores de la telomerasa que sean especificos para
cada tumor y no interfieran con la produccion de telomerasa de las células madre
hematopoyéticas y de otras células madre como lo son las del testiculo y las del oocito.
Existen otras células madre que se han demostrado en la piel, en el higado mismo, en el
corazon, en el tejido graso, que al ser células tronco o células madre tienen la capacidad

de expresar telomerasa, y un medicamento que inhibe la telomerasa®™ que no sea
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especifico de un tumor podria alterar el desarrollo celular de las funciones de las células
madre de estos pacientes en érganos especificos.

En cuanto a la posibilidad de nuevas dianas terapéuticas encontradas en el
diagnostico aportadas por la nueva Biologia Molecular y Celular tendrian el problema
basico de ver cual es mas importante que la otra, porque en la sefalizacion tumoral
existen de 60 a 100 vias diferentes por tumor, mientras que si bloqueamos por ejemplo la
telomerasa es como bloquear uno de los pasos mas importantes y generales en el
desarrollo de la célula tumoral. De ahi la esperanza que se nos abre, no solamente como
factor diagndstico, sino también como un factor importante en la prevencion o en el
tratamiento de los pacientes con hepatocarcinoma. Dicho de otra manera, un paciente con
una hepatitis crénica o una cirrosis hepatica que se le demuestre altos indices de
telomerasa, se le podria administrar el inhibidor de la telomerasa para que no vaya a
evolucionar a hepatocarcinoma y también podriamos pensar qué efecto puede tener un
medicamento inhibidor de la telomerasa®® sobre el indice de fibrosis de la enfermedad
hepatica, por virus B y por virus C de la hepatitis, o sea, evitar que los pacientes que
tienen grados diversos de hepatitis cronica evolucionen hacia la cirrosis. Estos son
planteamientos tedricos que podrian ser muy importantes en la hepatologia de nuestros
dias.

(Qué otras perspectivas novedosas tenemos? Podriamos tener una vacuna*”’
antitelomerasa de la fraccion TERT. La otra cuestion importante es que estos nuevos
marcadores tumorales podrian también ser detectados en la biopsia hepatica. En muchos
examenes de laboratorio, entre ellos la alfafetoproteina, transaminasas y un derivado de
la protrombina, los investigadores han querido sustituir la biopsia hepdatica por el
desarrollo de un sistema en que se incluya la alfafetoproteina, las transaminasas y la
deteccion de una protrombina andémala, o sea, un analisis quimico sanguineo quiere
sustituir al analisis histopatoldgico. Penamos que ninguno de los dos, sino que las dos
medidas deben ser tomadas siempre y cuando el paciente no sufra ningiin detrimento.
Vale decir que una técnica para biopsia hepdtica bien ejecutada nos puede dar mucha
informacion, y como la obtencion de las muestras sanguineas no requiere mayor
capacitacion (lo podemos hacer sin ningun problema), entonces ambas estrategias
diagnosticas deberian de realizarse. Obviamente los pacientes tienen que tener una serie
de requisitos hematoldgicos para que la biopsia hepatica no se convierta en yatrogenia.

No podemos abandonar el estudio histopatologico de nuestros pacientes del aparato
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digestivo. No podemos dejar de lado que existen clasificaciones, por ejemplo el de la
displasia celular, que nos pueden ser de mucha utilidad, y que ademas existen técnicas
inmunohistoquimicas que permiten determinar una gran cantidad de antigenos, de
proteinas, de enzimas, como lo son la alfafetoproteina, el P 53, la telomerasa y otros que
nos pueden ayudar en el diagndstico pronostico y riesgo de todos nuestros pacientes.
Cada dia se encuentran nuevos marcadores que pueden ser todavia de mayor utilidad y
que estan enmarcados en la técnica inmunohistoquimica®® y de PCR (reaccion en cadena

de la polimerasa).

2.- BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR DEL HEPATOCARCINOMA Y
EL VIRUS DE LA HEPATITIS C.

La Biologia Molecular de las células es un area de investigacion activa cuyo
entendimiento es fundamental para todas las ciencias biologicas. Esto es cierto no so6lo
desde el punto de vista de partida de las ciencias bdasicas sino también respecto a un
numero creciente de aplicaciones practicas en Biotecnologia, Medicina y Agricultura.
Especialmente tras haber completado la secuencia del genoma humano, el progreso de la
Biologia Celular y Molecular estd abriendo nuevos horizontes en la practica médica
diaria. En efectos llamativos se incluyen el desarrollo de nuevos medicamentos
especialmente disefiados para interferir con el crecimiento acelerado de las células
cancerosas y con el uso potencial de células madre no embrionarias para sustituir tejidos
dafiados y tratar pacientes. Ya se ha demostrado que las células madre embrionarias
podrian ser mas bien nocivas porque pueden desarrollar diversos tipos de tumores y
éticamente tienen muchos problemas para su utilizacion.

La apreciacion de la similitud y diferencias entre las células resulta
particularmente importante para entender la Biologia Celular. Todas las células
comparten propiedades fundamentales que se han conservado a través de los tiempos en
la evolucion. ™ Por ejemplo todas las células utilizan ADN como material genético, estan
rodeadas por una membrana plasmatica y usan los mismos mecanismos basicos para el
metabolismo energético. Por otro lado, las células actuales han evolucionado en
diferentes estilos de vida. Muchos microorganismos como bacterias, amebas y levaduras,
se componen de células unicas capaces de autorreplicarse independientemente. Los

organismos mas complejos estan compuestos por una coleccion de células que funcionan
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de una manera coordinada, con diferentes células especializadas para desarrollar
funciones particulares. El ser humano, por ejemplo, estd compuesto por mas de 200 tipos
diferentes de células, cada uno de ellos especializado para cada funcion distinta, como es
la memoria, la vista, el movimiento muscular o la digestion. La diversidad exhibida es
sorprendente si consideramos las diferencias entre las bacterias y las células cerebrales.
Hay un marco comin y en la Biomedicina experimental es importante reconocer que
puede haber eventos que se puedan extrapolar de células en el laboratorio para su

aplicacion en el ser humano.

Origen y evolucién de las células. La célula se define como la unidad anatomica y

funcional de los seres vivos, y se divide en dos clases principales, segiin donde se sitte el
nucleo. Primero, las células procariotas, que son las bacterias, que carecen de envoltura
nuclear; luego, las células eucariotas, que presentan un nucleo donde el material genético
esta separado del citoplasma. Las células procariotas son generalmente mas pequefias y
simples que las células eucariotas, ademds de la ausencia de nucleo sus genomas son
menos complejos y no contienen organelas citoplasmaticas o citoesqueleto. Al margen de
estas diferencias los mismos mecanismos basicos moleculares gobiernan la vida de
ambas indicando que todas las células presentes hoy descienden de un ancestro

primordial Unico.

La primera célula. Parece ser que la vida emergio hace unos 3.800 millones de

afios aproximadamente, unos 750 millones de afios después de que se formara la Tierra, y
aproximadamente de 12.000 a 13.000 millones de afos después del Big-Bang. Por lo
tanto si dividiéramos el tiempo en eones podriamos decir que los 100.000 afios de vida
que tiene el homo sapiens, es mas o menos una hora en una semana de existencia del
universo tal como lo conocemos. Cémo se origino la vida y como la primera célula se
convirtid en un ser son cuestiones especulativas, puesto que no se pueden reproducir en
un laboratorio, sin embargo algunos experimentos han proporcionado pistas acerca de
este proceso.3 86

En 1920 se sugirié por primera vez que moléculas organicas podian polimerizarse
espontaneamente y formar macromoléculas bajo condiciones que se suponia existian en
aquella atmosfera primitiva. En el momento en el que surgio la vida la atmosfera de la

Tierra se piensa que contenia poco o nada oxigeno libre constando principalmente de

CO; y N; ademads de pequenas cantidades de gases como H,, H,S y CO. Cada atmoésfera
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proporciona condiciones reductoras en las que las moléculas organicas con una fuente de
energia como la luz solar o descargas eléctricas, se pueden formar espontaneamente. O
sea, que primero estan los dtomos, luego las moléculas organicas y luego las moléculas
orgénicas mas complejas'®'. La formacion espontanea de las moléculas organicas fue
demostrada por primera vez en los afnos cincuenta, cuando Stanley Miller, un estudiante
graduado, demostrd que la descarga de chispas eléctricas en una mezcla de hidrogeno,
metano y amonio en presencia de agua conducian a la formacion de una variedad de
moléculas orgénicas incluyendo varios aminoacidos. Aunque el experimento de Miller
no usaba con precision las condiciones primitivas de la Tierra, claramente demostrd la
posibilidad de la sintesis espontdnea en las moléculas orgénicas, proporcionando los
materiales basicos donde surgieron los primeros organismos vivos.'™!

En el siguiente paso de la evolucion se empezaron a formar las primeras
macromoléculas. Se ha demostrado que los bloques monoméricos que constituyen las
macromoléculas polimerizan espontdneamente bajo condiciones prebioticas aceptables.
El calentamiento de mezclas secas de aminoacidos por ejemplo da como resultado
polimerizacion para formar polipéptidos. Pero la caracteristica fundamental de la
macromolécula de la que surgid la vida debe tener la habilidad de replicarse por si
misma. Solamente una macromolécula capaz de dirigir la sintesis de nuevas copias de la
misma seria capaz de reproducirse y evolucionar. De las dos clases principales de
macromoléculas que aportan informacion a las células actuales (entre acidos nucleicos y
proteinas) so6lo los acidos nucleicos son capaces de dirigir su propia replicacion. Los
acidos nucleicos pueden servir como molde para su propia sintesis como resultado del
apareamiento de bases especificas entre nucledtidos complementarios. Uno de los pasos
criticos en el aprendizaje de la evolucion molecular ocurrié a principios de los afios
ochenta, cuando se descubrid en los laboratorios de Sit Altman y Tom Cech que el ARN
es capaz de catalizar numerosas reacciones quimicas, incluyendo la polimerizacion de
nucleotidos. El ARN es por tanto el tnico capaz de servir como molde y catalizar su
propia replicacion. Como consecuencia se cree que el ARN ha sido el sistema genético
inicial y que en una etapa temprana de la evolucion quimica estuvo basada en moléculas
de ARN con replicacion propia. Es conocido como el periodo evolutivo "el mundo del
ARN". Las interacciones en orden entre el ARN y los aminoacidos lo que hacian era
coger el codigo genético y eventualmente el ADN reemplazé al ARN como material

genético.
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La primera célula se supone que surgiod de la envoltura del ARN de la aplicacién
propia en una membrana compuesta por fosfolipidos. Tal y como se discutird con detalle
los fosfolipidos son los componentes basicos de todas las membranas biologicas
presentes hoy dia, incluyendo la membrana plasmatica de células procariotas y
eucariotas, sobre todo cuando hablemos de las relaciones entre células vecinas y entre
c¢lulas maduras hepatocitarias y células madre hepaticas y precursoras. La caracteristica
clave de los fosfolipidos que forman las membranas es que son moléculas anfipaticas, lo
que quiere decir que una porcion de la molécula se disuelve en agua y la otra no. Los
fosfolipidos presentan largas cadenas hidrocarbonadas insolubles en agua, o sea,
hidrofobicas, unidos al grupo soluble en agua (hidrofilicas) que contienen fosfatos. En
contacto con el agua los fosfolipidos espontdneamente se agrupan en una bicapa con los
grupos que contienen fosfatos en el exterior y sus colas hidrocarbonadas en el interior en
contacto unas con otras. Esta bicapa fosfolipidica forma una barrera estable entre dos
compartimientos acuosos, por ejemplo separando el interior de la célula de su ambiente
externo. Lo mismo ocurre entre la membrana del ntcleo celular y el citoplasma de las
células humanas por ejemplo.

La envoltura del ARN autorreplicante y la membrana lipidica se han mantenido
por tanto como una unidad capaz de reproducirse a si misma y evolucionar. La sintesis de
proteinas a partir del ARN pudo ya haber evolucionado, en cuyo caso la primera célula

consistiria en un ARN de replicacion propia y sus proteinas codificadas.

Evolucion del metabolismo. Debido a que las células se originaron en un mar de

moléculas orgénicas, €éstas eran capaces de obtener alimento y energia directamente de
este ambiente. Pero una situacion como esta es dificil en si misma porque las células
necesitan obtener energia y sintetizar las moléculas necesarias para su replicacion. La
utilizacion controlada de la energia metabdlica es primordial para todas las actividades
celulares y los procesos principales de metabolismo energético, se han mantenido en el
tiempo practicamente intactos en las células actuales, ya que todas utilizan adenosina
S'trifosfato (ATP) como fuente de energia metabodlica para llevar a cabo la sintesis de los
constituyentes celulares y conducir a otras actividades que requieren energia, como el
movimiento, en la contraccion muscular. Los mecanismos utilizados por las células para
generar ATP han evolucionado en tres etapas correspondientes a la evolucion de la

glicolisis, fotosintesis y metabolismo oxidativo. El desarrollo de estos procesos
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metabolicos cambi6 la atmosfera de la Tierra alterando el curso de la evolucion. En la
atmosfera anaerobia inicial de la Tierra las primeras reacciones generadoras de energia
posiblemente implicaron la escisiéon o ruptura de moléculas organicas en ausencia de
oxigeno. Estas reacciones parecen ser una forma de la actual glicdlisis, que es la rotura
anaerobia de la glucosa o acido lactico con la ganancia neta de energia de dos moléculas
de ATP. Ademas de utilizar ATP como fuente de energia quimica intracelular, todas las
células actuales llevan a cabo la glicolisis de acuerdo con la idea de que estas regiones
surgieron muy pronto en la evolucion. La glicolisis proporcioné un mecanismo mediante
el cual la energia de moléculas orgéanicas ya formadas, por ejemplo la glucosa, podian
convertirse en ATP que podria ser utilizado como la fuente de energia para dirigir otras
reacciones metabolicas.

En las células vegetales el desarrollo de la fotosintesis fuerza el paso mas
importante de su evolucion, que permitié a las células generar energia a partir de la luz
solar y ser independientes de la formacion de las moléculas orgéanicas ya existentes. La
primera bacteria fotosintética que evolucion6 hace mas de tres billones de afios
probablemente utilizaba H,S para convertir CO, en moléculas organicas, y todavia
alguna vez se utiliza un proceso de fotosintesis similar. La utilizacion de agua como
donante de electrones e hidrogeno para la conversion del CO, a compuestos organicos
evolucion6é mas tarde y tuvo importantes consecuencias en cambiar la atmdsfera de la
Tierra. El uso de agua en reacciones fotosintéticas produce oxigeno libre, y se cree que
este mecanismo ha sido el responsable de llenar a la atmdsfera de la Tierra con abundante
oxigeno, alrededor del 20%.

La liberacion de oxigeno como consecuencia de la fotosintesis cambi6 el medio
en que las células evolucionaron y se cree que en determinados desarrollos del
metabolismo oxidativo. Alternativamente el metabolismo oxidativo podria haber
evolucionado antes que la fotosintesis y el aumento del oxigeno atmosférico
proporcionaria una importante ventaja selectiva a los organismos capaces de utilizar
oxigeno en la relacion de las reacciones de liberacion de energia. En cualquier caso el
oxigeno es una molécula altamente reactiva y el metabolismo oxidativo, utilizando esta
réplica ha proporcionado un mecanismo de generacion de energia a partir de moléculas
organicas mucho mas eficiente que la glicolisis anaerobia. Por ejemplo la ruptura
oxidativa de glucosa en CO, y H,O, proporciona energia equivalente a 36 o 38 moléculas

de ATP, en comparacion con las dos moléculas de ATP que se forman en la glicdlisis
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anaerobia. Con pocas excepciones las células actuales utilizan reacciones oxidativas

como fuente principal de energia.

Procariotas actuales. Los procariotas actuales que incluyen todos los tipos de

bacterias estan divididos en dos grupos: las arqueobacterias y las eubacterias, que se
diferenciaron al principio de la evolucion. Algunas arqueobacterias tienen condiciones
extremas que hoy en dia son inusuales pero que pudieron prevalecer en la primitiva
Tierra. Por ejemplo los termoacidofilos viven en pozos calientes de sulfuro con
temperaturas de hasta 80° C y valores de pH de 2. La mayoria de las células bacterianas
son esféricas en forma de baston o espiral con didmetros que oscilan de 1 a 10
micrometros. Su contenido de ADN varia, desde unos puntos 6 millones a 5 millones de
pares de bases, cantidad suficiente para codificar unas 5.000 proteinas diferentes. Los
procariotas mas grandes son las cianobacterias, bacterias en las que evolucioné la
fotosintesis. La estructura de célula procariota tipica es la de la Escherichia coli, un
habitante comtn del tracto intestinal humano. La célula tiene forma de baston de
alrededor de 1 micrometro de didmetro y cerca de 2 micrémetros de longitud. Como la
mayoria de los otros procariotas Escherichia coli estd rodeada por una pared celular
rigida compuesta de polisacaridos y polipéptidos. Dentro de la pared celular se encuentra
la membrana plasmatica que es una bicapa de fosfolipidos y proteinas asociadas.
Mientras que la pared celular es porosa y puede ser penetrada por una variedad de
moléculas la membrana plasmatica proporciona una separacion funcional entre el interior
y el exterior de la célula. El ADN de Escherichia coli es una molécula tnica circular
diploide en comparacion con el nucleo de los eucariotas no estd rodeada por una
membrana que lo separe del citoplasma. El citoplasma contiene aproximadamente 30.000

ribosomas, lugar donde se realiza la sintesis proteica y tiene aspecto granular.

Células eucariotas. Como las células procariotas todas las células eucariotas estan
rodeadas por membranas plasmaticas y contienen ribosomas. No obstante las células
eucariotas son mucho mas complejas y contienen un nucleo y variedad de organelas
citoplasmaticas y un citoesqueleto. La organela mas grande y proveniente de células
eucariotas es el nucleo, con un diametro aproximado de 5 micrometros. El nucleo
contiene la informacion genética de las células que en los eucariotas se encuentra quizas

de forma lineal en lugar de moléculas de ADN circular. El nucleo es el sitio de la
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replicacion del ADN vy de la sintesis del ARN; la traduccion del ARN en proteinas tiene
lugar en los ribosomas del citoplasma.

Ademads de un nucleo las células eucariotas contienen una variedad de organelas
delimitadas por membranas dentro del citoplasma. Estas organelas proporcionan
diferentes compartimentos en los que se localizan distintas actividades metabolicas. Las
células eucariotas son por lo general mas grandes que las procariotas, y con frecuencia
presentan un volumen celular cien veces mayor. La compartimentalizacion
proporcionada por las organelas citoplasmaticas es la que permite a las células eucariotas
funcionar con eficiencia. Dos de estas organelas, las mitocondrias'® y los cloroplastos
juegan papeles imprescindibles en el metabolismo energético. Las mitocondrias, que se
encuentran en casi todas las células eucariotas, son los centros de metabolismo oxidativo
y por lo tanto responsables de generar la mayor parte de ATP derivado de la ruptura de
las moléculas organicas. Los cloroplastos son los centros donde se lleva a cabo la
fotosintesis y se encuentran exclusivamente en las células de las plantas y algas verdes.
Los lisosomas y peroxisisomas también proporcionan compartimientos metabolicos
especializados para la ingestion de macromoléculas y varias reacciones oxidativas
respectivamente. Ademas la mayoria de las células de plantas contienen grandes vacuolas
que desarrollan funciones diversas incluyendo digestion de macromoléculas y almacenaje
de productos de desecho y nutrientes. También podemos definir las organelas
citoplasmaticas como el reticulo endopldsmico y el aparato de Golgi. Se dedican al
transporte de proteinas destinadas a la secrecion, a la incorporacion de la membrana
plasmatica en los lisosomas. El reticulo endoplasmico es una red extensa de membranas
intracelulares que se extienden desde la membrana nuclear hasta atravesar todo el
citoplasma. No so6lo actia en el proceso y transporte de proteinas sino en la sintesis de
lipidos. Desde el reticulo endopldsmico las proteinas son transportadas dentro de
pequetios vesiculas al aparato de Golgi, donde siguen siendo procesadas y clasificadas
para el transporte a destinos finales. Ademas de esta funcion de transporte de proteinas el

aparato de Golgi presenta sintesis de lipidos.

Las células eucariotas tienen otro nivel de organizacion interna, el citoesqueleto.
Una red de filamentos proteinicos que se extienden por el citoplasma. El citoesqueleto
proporciona el marco estructural de la célula determinando la forma celular y la

organizacion general del citoplasma. Ademas el citoesqueleto es responsable de los
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movimientos de todas las células; por ejemplo la contraccion de las células musculares,
del transporte intracelular y la posicion de las organelas y otras estructuras, incluyendo
los movimientos de los cromosomas durante la mitosis.

Los eucariotas se desarrollaron hace al menos 2.700 millones de afios, después de
1.000 o 1.500 millones de afios de la evolucion procariota. Los estudios de secuencias de
ADN indican que las arqueobacterias y eubacterias son tan diferentes entres si como lo

. 181
son de los eucariotas actuales.

Por lo tanto parece ser que hubo un acontecimiento en
la primera etapa de la evolucidn, y ha sido el motivo de la divergencia de tres lineas de
descendencia a partir de un pasado comun, dando lugar a las actuales arqueobacterias,
eubacterias y eucariotas. Resulta interesante que muchos genes de las arqueobacterias
son mas similares a los de las eucariotas que a las de las eubacterias, indicando que las
arqueobacterias y las eucariotas comparten una linea comun de descendencia evolutiva y
que estan mas estrechamente relacionadas entre ellas que con las eubacterias.

Un paso critico en la evolucion de las células eucariotas fue la adquisicion de la
envoltura membranosa de las organelas subcelulares, permitiendo el desarrollo y la
complejidad caracteristica de estas células. Estas organelas se cree que han sido
adquiridas como resultado de la asociacion de células procariotas con el antepasado de
las eucariotas.

La hipotesis de que las células eucariotas evolucionaron a partir de una seleccion
simbiodtica de las procarioticas, que se llama endosimbiosis, se sustenta con los estudios
de las mitocondrias y los cloroplastos, los cuales se cree que han evolucionado de
bacterias que vivian en células grandes. Las mitocondrias'® y los cloroplastos tienen un
tamafio similar al de las bacterias y como ellas se reproducen mediante escision bipartita.
Lo mas importante es que las mitocondrias y los cloroplastos contienen su propio ADN
que codifica el modo de sus componentes. EIl ADN de las mitocondrias y cloroplastos se
replica cada vez que la organela se divide y los genes que contiene se transcriben dentro
de la organela y se traduce en el ribosoma presente. Por lo tanto las mitocondrias y los
cloroplastos contienen sus propios sistemas genéticos que son diferentes al genoma
nuclear de la célula. Ademas los ribosomas y los ARN-ribosémicos de estas organelas
estan mas relacionadas con las bacterias que aquellos codificados por el genoma nuclear
de los eucariotas.'***!

En general se ha aceptado como origen endosimbidtico de estos organulos u

organelas suponiendo que las mitocondrias han evolucionado a partir de las bacterias
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aerobias y los cloroplastos de las bacterias fotosintéticas como las cianobacterias. La
adquisicion de bacterias aerobias podria provenir de una célula que haya llevado a cabo
un metabolismo oxidativo. La adquisicion de bacterias fotosintéticas podria provenir de
la independencia conseguida al desarrollar la fotosintesis. Por tanto estas asociaciones
endosimbioticas resultaron muy beneficiosas para lo que fueron seleccionadas en el curso
de la evolucion. A través del tiempo la mayoria de los genes originalmente presentes en
estas bacterias en apariencia pasaron a incorporarse dentro del genoma nuclear de la
célula, asi que solamente algunos componentes de mitocondrias y cloroplastos siguen
siendo codificados por el genoma de las organelas. Esto es importante cuando nos
vayamos a referir a las mutaciones porque en la teoria evolutiva neodarwiniana se plantea
la mutacion como una fuente de variacion de las especies. Sin embargo, esta teoria
endosimbiotica dice que es la captacion de nuevos genomas lo que acelera y propicia la
evolucion y la creacion de nuevas especies. En Medicina las mutaciones son en un 99'9%
letales o negativas para el ser humano, o sea, las mutaciones no conforman de ninguna
manera nada beneficioso para el hombre y los animales. Esto es importante dejarlo bien
claro, sobre todo cuando vayamos a hablar de la simbiosis™® y el papel de los virus que
en la mayoria de los casos al igual que las bacterias pueden tener una relacion parasitica
y no simbidtica con el ser humano. Sin embargo, en la evolucién de los mamiferos
parece ser que un retrovirus pudo insertarse en el genoma de los mamiferos y asi proteger
el nuevo sistema que evoluciond, en la preservacion de las especie como es pasar de
reproducirse a través de huevos a reproducirse a través de gametos masculinos y
femeninos, y en el caso de la hembra salvaguardar el desarrollo del organismo nuevo
que se acaba de crear, o sea que estos retrovirus probablemente hayan infectado tanto a
los mamiferos en general como al hombre en particular y que ha servido a través de la
captacion de un genoma de la preservacion de la especie formando lo que se llama el
sinciciotrofoblasto, que es lo que hace una fusion celular y que permite entonces poner
en comunicacion el tejido materno con el tejido fetal para la unidad fetoplacentaria, y
parece ser que esto es heredado de un retrovirus con lo cual estariamos ante una relacion
simbidtica o endosimbidtica provechosa y que ha hecho una parte importante del jalon de
la evolucion. En general se ha aceptado un origen endosimbiodtico de las organelas
suponiendo que la mitocondria ha evolucionado a partir de las células aerobias y los
cloroplastos de las bacterias fotosintéticas, como son las cianobacterias. La adquisicion

de bacterias aerobias podria provenir de una célula aerobia con la habilidad de llevar a
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cabo un metabolismo oxidativo. Asi que todo parece concordar, como hemos dicho, que

estas asociaciones resultan ser importantisimas para el curso de la evolucion.

Instrumentos para la investigacion en Biologia Celular”®® Como en todas las
ciencias experimentales la investigacion en Biologia Celular depende de los métodos de
laboratorio que se puedan utilizar para estudiar la estructura y funcion celulares. Muchos
avances importantes sobre el funcionamiento de las células han conducido directamente
al desarrollo de nuevos métodos de investigacion. La precision de los instrumentos
experimentales disponibles para el bidlogo celular resulta por tanto critica para ver el
estado actual y el futuro de esta area de la ciencia que se mueve con mucha rapidez.
Algunos de los métodos generales importantes de la Biologia Celular estan resumidos de

la siguiente forma.

Microscopia optica. Debido a que la mayoria de las células son demasiado
pequenas para ser observadas a simple vista el estudio de las células ha dependido
primordialmente del uso del microscopio. Es mas, el descubrimiento real de las células
surgi6 del desarrollo del microscopio. Robert Hooke fue el primero que acuiié el término
de célula siguiendo las observaciones de una pieza de corcho con un simple microscopio
optico en 1665, utilizando un microscopio que ampliaba los objetos hasta 300 veces mas
de su tamafio real. Antony Van Leeuwenhoek en 1670 y afios posteriores fue capaz de
observar diferentes tipos de células, incluyendo esperma, globulos rojos y bacterias. La
propuesta de la teoria celular por Matthias Scheldideni Theodor Schwann en 1838 debe
tomarse como el nacimiento de la Biologia Celular contemporanea. El microscopio
optico continua siendo un instrumento basico para la Biologia Celular.

Posteriormente encontramos microscopia de contraste de fases y microscopia de
interferencia de contraste diferencial. También tenemos la microscopia de interferencia
con contraste diferencial videopotenciada. También tenemos la microscopia de
fluorescencia. Un avance reciente en la microscopia de fluorescencia ha sido el empleo
de la proteina verde fluorescente (GFP) para visualizar proteinas en el interior de células
vivas y seguir la pista de sistemas subcelulares y funciones. Recientemente, el 8 de
octubre de 2008 les han otorgado el Premio Nobel de Quimica a los doctores Osamo
Chimomura, Martin Chaifie y Roger Tesin. Ellos compartieron el Premio Nobel por sus
trabajos con la proteina fluorescente verde (GFP). Ademas esta la microscopia confocal y

la microscopia de excitacion multifotonica. Posteriormente se ha desarrollado la
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microscopia electronica. Esta la microscopia electronica de transmision, el sombreado de
metal, y también est4 la preparacion de muestras mediante la separacion por congelacion
o criofractura. También una variante llamada el grabado por congelacion. Luego hay un
segundo tipo de microscopia electronica llamado microscopia electronica de barrido, que
se utiliza para obtener una imagen tridimensional de las células.

Hablemos ahora de lo que se llama el apartado de separacion subcelular. Aunque
el microscopio electronico permite una observacion detallada de la estructura celular la
microscopia en exclusiva no es suficiente para definir las funciones de los numerosos
componentes de las células eucariotas. Para contestar a muchas de las preguntas que
atafien a la funcion de las organelas celulares ha sido necesario aislar a las organelas de
las células eucariotas de forma que puedan utilizarse para su estudio bioquimico.
Normalmente este se haria mediante la centrifugacion diferencial desarrollada por Albert
Claudé, Christian de Dube y sus colegas en los afios 40 y 50 para separar los
componentes de las células de acuerdo con su tamafio y densidad. La suspension de las
células rotas se fracciona en sus componentes mediante una serie de centrifugaciones en
una ultracentrifuga. Estd entonces la purificacion mediante la centrifugacién con el
ingrediente de densidad. También estad la centrifugacion por velocidad. También

contamos con la centrifugacion de equilibrio.

Crecimiento de las células animales en cultivo. La habilidad para estudiar las

células depende en su mayoria de la facilidad con la que puedan ser manipuladas en el
laboratorio. Estas técnicas han sido desarrolladas desde hace muchos afos y el doctor
Harry Eagle desarrollo los requisitos de las células de mamiferos en cultivo de tejidos en
el afio 1955. Los primeros cultivos celulares se basaban en crecimiento celular a partir de
fragmentos de tejido y el doctor Eagle fue el primero en definir un medio basico para el
cultivo de la célula Hela y los fibroblastos de raton, el cultivo de células vegetales y
también el cultivo de los virus. Los virus son parasitos intracelulares incapaces de
replicarse por si mismos. Se reproducen mediante la infeccion de células huésped y la
usurpacion de la maquinaria celular para producir més particulas virales. En sus formas
mas simples se componen de acidos nucleicos ya sea ADN o ARN rodeado de una
cubierta proteinica. Los virus son importantes para la Biologia Molecular y Celular
porque proporcionan sistemas simples que pueden ser utilizados para investigar las

funciones de las células. El rapido crecimiento y el pequefio tamafio de las bacterias
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hacen de ellas un elemento excelente para experimentos en Biologia Molecular y Celular,
y los virus bacterianos llamados bacteriofagos han simplificado el estudio de la genética
bacteriana. Existen diversidad de virus animales, cada uno de ellos presentando ADN o
ARN como material genético. Una familia de virus animales, los retrovirus, contienen
genoma de ARN en sus particulas virales pero si precisan una copia de ADN de su
genoma. Proporcionan un buen ejemplo de la importancia de los virus como modelos ya
que los estudios de los retrovirus fueron los que demostraron la sintesis del ADN a partir
de los modelos del ARN, una manera fundamental de transferencia de informacion
genética por ahora conocida en células procariotas y eucariotas. Esto podria estar
hablandonos de simbiosis en los primeros afios de la creacion de los mamiferos. Otros
ejemplos en los que los virus animales han proporcionado modelos importantes para la
investigacion del huésped incluyen estudios de la replicacion del ADN, transcripcion,
procesamiento del ARN y transporte y secrecion de proteinas. Métodos como la PCR,
citometria de flujo y pruebas inmunohistoquimicas, amplian este analisis.

Cabe destacar que la infeccion por algunos virus animales en lugar de matar a la
célula huésped convierten a una célula normal en una célula cancerosa. Los estudios
sobre estos virus causantes de los canceres descritos por primera vez por Peyton Roust en
1911, no s6lo han proporcionado las bases de nuestro actual conocimiento del cancer a
nivel molecular y celular sino que también han conducido al descubrimiento de muchos
mecanismos moleculares que controlan el crecimiento y la diferenciacion de las células

animales.

Virus y céncer. Los canceres humanos que estan causados por virus incluyen al

carcinoma del cervix uterino y otros canceres anogenitales relacionados con el virus del
papiloma, el cancer de higado relacionado a los virus de la hepatitis B y C y algunos
tipos de linfomas como son el virus Epstein-Barr y el virus humano linfotroépico de
células T. Juntos, estos canceres inducidos por virus representan el 20% del total de los
canceres en el mundo. Ahora vamos a ver como se hacen esfuerzos a nivel mundial para

estudiar mejor el virus de la hepatitis C y su relacioén con el hepatocarcinoma.

Virus de la hepatitis C. El virus de la hepatitis C** antes de ser identificado se

denominaba virus de la hepatitis no A no B**’, es un virus de RNA de 9.600 nucledtidos

con sentido positivo monocatenario y lineal cuyo genoma es semejante en organizacion

- 45 -



al de los flavivirus y pestivirus y pertenece al género hepacivirus de la familia
flaviviridae. El genoma del virus de la hepatitis C, un solo marco de lectura abierto de
tamafio o gen que descodifica una poliproteina virica de aproximadamente 3.000
aminoacidos, la cual es desdoblada después de la traduccion para generar diez proteinas
viricas. El extremo 5' del genoma consiste en una region no traducida que contiene un
sitio de entrada en el ribosoma interno adyacente a los genes para cuatro proteinas
estructurales, la proteina central de la nucleocépside C, dos glucoproteinas de membrana
El y E2 y una proteina de membrana P7. La region 5' no traducida y el gen central se
conservan en alto grado, entre los genotipos pero las proteinas de membrana son
codificadas por la region hipervariable que varia de una cepa a otra y que permite al virus
evadir la contencion inmunitaria del hospedador dirigida a las proteinas de la membrana
del virus que son accesibles. El extremo 3' del genoma también incluye una regién no
traducida que contiene los genes de seis proteinas no estructurales NS2, NS3, NS4a,

NS4b, NS5A y NS5B que tiene funcion de transcriptasa inversa. (Ver Figura 21).
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Estructura del genoma del HCV vy relacién con proteinas recombinantes del ensayo
inmunoenzimatico (EIA) en relacion con las diferentes versiones (v1.0, v2.0, v3.0)

Fuente. Dra. Elsalinda MUNOZ ESPINOSA. Hepatologia. México, 2007.

Figura 21
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La proteasa de cisteina de NS2 desdobla NS3 a partir de NS2 y la proteasa de
serina NS3-4a desdobla todas las proteinas previas a la poliproteina. Las proteinas NS
importantes que intervienen en la replicacion del virus incluyen la helicasa de NS3, la
proteasa de serinas NS3-NS4a y la polimerasa de RNA dependiente NS5B dependiente
de RNA. Dado que el virus de la hepatitis C no se replica por medio de in intermediario
de DNA, no se integra en el genoma del hospedador. Puesto que el virus de la hepatitis C
tiende a circular en circulos relativamente bajos de 10° a 10 viriones por mililitro sigue
siendo dificil visualizar las particulas de virus que se estiman en un didmetro de 40 a 60
nanoémetros. Sin embargo, la tasa de replicacion del virus C es muy elevada, de 10"
viriones por dia y su semivida es de 2'7 horas. El chimpancé es un modelo de animal muy
util pero de dificil manejo. Aunque se carece de un modelo de animal pequefio robusto y
reproducible se ha documentado la replicacion del virus de la hepatitis C en un modelo
de ratéon inmunodeficiente que contiene trasplantes de higado humano y ratén
transgénico y varios modelos de rata. Aunque ha sido dificil la replicacion in vitro se han
descrito linajes celulares derivados de carcinoma hepatocelular (sistema de replicon) que
apoyan la replicacion del RNA del virus C genéticamente manipulado (pero no de
viriones intactos). En tiempos recientes se ha descrito la replicacion completa del virus
de la hepatitis C y de viriones de 55 nandmetros intactos de sistemas de cultivo celular.
Datos preliminares sugieren que las ganancias del virus de la hepatitis C entran en el
hepatocito a través del receptor CDS81.

Por medio de secuenciacion de nucledtidos se han identificado al menos seis
genotipos diferentes del virus de la hepatitis C*** y mas de 50 subtipos que pueden llegar
incluso a 100. Los genotipos difieren uno de otro en su homologia de secuencia el 30% o
mas. Como las divergencias entre los especimenes del virus de la hepatitis C
pertenecientes a un genotipo o a un subtipo y aislados en un mismo hospedador pueden
no ser suficientes para definir un genotipo diferente, estas diferencias intragenotipicas se
denominan cuasiespecies y difieren en su homologia de secuencia tan s6lo en un pequeiio
porcentaje. La diversidad de genotipos y cuasiespecies del virus de la hepatitis C, debido
a su elevada tasa de mutacion interfiere con la inmunidad humoral. Se ha demostrado la
existencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus de la hepatitis C pero suelen ser
de breve duracién y no se ha probado que la infeccion por el virus de la hepatitis C
induzca inmunidad duradera, en cuanto a la reinfeccion por diferentes especimenes

viricos o incluso por el mismo espécimen.
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Virus de la hepatitis

Virus dela | Virus dela | Virus dela Virus de la Virus de la Virus de la
hepatitis A | hepatitis B | hepatitis C hepatitis D hepatitis E hepatitis G*

Agente

Transmision

Periodo de
incubacioén

Estado de
portador

Hepatitis
cronica

Carcinoma
hepatocelular

Capside Doble
icosahédrica, cadena de RNA . RNA . RNA . Virus RNA
monocatenario monocatenario monocatenario .
RNA DNA con . monocatenario
. con envoltura con envoltura sin envoltura
monocatenario envoltura
Parenteral; Parenteral; Parenteral; L,
Contaminacion
Fecal-oral contactos contactos contactos 1 Parenteral
. L . . hidrica
intimos intimos intimos
2-6 semanas 4-26 2-26 semanas 4-7 semanas 2-8 semanas Desconocido
semanas
0,1-1,0% de 0,2-1,0% de
los donantes los donantes 1-10% de los 1-2% de los
No de sangre  de sangre de pacientes Desconocido donantes de
en EE.UU.y EE.UU.y adictos y sangre en
paises paises hemofilicos EE.UU.
occidentales occidentales
5-10 % de <5%
las o coinfeccion,
No infecciones > 50% 80% No No
agudas superinfeccion
No mavor que Desconocido,
Si Si yora pero poco No
el VHB
probable

Fuente: SLEISENGER Y FORDTRAN. Enfermedades gastrointestinales y hepaticas. 2005.

Cuadro 3

Por tanto, tras la infeccion producida por el virus de la hepatitis C no parece que

se desarrolle inmunidad heter6loga ni homologa. Algunos genotipos del virus de la

hepatitis C estan presentes en todo el mundo mientras que otros muestran una mayor

limitacién geografica. Ademas existen diferencias en los genotipos en cuanto a su

capacidad de reaccion a los antiviricos, sin embargo no han sido corroborados los

primeros informes de diferencias en la capacidad patégena de un genotipo a otro. En

Espana el genotipo 1b es el més frecuente.

Los inmunoanadlisis de tercera generacion actualmente disponibles que incorporan

proteinas del nucleo NS3 y regiones NS5 detectan anticuerpos antivirus de la hepatitis C
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durante la infeccion aguda. El indicador mds sensible por infeccion del virus de la
hepatitis C es la presencia de RNA del virus de la hepatitis C que requiere amplificacion
molecular por medio de PCR o amplificacion regulada por transcripcion. Para permitir la
estandarizacion de la cuantificacion de RNA del virus de la hepatitis C en los analisis de
laboratorio el RNA de la hepatitis C se notifica en unidades internacionales por mililitro;
se dispone de analisis cuantitativos que permiten detectar RNA del virus de la hepatitis C
con una sensibilidad de hasta cinco unidades internacionales por mililitro. E1 RNA del
virus de la hepatitis C se puede detectar al cabo de pocos dias de haber sufrido la
exposicion al virus mucho antes de que aparezca el HCV o antivirus de la hepatitis C, y
tiende a persistir mientras dure la infeccion por el HCV. Sin embargo, en los pacientes
con infeccién crénica®™’ por HCV es posible que el RNA del HCV se detecte solo de
manera intermitente. La utilizacion de sondas moleculares sensibles para el RNA del
HCV ha puesto de manifiesto la existencia del HCV con actividad multiplicativa en los
linfocitos de la sangre periférica de personas infectadas; sin embargo igual que ocurre
con la presencia del HBV en los linfocitos, se ignora la trascendencia clinica de la

infeccion linfocitica por el virus de la hepatitis C. (Ver Cuadro 3).

Mecanismos moleculares de la hepatocarcinogénesis. Desde el punto de vista

epidemiologico la hepatocarcinogénesis esta ligada al dafio cronico del higado; ya que se
ha demostrado, sobre todo en nuestros paises occidentales, que el hepatocarcinoma esté
asociado en mas de un 50% a casos de cirrosis y hepatitis cronica activa, pero sobre todo
muy asociado a la cirrosis. Una de las explicaciones para esta relacion es que el cancer se
desarrolla en un higado donde existe un aumento de la division celular y es donde puede
existir una transformacion celular. Esto se ha podido demostrar también en forma
experimental con ratones donde se les ha hecho una hepatectomia y se ha acelerado la
divisiéon celular. Esto hace que haya errores de replicacion como mecanismo de
hepatocarcinogénesis. En los hepatocarcinomas se ha encontrado una alta prevalencia de
alteraciones en el numero y en la forma de los cromosomas y ademas

translocaciones.! 17"

La entidad hepatica cronica mas asociada con el hepatocarcinoma,
como hemos dicho, es la cirrosis que se desarrolla entre 20 y 40 afios después de sufrir
una enfermedad cronica del higado.'®' El riesgo de desarrollar hepatocarcinoma se inicia
desde la infeccion crénica del higado por el virus pero se incrementa en el estado de

cirrosis. Entonces, estudiando los pacientes con cirrosis, estudiando los higados cirréticos
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podemos dilucidar los mecanismos moleculares del desarrollo del cancer hepatico. Los
mecanismos moleculares son varios; hay tres mecanismos basicos que pueden acelerar la
carcinogénesis en el estado de cirrosis. Hay que recordar que en el estado de cirrosis hay
una proliferacion celular mantenida a través del tiempo pero cuando la cirrosis aparece
esta proliferacion de los hepatocitos disminuye francamente y la capacidad replicativa de
los mismos es muy baja. Esto puede tener relacion con estos mecanismos basicos, que
son el acortamiento del teldémero y por lo tanto la limitacion de la reserva regenerativa de
la célula hepatica y de la inestabilidad cromosomica. Esto va a tener importancia porque
nos indicaria que esta célula tiene que ser "salvada", y cémo el higado "salva" esta célula.
Este es el mecanismo que se conoce menos y que después vamos a plantear una teoria.
La disfuncion telomérica activa la reparacion del DNA'* por unas vias que pueden
introducir fusién cromosomica, y esto conlleva a un problema de translocacion de las
células. Esto podria conllevar a que la célula se torne mas inestable desde el punto de
vista cromosomico y pueda dar los pasos iniciales en el desarrollo de una célula
cancerosa. Se ha visto que en el hepatocarcinoma las células tienen un acortamiento

critico de los telomeros y ademas tienen aneuploidia.

El segundo factor es la disminuciéon de la proliferacion hepatocitaria. La
disminucién de la proliferacion del hepatocito nos lleva a la formacion del cancer en la
cirrosis. En concordancia con esta teoria hemos visto experimentos que inhiben la
proliferacion hepatocitaria por medio de sustancias carcinogenéticas. Con respecto al
tercer factor, hay una alteracion del medio en que la célula hepatica crece y se desarrolla.
Entonces hay una alteracion del micro y del macroambiente y van a llegar sefializaciones
locales y senalizaciones sistémicas que pueden incrementar el riesgo de céncer en el
estado de cirrosis. Esto podriamos relacionarlo fundamentalmente con el virus de la
hepatitis C donde hemos observado un estrés oxidativo severo en el estado de cirrosis
propiciado por la replicacion del virus, la reaccion linfocitica con sefializacion de una
gran cantidad de sustancias y la operacion de otros sistemas que pueden hacer que se
desacelere la formacion del cancer de higado. Hay que recordar que esta respuesta
inflamatoria de las células inmunes va a descargar sustancias que producen dafio celular.
Por otro lado debemos analizar que también existen sefalizaciones que pueden estar
inhibidas; entonces hablamos de los genes supresores de tumores que pueden estar

lesionados por una mutacion como en el caso del P-53 y también oncogenes que han
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resultado ser vias que por un lado estimulan el desarrollo del tumor y por el otro lado

evitan su eliminacion. (Ver Figuras 22y 23).
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Fuente. Dra. Elsalinda MUNOZ ESPINOSA. Hepatologia. México, 2007.

Figura 22
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Figura 23

Por tanto, tenemos un microambiente de activacion de las células inflamatorias.
Hay también una pérdida de la masa hepatica y una produccion de metabolitos dentro del
estrés oxidativo; hay estimulos que hacen proliferar estas células dafiadas por un lado

pero al mismo tiempo la célula hepatocitaria o hepatocito maduro se encuentra
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inhabilitado para replicarse como se replicaba antes del estado de cirrosis. La
inestabilidad cromosOmica asociada a la disfuncion del telomero nos va a llevar a cierta
seleccion de clones malignos de células hepaticas. Aqui es donde nosotros planteamos la
posibilidad de algo importante que no es solamente sefialar las vias oncogénicas de
activacion y la desactivacion de los genes supresores. Podriamos hablar de la via del P-
27, del ARF, del TGFp, del RB, del P-16, del MDM2, pero sin embargo siempre nos
quedaré un sinsabor porque nada explica esto en forma completa. Nosotros creemos que
primero es la formacion de la telomerasa y luego el tumor.*” O sea, que tiene que haber
algiin mecanismo responsable para poder unir una célula hepatocitaria moribunda y una
cé¢lula madre hepatica que tiene una sefializacion muy diferente pero que estd siendo

) , 171
encaminada a una célula precursora

o una cé¢lula oval que en algin momento de la
historia natural de la enfermedad cirrética y por estimulos virales, en este caso del virus
de la hepatitis C, va a tender a fusionarse con el hepatocito maduro que estd senescente,
que estd moribundo. De esta fusion celular va a aparecer una nueva célula, que va a tener
caracteristicas de una célula madre o precursora y caracteristicas de una célula
hepatocitaria madura. En este momento, las condiciones quimicas, inmunoldgicas y de
sefalizacion son propicias para activar y desactivar oncogenes y genes supresores, y por
lo tanto vamos a encontrar cierto desarrollo de ciertas vias, como el pricklel, la via de la
wpcatenina, el hedgehogt, el met y la produccién de la telomerasa (Ver Figura 24), que
estaba completamente suprimida en el hepatocito maduro como es usual, ya que el
hepatocito maduro aunque esté en una fase replicativa no tiene por qué producir
telomerasa, y en este momento se va a producir mucha telomerasa ya que existen
condiciones para la proliferacion de esta nueva célula, que es una célula funcional, una
célula en la cual hay elementos de la célula madre hepatica®’ o precursora y hay
elementos del hepatocito que ha sido lesionado. Entonces se dan todas las condiciones
para que esta célula haga lo que se llama un escape apoptotico de una célula francamente
displasica, francamente anaplésica, que va a producir el desarrollo de la célula tumoral
hepatica’; sobre todo aqui vienen a converger otras vias oncogénicas como la micmyc, la
pl3k/acate y el petn. Por lo tanto nosotros lo que planteamos es que se produce una
nueva célula por fusion celular, que es una célula que la vamos a llamar célula
oncomutagénica hepatica por fusion celular. Obviamente esta es una célula inmortal y va

a reproducirse aceleradamente desarrollando el cancer de higado o hepatocarcinoma.
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Figura 24

Fuente. Lodish et al. Biologia Celular y Molecular. E.M. Panamericana. 5* Edicion.

En sintesis, la fisiopatologia de la hepatocarcinogénesis del hepatocarcinoma estéa

ligada intensamente a la evolucion de la cirrosis. Hay varios mecanismos en los cuales la

cirrosis parece acelerar la formacion del cancer, como dijimos, la disfuncion telomérica

que induce inestabilidad cromosémica y los factores de crecimiento celular que pueden

estar inhibidos para la proliferacion del hepatocito, y tercero, alteraciones en el micro y

macroambiente que estimula la proliferacion celular. El poder dilucidar los diversos

mecanismos por los cuales se producen estos cambios nos ayudara fundamentalmente en

tratamientos mas eficaces para el control del hepatocarcinoma.
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La célula de fusion celular que se ha creado, la llamaremos célula
simbiooncomutagénica hepatica. Es una célula con una capacidad multipotencial que
puede generar nuevos vasos llamados de neoformacion tumoral y ademas evolucionar en
el hepatocarcinoma, ya que las células inmunocompetentes estan deprimidas,
probablemente por mutacion de la telomerasa y dafios en su genoma. Estamos ante la
evidencia de una inmunovigilancia deprimida y por tanto el tumor puede desarrollarse a

sus anchas.
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ESTUDIO CLINICOE
INMUNOHISTOPATOLOGICO

1.- PLANTEAMIENTO.

El hepatocito se infecta con el virus de la hepatitis C y se produce una nueva
célula heopatocitaria al fundirse éste con la célula madre hepatica o con la célula
precursora hepatica. La denominaremos: célula simbiooncomutagénica hepdtica, la cual
luego de reproducirse aceleradamente por el influjo viral y en un contexto
anatomopatolédgico de fibrosis inflamatoria, que puede corresponder a hepatitis cronica o
a cirrosis, la misma presenta escape apoptosico y al salvar la apoptosis se sigue
reproduciendo gracias a que las células inmunes también presentan agotamiento celular.
Al activarse las vias oncogénicas y del desarrollo tumoral respectivamente se produce
una catastrofe simbiooncomutagénica. Esta nueva célula bajo el constante influjo de
marcadores de superficie y produccion exagerada de telomerasa desembocan en la
produccion o génesis del hepatocarcinoma y células madre acompanantes que derivan en
células con capacidad de desarrollo en tejidos aberrantes incluyendo vasos de
neoformacion para el crecimiento tumoral y mas adelante el desarrollo de metastasis.

Telomerasa y telomeros tumorales alcanzan la inmortalidad del hepatocarcinoma.

2.- HIPOTESIS.

En condiciones normales, la mayoria de nuestras células suprimen la actividad de
una enzima realmente revolucionaria: la telomerasa, la cual restaura la secuencia de
nucledtidos del telomero. Esta secuencia es TTAGGG. Estd compuesta de dos
subunidades, la transcriptasa reversa de telomerasa (tert) y la subunidad proteica

catalitica (terc).

La telomerasa es la maquina del tiempo pero con dos tineles del campo unificado

en un solo plano: la inmortalidad. El primer tinel es la vida como la conocemos. El
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segundo tunel es la neoplasia (muerte humana). Las células fetales, embrionarias y
germinales, asi como las neoplasicas expresan telomerasa. Recientes investigaciones
muestran la importancia relevante entre telomerasa y céancer, células madre,
envejecimiento y sindromes hereditarios. jEs una relacion causa-efecto? Nuestra
hipotesis es que si. Primero la telomerasa y luego el tumor en nuestro modelo biomédico
de hepatitis cronica y cirrosis hepatica asociada a virus C con posterior evolucién a

hepatocarcinoma.

3.- OBJETIVOS.

La novedad, como aportacion general y original de nuestro grupo investigador, es
demostrar que células ni embrionarias, ni fetales, ni germinales, que estan infectadas por
el virus de la hepatitis C inician expresion de telomerasa, sin ser neoplasicas en sus
estadios de hepatitis cronica y cirrosis. Con lo cual profundizamos en la dindmica
molecular de la etiopatogenia del cancer asi como en el diagndstico precoz del mismo en

405 . . .
muchos estudios van orientados hacia este fin,

fase de preneoplasia. Desde 1995
concatenar la teoria de una inmunovigilancia deprimida asociada a un factor oncogénico
definido, el virus, y la telomerasa como eslabon perdido produciendo una catastrofe

simbiooncomutagénica, el hepatocarcinoma.

La perspectiva terapéutica que se nos abre seria la inhibicion de la telomerasa en
fase preneoplasica de hepatitis cronica y cirrosis virales para evitar la evolucion a

hepatocarcinoma.

Por lo tanto, medicion de la actividad inmunohistoquimica de la telomerasa en
biopsias hepaticas'®’ de pacientes con diagnéstico de hepatitis crénica o cirrosis hepatica
por virus de la hepatitis C y su relacioén con el hepatocarcinoma en general. La variable
predictora serd la telomerasa y el estdndar aureo de referencia el hepatocarcinoma como
variable dependiente. También se analizaran: la p-53 y la caspasa 3 de la via apoptodtica,

y la alfa-fetoproteina por pruebas inmunohistoquimicas.
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MATERIAL Y METODOS

1.- ESTUDIO CLINICO E INMUNOHISTOPATOLOGICO.

1.1.- Material. Caracteristicas de los pacientes y sus muestras para

biopsia hepatica.

Nuestros pacientes se toman del Servicio de Digestivo y Endoscopia y sus
respectivas muestras de biopsia hepatica del Servicio de Anatomia Patologica, del
Hospital Universitario de Salamanca. Se revisan los archivos computadorizados
encontrandose 1.768 biopsias hepaticas, recolectadas del primero de diciembre de 1997
al 30 de noviembre de 2007. Para nuestro estudio hemos tomado inicamente 14 biopsias
por cirrosis hepatica asociada al VHC y 31 biopsias por hepatitis cronica por VHC;
ademas 29 biopsias con el diagndstico de hepatocarcinoma de diversa etiologia. Se
excluyen todos los casos asociados a los virus VHB de la hepatitis B y VIH de la

inmunodeficiencia humana.

1.2.- Métodos.
1.2.a- Determinaciones inmunohistoquimicas de las muestras para

biopsia hepatica.

Hemos ido a buscar los bloques de parafina de cada uno de nuestros pacientes en
el archivo correspondiente y los hemos localizado todos. Procedimos entonces a llevar
las muestras al departamento de inmunohistoquimica del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital Universitario de Salamanca e iniciamos un protocolo para la
debida obtencion de las muestras inmunohistoquimicas, para lo cual existe un protocolo
general y especifico dependiendo de cada uno de los andlisis que se hagan. Lo importante
en esto es lo siguiente: se toman los bloques de las parafinas y se dejan en refrigeracion
por lo menos 24 horas; posteriormente se hacen cortes de cuatro micrémetros y se dejan
en una estufa por 24 horas. Mas tarde viene el paso del desparafinado y esto se trabaja
con un polimero. Luego se procede a llevar la muestra al inmunotefiidor automatico de

marca Vision Bio Systems, distribuido por Menarini. Antes de poner las muestras en el
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inmunotefiidor nosotros clasificamos cada uno de los casos en el ordenador y le ponemos
el analisis inmunohistoquimico, por ejemplo: p-53, alfaproteina, caspasa 3 o telomerasa,
y se ordenan las muestras que se van a analizar. Esto trabaja a temperatura ambiente y se
le aplica una recuperacion de antigeno de 15 minutos. Posteriormente se recupera a 100°
C. El recuperador de antigenos es el Hier (15 minutos) con ERI; luego viene un programa
importante para esta muestra ya que para cada uno de los anticuerpos se efectuaron
protocolos distintos y personalizados hasta poner la puesta en evidencia de los antigenos
de una manera que se expone a continuacion. Una vez procesada la muestra mediante el
aparato Vision Bio Systems se efectiian los desenmascaramientos antigénicos distintos
para cada uno de los anticuerpos hasta obtener el mejor resultado. Se trataron los
siguientes: en este caso usamos un desperoxidante con peroxido de hidrégeno para quitar
la peroxidasa (3% por 15 minutos con peroxidasa de hidrégeno); segundo, se licua el
antigeno primario por 15 minutos; posteriormente se hace un analisis postprimario con
bloqueante de proteinas por 8 minutos y luego se aplica nuevamente un polimero por 8
minutos que es para la unién de enlaces de peroxidasa para la diaminobencidina. La
diaminobencidina se aplica 10 minutos seguida una de la otra 5 minutos cada vez.
Posteriormente se aplica la hematoxilina por contraste por 7 minutos y luego la laminilla
se deshidrata en alcoholes fuera de la maquina y se monta con xilol en forma
permanente. Posteriormente, cada una de las determinaciones tendra su sistema especial

y las diluciones respectivas:

A) En primer lugar, telomerasa, que es la telomerasa monoclonal de conejo (G182)
(AB32020). Es una sustancia llamada péptido sintético correspondiente a los residuos
en C terminal de la telomerasa humana que es una transcriptasa inversa. La casa es la
ABCAM. Reacciona con tejido humano, no reacciona ni con ratones ni con ratas ni
otras especies. Las aplicaciones son: para citometria de flujo y para
inmunohistoquimica. En nuestro caso haremos una dilucion de 1 sobre 100. Se hace
un control positivo con lisado de células HELA y otro control con adenocarcinoma
de pulmoén humano. Localizacion celular: en el nicleo. Relevancia: ya sabemos que
tiene que ver la telomerasa con la inmortalidad celular y por ello es la responsable de
adicionar o de sumar nucledtidos, en este caso TTAGGG a las partes terminales de

los teloémeros de cada cromosoma. Clonalidad: monoclonal; nimero de clon G182 y
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B)

0

subtipo inmunoglobulina G. Forma liquida; debe guardarse a 4° C. La coloracion va a

ser marron.

Proteina p-53. Esta proteina es el DO-7. Es el anticuerpo monoclonal murino para
uso diagnostico. Principio de procedimiento: las técnicas de tension
inmunohistoquimica permiten la visualizacion de los antigenos mediante la
aplicacion secuencial de unos anticuerpos especificos, llamados anticuerpos
primarios, dirigidos contra los antigenos y un complejo enzimatico con un sustrato
cromogénico, con pasos de lavado intercalados. La activacion enzimatica del
cromégeno produce una reaccion visible en el sitio del antigeno, luego se puede
contratefiir la muestra y cogerla con un cubreobjeto. Los resultados se interpretan
tomando el microscopio Optico y ayudan al diagnéstico diferencial de los procesos
fisiopatologicos que pueden estar o no vinculados a un determinado antigeno. El clon
es el DO-7, proteina P-53 recombinante humana tipo silvestre. Especificidad,
proteina P-53 humana silvestre y en sus formas mutadas, tanto a condiciones
desnaturalizantes como no desnaturalizantes. Composicion del reactivo, RPU P-53
0'7 es un liquido de cultivo tisular de suero de caballo al 5% en PBS. Concentracion
total de proteina, 1 a 8 gr por litro, (ver etiqueta). Clase de IgG2b inmunoglobulina,
recomendaciones de uso inmunohistoquimica en secciones de parafina.
Almacenamiento entre 2 y 8° C. La coloracién va a ser marrdn, y se realiza bajo una
dilucién de 1 en 100. Para observar el control tisular debe verificarse al microscopio
optico y la técnica nos dice que se localiza en el nucleo celular, igual que la

telomerasa.

La alfafetoproteina (A008 lote 032). La alfafetoproteina es una fraccion de
inmunoglobulina purificada de conejo de la empresa Dako anti alfalfetoproteina
humana en suero de conejo. La concentracion es 2'2 gr por litro. El inmundgeno es la
alfalfetoproteina aislada de cordon umbilical humano. La especificidad es para
humanos, y se realiza bajo una dilucion de 1 en 300. La aplicacion se puede utilizar
en técnicas de inmunoprecipitacion en RIA y en inmunohistoquimica y se debe de
guardar entre 2 y 80° C, y debe ser policlonal. Para visualizarlo lo hariamos en el
microscopio Optico y encontrariamos la alfafetoproteina de un color café en el

citoplasma.
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D) Caspasa-3. Es un anticuerpo monoclonal de raton que se usa exclusivamente para
investigacion. Es una proteina llamada cisteina que es un miembro de la interleucina
1B de la enzima conversora. El clon es HBJM62; tipo de inmunoglobulina IgG1. Se
deriva del mieloma del raton. La preparacion es leofilizada entre cultivo de tejidos.
Se usa en inmunohistoquimica con los controles y procedimientos ya descritos en
forma general. Se va a observar fundamentalmente en el citoplasma una coloracion

marrén. Estd producida por Novocastra Laboratorios S.L.

1.2.b- Microscopia optica.

Se hace la revision de las laminillas de las muestras para biopsia hepatica de todas
nuestros casos, con técnicas para tinciones de hematoxilina eosina, tricrémico de
Masson, reticulina de Wilder, hierro y PAS-diastasa. Se revisan todas las laminillas
procesadas para las cuatro pruebas histoquimicas, buscando el color marrén en el nucleo
(p-53 y telomerasa) y en el citoplasma (caspasa-3 y alfa-fetoproteina), dando una

calificacion cualitativa de la actividad.

2.- METODOLOGIA DEL ANALISIS ESTADISTICO.

Se realiza un estudio transversal analitico descriptivo para determinar una
variable como factor diagnostico, prondstico y de riesgo, para el desarrollo de
hepatocarcinoma, que es el estandar dureo de referencia. Se analizara la prevalencia y

distribucion de variables categdricas ordinales.
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RESULTADOS

1.- RESULTADOS EPIDEMIOLOGICOS Y ESTADISTICOS.

Los resultados del andlisis epidemioldgico y bioestadistica de la hepatitis cronica
y cirrosis asociadas al virus de hepatitis C y su relacion con el hepatocarcinoma, se
obtuvieron de la informacion digital estudiada del 1 de diciembre del afio 1997 al 30 de
noviembre del 2007, en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de
Salamanca. En este periodo se practican 1768 biopsias hepaticas en los Servicios de
Digestivo y Cirugia General. De este universo: 364 biopsias corresponden a hepatitis
cronica de diversa etiologia y de éstas, a su vez, 126 corresponden a casos de hepatitis
cronica por virus de hepatitis C, (Ver Figura I1). De éstas, la distribucion de géneros ubica
68% en hombres y 32% en mujeres, (Ver Figura 2). Se toman 31 casos al azar (para

estudio histoquimico) a través de ordenador.

La cirrosis hepatica a virus C con 14 casos corresponde a 0,79% del universo de
1768 biopsias, (Ver Figura 3). La distribucion por género determina 79% hombres y 21%

mujeres, (Ver Figura 4).

La media aritmética de distribucion por edades de los pacientes con cirrosis HCV

es de 45'2 afios, (Ver Figura 5).

De 112 cirrosis de diversa etiologia, el 13% corresponden a cirrosis por virus de

la hepatitis C, (Ver Figura 6).

Con 29 casos, el hepatocarcinoma, de etiologia variada, presenta una frecuencia
por intervalos de edad, (Ver Figura 7), con una media aritmética de edad de 67'9 afios, (Ver

Figura 8).

El hepatocarcinoma representa el 1,64% del total de biopsias hepaticas, (Ver

Figura 9).

Es claro y evidente el predominio del género masculino en nuestros tres grupos de

estudio, (Ver Figura 10), y del hepatocarcinoma en particular, (Ver figura 11).
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Figura 1. Diagrama de sectores hepatitis cronica HVC y por otras causas.

HEPATITIS CRONICA

B Hepatitis por HVC 126

B Por otras Causas 238

Figura 2. Diagrama de sectores por frecuencia de género.

HEPATITIS CRONICA HCV

= HOMEBRES g6 MUJERES 40

MUJERES 40
32%

Figura 3. Diagrama de sectores cirrosis HVC en universo de biopsias.
CIRROSIS HEPATICA

Cirrosis HCW 14
0,79%

m Cirrosis HCW 14

m Por Cualguier Otra Causa 1754

For Cualguier Otra
Causa 1754
99 21 %

Fuente: Bioestadistica del Servicio de Anatomia Patologica. Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997-Nov 2007.
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Figura 4. Diagrama de sectores por frecuencia de género.

CIRROSIS HCV

= HOMBRES 11 mMUJERES3

Figura 5. Media aritmética de distribucion de edades por cirrosis HCV.

452

| |||V|||
40 50

0 30 60 70 Afios

Figura 6. Diagrama de sectores por causa etiologica en cirrosis C y no HCV.

Cirrosis Hepatica

Hepatitis C 14
13%

ENoHCY= 112
W Hepatitis C 14

Fuente: Bioestadistica del Servicio de Anatomia Patologica. Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997-Nov 2007.
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Figura 7. Diagrama de sectores de frecuencia por intervalos de edad.

HEPATOCARCINOMA

® 1 CASC 40 - 49 ANOS

3 CASOS 50 - 59 ANOS
m 13 CASO560- 69 ANOS
m 9 CASOS 70- 79 ANOS
W 3 CASOS80- 89 ANOS

Figura 8. Media aritmética de distribucién de edades por hepatocarcinoma.
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Figura 9. Biopsias hepaticas por hepatocarcinoma y otras causas.

HEPATOCARCINOMA

Hepatocarcinoma
164%

® Hepatocarcinoma 28

m Por Otras Causas 1739
- Total: 1768.

For Otras Causas
1739
G836 %

Fuente: Bioestadistica del Servicio de Anatomia Patologica. Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997-Nov 2007.
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Figura 10. Diagrama de barras de frecuencia de género segun grupos.

100

30 68%
80

70 A
60 -
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30 4

- 69 %

719 79 %

10 4
21%

U !
Hepatitis Cronica HCW Hepatocarcinoma Cirrosis HCW

Figura 11. Diagrama de sectores por frecuencia de género.

HEPATOCARCINOMA

= HOMBRES 20 ~ MUJERES?9

MUJERES 9
31%

Fuente: Bioestadistica del Servicio de Anatomia Patologica. Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997-Nov 2007.
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2.- RESULTADOS DE LAS PRUEBAS INMUNOHISTOQUIMICAS DE LAS
BIOPSIAS HEPATICAS.

Se realizan cuatro pruebas inmunohistoquimicas: telomerasa, p-53,
alfafetoproteina y caspasa-3 a tres grupos de pacientes, denominados hepatocarcinoma,

cirrosis VHC y hepatitis cronica VHC, en muestras de biopsia hepatica.

Se estudian 29 hepatocarcinomas, encontrando la telomerasa negativa en el 100%
de los casos. La p-53 es positiva en 12 pacientes, para una positividad del 41%. La
alfafetoproteina presenta positividad en 18 pacientes, para un 62% de los casos. La

caspasa-3 presenta 20 casos, para una positividad del 69%. (Ver Tabla 2.1).

Se analizan 14 casos de cirrosis VHC, encontrando la telomerasa 100% negativa;
la p-53 tiene 4 casos positivos, para un 29% de positividad. La alfafetoproteina es
negativa en el 100% de los casos; la caspasa-3 es positiva en 1 caso, para un 7% del total

de casos. (Ver Tabla 2.2).

De los 31 casos de hepatitis VHC encontramos 100% negativa la telomerasa;
97,5% negativo el p-53; 97,5% negativo la alfafetoproteina, y 97,5% negativa la caspasa-
3. (Ver Tabla 2.3).
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HoJA TABULACION HEPATOCARCINOMAS Tabla 2.1

SEXO EDAD AFP CASPASA-3 TELOMERASA P-53
H 69 - + - -
H 82 + ++ - +
M 64 - - - -
H 70 + ++ - -
H 82 - + - -
M 71 — — — —
M 51 - + - -
H 62 + + - +
M 73 + - - -
H 67 ++ + - -
M 81 + + -

H 68 ++ - _

H 65 - + -

H 66 - + - +
H 48 + — — +
H 70 - - -
M 53 + - +
M 69 + - -
H 62 + + - +
H 65 + + - +
H 67 + - -
H 75 + - -
H 75 + + - _
H 64 + — - -
H 77 + + - -
H 65 + ~ —~ +
H 77 + + - -
M 55 + - - -
M 76 - + _ +

Actividad: LEVE: + ; MODERADA:++ ; INACTIVA:—.

Fuente. Muestras de biopsia del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997 - Nov 2007.
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HoJA TABULACION CIRROSIS HCV Tabla 2.2

SEXO EDAD AFP CASPASA-3 TELOMERASA P-53
42 — - - +
35 - - _ +
62 — — - -
39 — - - -
50 - - - -
43 - - - -
41 — - — +
43 - + - -
69 — - - -
39 - - - +
49 - - - -
44 - - — —

T

anill el gl ol [ ol =l [=oill [anlll [§« Sl B-ql [=oll Bl e

37 - - = =

Actividad: LEVE: + ; INACTIVA:—.

Fuente. Muestras de biopsia del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997 - Nov 2007.
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HOJA TABULACION HEPATITIS CRONICA HCV Tabla 2.3

SEXO EDAD AFP CASPASA-3 TELOMERASA P-53

64 — — _ —
25 + - - -
27 _ _ _ _
38 - — _ _
29 - - - -
65 - - - -
58 - - - -
35 _ _ _ _
55 - — _ _
31 - - - -
43 - + - -
37 - - - -
30 _ _ _ _
43 - — _ _
61 - - — —
26 - - - -
44 - - - _
51 — — _ _
28 - — _ _
52 - - — —
41 _ _ _ _
60 _ _ _ _

45 — — — +
26 - - - -
31 - - — -
60 - - — -
36 - - - -
25 — — — —
44 - — — —
65 — - — —

TIZIZEREEEREEEEEEEEEEEEEEREE L EEEEL

Actividad: LEVE: + ; INACTIVA:—.

Fuente. Muestras de biopsia del Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997 - Nov 2007.
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fetoproteina 40x

a-

ina 40x

fetoprote
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caspasa 40x
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Hematoxilina eosina
Hepatocarcinoma 40x

Hematoxilina eosina
Hepatocarcinoma 20x
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3.- RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO.

Frecuencia y distribucion absoluta y porcentual

Tabla 3.1

Actividad de Telomerasa, p-53, a-fetoproteina y caspasa-3, en biopsias diagndsticos
de hepatocarcinoma, cirrosis-VHC y hepatitis cronica VHC.

Biopsias 29 HCA 14 Cirrosis-VHC 31 Hepatitis VHC
isomutmeas | | 7| 7 |~ [posimo] * | 7| 74|~ oo * [+7+] = oo
Telomerasa 29 14 31
p-53 1] 1 17 41% | 4 10| 29% |1 300 3%
A-fetoproteina | 16| 2 11| 62% 14 1 30 3%
Caspasa-3 18| 2 91 69% |1 13 7% |1 30| 3%

Actividad: Leve = + ; Moderada = ++ ; Fuerte = +++. Inactiva = —
HCA = Hepatocarcinoma
VHC = virus hepatitis C

Fuente. Muestras de biopsia del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997 - Nov 2007.

Tabla 3.2

Frecuencia y distribucion relacionada de resultados de pruebas
inmunohistoquimicas en HCA

Hepa tocflfcinomas 4 HCA 4 HCA 4 HCA 4 HCA Positividad
p-53 + — + - 12/41 %
Caspasa-3 — + + - 20/69 %

o3 :l:(f;-53 . 13,8 41,4 27,5 17,2
Alfafetoproteina + 3 5 6 4 18/62 %
Alfafetoproteina — 1 7 2 1 11/38 %
Total 4 12 8 5 29 /100 %

* Positivo: + ; Negativo: —
HCA = Hepatocarcinoma

Caspasa-3 = c-3

Fuente. Muestras de biopsia del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario de
Salamanca. Dic 1997 - Nov 2007.
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DISCUSION

Con el estudio inmunohistoquimico de las lesiones hepaticas producidas por el
virus de la hepatitis C y su relacion con hepatocarcinoma, nos ubicamos en un grupo
especifico de analisis, de las neoplasias malignas asociadas a un virus, que corresponden
a un 20%, de todos los canceres. Por ejemplo virus ADN: virus hepatitis B,
papilomavirus, herpes virus (Epstein-Barr) en relaciéon a hepatocarcinoma, carcinoma
cervical y linfomas; los ARN virus como VHC y retrovirus asociados al hepatocarcinoma

y leucemia de células T en adultos.*"

El fascinante universo celular, lleno de enigmas y aparentes paradojas nos sustrae
a un pequefio mundo ortomolecular. Los virus son "genes ambulantes" que necesitan una
maquina replicativa. También los genes animales controlan la proliferacion y
diferenciacion celular. En primer lugar hay genes promotores del ciclo celular, que
favorecen la proliferacion celular. En segundo lugar hay genes supresores que realizan
todo lo contrario, que frenan el ciclo celular.**® El cancer se define como una enfermedad
genética a nivel celular, a nivel gendmico nuclear, pero también mitocondrial. Las
alteraciones moleculares incluyen mutaciones dominantes de ganancia de funcion en los
oncogenes y de tipo recesivo, con pérdida de funcidon en los genes oncosupresores y en

los que reparan DNA, en la amplificacion génica y las redisposiciones cromosomicas.

Pero lo realmente revolucionario en la génesis del céncer, su inmanente
caracteristica esencial: la inmortalidad, gracias a la produccién de telomerasa.*** Primero
la telomerasa, luego la inmortalidad tumoral. Veamos como la polimerasa del DNA no
puede replicar el extremo de los cromosomas, lo que da por resultado la pérdida de DNA
en los extremos especializados de los cromosomas o telomeros, con cada division
celular.®® Al nacimiento los telomeros humanos son pares de 15 a 20 kilobases de
longitud y presentan repeticiones en tandem de una secuencia de seis nucledticos
(TTAGGG), que se asocian a proteinas especializadas de fijacion del teldémero, formando
una estructura en T, en forma de asa que protege los extremos cromosémicos para que,
entro otras funciones, no sean reconocidos como dafiados. La pérdida telomérica,

después de cada ciclo celular, produce un acortamiento gradual del telémero, lo que
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origina detencion del crecimiento (senectud replicativa). Cuando los telomeros
criticamente cortos aparecen, se dispara una respuesta del punto de verificacion de dafios

del DNA que es regulada por p-53.

Las células pueden salvar la detencién del crecimiento si el pRB y la p-53*** no
son funcionales, sin embargo sobreviene la apoptosis, cuando los extremos desprotegidos
de los cromosomas desencadenan fusiones cromosomicas y redisposiciones de DNA
catastroficas (crisis). Aqui estamos en el punto algido, pues se considera que la capacidad
de evadir las limitaciones del crecimiento basadas en los teldémeros es un paso decisivo
en la evolucion de casi todos los tipos de cancer. En nuestro modelo de hepatocarcinoma

184319 e necesita la expresion de telomerasa.'””'” Pero ni el

y de casi todos los canceres
hepatocito maduro, ni el hepatocito senescente o displdsico producen telomerasa. Hay un
delicado equilibrio entre proliferacion y apoptosis celulares normalmente en el tejido

322380
, el

hepatico. En el parénquima hepatico del paciente con cirrosis HCV relacionada
hepatocito senescente envia constantemente sefiales para la proliferacion celular de
hepatocitos de recambio. Este papel lo protagoniza la célula madre hepdtica, la Unica
capaz de producir telomerasa y desdiferenciarse en células precursoras ovales, que
pueden mantener la capacidad de autorrenovarse y producir telomerasa. Muchas de estas
células se fusionan dependiendo para ello de factores de crecimiento extracelulares y de

) . , . 413
interacciones célula-célula.

En el higado normal es posible ver hepatocitos con doble
nucleo. Se fusionan entre si hepatocitos senescentes, pero también hepatocitos
senescentes —se van a fusionar— con células madre hepaticas o precursoras que tienen
capacidad de producir telomerasa. Aparece una nueva célula hibrida con un genoma, que
proviene de un hepatocito, que se ha salvado de la apoptosis, por sefales de
supervivencia enviadas por otras células, o bien porque ya tiene suprimida las vias de Rb
y p-53, y por otra vertiente la aportacion gendémica de la célula madre hepatica o

414,417

hepatocitoblasto multipotencial. A esta célula, fruto de la fusion celular igual que el

espermatozoide que se fusiona con el 6vulo formando un nuevo ser humano en la

386 En nuestros

concepcion, la denominaremos célula simbioncomutagénica hepatica.
casos de hepatocarcinoma, se encontr6é una positividad global del 41% para el p-53. Se
acepta alrededor de un 50% de positividad. Los virus pueden bloquear la funcion del p-
53 normal y explicar la negatividad del mismo en 50-60% de los canceres, (Ver Tabla 3.1,

pag 78).
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Por supuesto que el p-53 que hemos determinado es el que estd mutado y se
asocia a caspasa-3 en un 27% de los casos, (Ver Tabla 3.2, pag 77), lo que indica que el
proceso de apoptosis se sigue presentando independientemente de la presencia del p-53
mutado, en nuestros pacientes con hepatocarcinoma. El gen p-53 se encuentra localizado
en el cromosoma 17p y es el gen supresor que estd mas ampliamente implicado en los
tumores humanos.*”® La deleccion en el brazo corto del cromosoma 17p se asocia con

mutaciones puntuales en el alelo p-53 del cromosoma homologo.

Desde hace muchos afios se conoce que los virus pueden inducir fusion celular. El
Profesor Dr. José¢ Ignacio Paz*'* ha podido reproducir cambios celulares con el virus del
Herpes I y II en 1978; los virus oncogénicos, en particular el virus de Epstein-Barr,
podria inducir la célula multinucleoda de fusion celular, Reed-Stermberg del linfoma de

Hodking, donde se observa DNA y antigenos virales.*"

Por lo tanto los virus hepatitis B y C podrian inducir también la fusion celular,
produciendo como dijimos un hibrido celular con escape apoptotico. Probablemente la
c¢lula madre hepatica o precursora ya tenga algiin grado de dafo celular y sefializacion
inherentes a un parénquima hepatico con 60 a 100 vias de sefializacion diferentes. En
experimentos de lineas celulares en cultivo, se han fusionado células tumorales con
células normales y so6lo menos del 10% de estas células hibridas desarrollan

413 . . ,
Por otro lado, en cultivo de células madre de raton "normales"

neoplasias.
provenientes de teratocarcinomas, se pudo demostrar que los embriones tempranos de
raton con frecuencia desarrollaban tumores cuando eran retirados del utero y
trasplantados a otro sitio anomalo. Esto se debia a que el nuevo sitio de implantacién no

~ . . .y, 413
presentaba las sefiales apropiadas, para la diferenciacion celular.

Realmente la Unica célula capaz de producir un cancer es la célula fusionada de
simbioncomutagénesis. /Por qué una célula madre hepatica embrionaria esperaria de 20 a
40 anos para el desarrollo de una cirrosis VHC para producir un hepatocarcinoma por si
sola? Si lo hace lo deberia haber hecho mucho antes, ya que dispone de telomerasa para
su escape apoptotico. Por otro lado el hepatocito maduro lesionado de la cirrosis no
produce telomerasa nunca. Su capacidad regenerativa en el mito de Prometheus*'® se le

debe a la célula madre hepatica.

-81-



Al igual que todas las células, el hepatocito llega al "problema del fin de la
replicacion". Es la hora de la apoptosis con la alarma mortal del reloj mitdtico. Las
células en promedio después de 70 replicaciones™' pierden gradualmente el DNA
cromosdmico y pasan de la fase G; a la fase S, del ciclo celular senescente que termina

en muerte celular.

Aqui no hay escape apoptosico porque aunque no haya p-53 normal o Rb la célula
moriria por fragmentacion cromosdmica activando otras vias de apoptosis, ya que no es
capaz —nunca lo sera— de producir telomerasa, a menos que se fusione con la célula
madre hepatica, produciendo una catastrofe simbioncomutagénica hepatica: el

hepatocarcinoma.*”’

Ahora bien, se han hecho experimentos que fusionan células normales, con
células de tumores metastaticos produciendo células tumorales, sin capacidad de
metastizar.** Por tanto en la célula normal existen inhibidores titulares que bloquean la
protedlisis y la angiogénesis frenando la diseminacion metastdsica. Son proteinas
supresoras de metastasis. El primer inhibidor que se describid fue el TIMP-1 y el gen que
lo codifica ha sido clonado y mapeado en el cromosoma X**°, esto nos plantea la
resolucion del problema de por qué el hepatocarcinoma es mas frecuente en hombres. Se
dice que los estrogenos pueden proteger a las mujeres y que los hombres tienen mas
adicciones con uso de jeringuillas.” Esto ultimo si esta claro, ya que en nuestro estudio
los tres grupos: hepatocarcinoma (de variada etiologia), la cirrosis por HVC y la hepatitis
crénica por VHC tienen un franco predominio del género masculino, (Ver Figura 10, pag
69), indicando que las personas del sexo masculino se infectan mas con el VHC y que por

tanto desarrollan mas frecuentemente las complicaciones propias de dicha infeccion.

En nuestra serie de hepatocarcinomas, por cualquier causa, sus determinaciones
histoquimicas se tomaron como estandar dureo de referencia o variable predictiva. Esto
debido a que el numero de casos de hepatocarcinoma por virus C es muy pequefio. Algo
parecido ocurre con las cirrosis HCV. Pero con el grupo de hepatitis cronica HCV
relacionado ocurre todo lo contrario y dentro de unos afios los casos de cirrosis y
hepatocarcinoma HCV se van a multiplicar. Para hacer inferencias a nivel nacional
espaiol, se necesita un gran numero de casos, representativos de toda la comunidad
espafiola.*** De todas maneras serfa importante el estudio cromosémico —del cromosoma

X también— de las mitocondrias hepaticas'*’, dada la predominancia del hepatocarcinoma
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en los hombres. En la infeccion cronica por virus C hay gran stress oxidativo, lo cual
produce mayor lesion mitocondrial, perdiéndose el gradiente de potencial —de la teoria

quimiosmotica de Meter Mitchell- de la membrana interna mitocondrial.

En cuanto al resultado de las pruebas inmunohistoquimicas de los grupos cirrosis
y hepatitis por VHC lo més llamativo es la negatividad del 100 y 97% respectivamente,
con respecto al andlisis inmunohistoquimico de la alfafetoproteina que se usa como
factor diagndstico y prondstico de cancer hepatocelular en pacientes con hepatitis cronica

y cirrosis hepatica.

En los casos de cirrosis hepatica VHC la variable predictora p-53**° present6 una
positividad del 29%, por lo que puede servirnos como factor de riesgo de la variable

dependiente que es el hepatocarcinoma.

Las pruebas histoquimicas de telomerasa resultaron negativas en un 100% de
todos los casos, de los tres grupos de pacientes. Por tanto no se recomienda realizar
pruebas de inmunohistoquimica para deteccion de telomerasa, sino realizarlos mejor por
el método de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Desde hace muchos afios se
conoce de la asociacion de lesiones hepaticas producidas por el virus C, como hepatitis
crénica y cirrosis y actividad de telomerasa aumentada. Es claro que el
hepatocarcinoma*?® expresa una actividad de 90% de telomerasa. Pero en casi todos estos

estudios mundiales la telomerasa se ha determinado por el método de la P.C.R.**
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CONCLUSIONES

En la distribucion por frecuencias de género, se observa un claro predominio del

sexo masculino, para los tres grupos de pacientes estudiados.

La prueba histoquimica de la telomerasa, no se recomienda su uso, dado el 100%
de negatividad, en todos los casos de los tres grupos. Debe realizarse la prueba de

la P.C.R. (reaccion en cadena de la polimerasa).

La prueba histoquimica de la p-53 resulto positiva como variable predictora en un
29% de los casos de cirrosis VHC y en un 41% como variable dependiente en el
grupo de hepatocarcinoma. Por lo tanto se recomienda su uso, como factor de

riesgo y diagnostico, respectivamente, en dichos grupos.

Debe ampliarse el estudio con nuevas pruebas como la determinacion de
antigenos de superficie, para la caracterizacion de la célula hepatocitaria tumoral

con P.C.R.
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