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El carcinoma hepatocelular (CHC) es la causa
principal de muerte entre pacientes cirréticos y se
ha convertido en un problema de salud publica de
primer orden’. La incidencia de esta neoplasia
estd aumentando en Europa y Estados Unidos, en
estrecha relacién con la alta prevalencia de la
infeccién por el virus de la hepatitis C23.

Puntos clave

El carcinoma hepatocelular es una enfermedad

causada por alteraciones en el genoma que implican
genes involucrados en el control de la proliferaciéon
celular, apoptosis y ciclo celular, principalmente.

Las vias de sefnalizacién mas cominmente

involucradas en la patogenia del carcinoma
hepatocelular (CHC) son la via canénica de Wnt, las
vias de senalizaciéon de Ras/ERK, Akt/mTOR, y VEGF.

La clasificacion molecular del CHC no esta

establecida, aunque estudios recientes sugieren 4
grupos distintos de tumores desde el punto de vista
biolégico.

No hay marcadores serolégicos aceptados para el

diagnéstico temprano del CHC. El diagnéstico
temprano del CHC es dificil mediante técnicas
avanzadas de radiologia o anatomia patolégica
convencional.

La firma genética es un grupo de genes, resultado

de la aplicacion de algoritmos al estudio de genes
mediante microarrays, que pueden identificar estadios,
respuesta a tratamiento o predecir supervivencia. La
firma genética compuesta por GPC3, LYVE1 y survivina
es capaz de distinguir los noédulos displasicos del CHC
temprano con un gran poder discriminativo.
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Hepatocarcinogénesis

y clasificacion molecular
del carcinoma
hepatocelular

Estudios epidemiolégicos y de biologia molecular han esta-
blecido que las principales causas de hepatocarcinogénesis en
el mundo son la infeccién crénica por el virus de la hepatitis
B (VHB), la infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC),
la exposicién a aflatoxina B, y cualquier causa de cirrosis he-
patica*. La distinta distribucién geogréfica de la prevalencia
de estos factores determina la heterogénea incidencia de la
enfermedad y la diversidad clinica de la misma.

La patogenia molecular del CHC es compleja®”. Aunque en
el 80% de los casos el tumor se desarrolla sobre higado cirré-
tico, también se puede desarrollar sobre un higado sano o un
higado no cirrético con otra enfermedad subyacente. Cada
una de estas situaciones implica diferentes alteraciones gené-
ticas y epigenéticas, aberraciones cromosémicas, mutaciones
de genes y activacién de vias de sefializacién moleculares es-
pecificas. La hipétesis mds aceptada es la que propone un
proceso escalonado en el que estimulos externos inducen al-
teraciones en hepatocitos maduros (o células progenitoras®),
induciendo apoptosis, proliferacién celular, displasia y neo-
plasia®. Durante la etapa preneoplsica se da una sobrerregu-
lacién de las vias de sefializacién mitogénicas que llevan a la
seleccién de algunos clones de células displasicas. Estos clo-
nes, organizados en nédulos displdsicos y rodeados por tejido
conectivo, pueden malignizarse tras la exposicién a alteracio-
nes genémicas adicionales®”. Estas alteraciones van desde
mutaciones puntuales en genes concretos hasta la ganancia o
pérdida de brazos en los cromosomas.

Desde el punto de vista genético, se han postulado distintos
mecanismos de hepatocarcinogénesis de acuerdo a distintas
etiologias. Estos mecanismos parecen relevantes en estadios
preneopldsicos o en fases iniciales del proceso maligno. En
principio, el VHC se ha involucrado en la hepatocarcinogé-
nesis de forma directa (como ligando Wnt, mediante trans-



activacion de RAS, inactivacion de p53) y de forma indirecta
mediante la induccién de cirrosis y las alteraciones que ésta
conlleva (activacién de vias mitogénicas como TGF-alfa, es-
trés oxidativo, alteraciones inmunoldgicas, activacién de NF-
KB, etc.)’”. En cambio, el VHB tiene un papel carcinogéni-
co directo algo mds establecido como consecuencia de su in-
sercién en el genoma produciendo inestabilidad genémica y
aberraciones genéticas, inserciones en el promotor de genes
tumores supresores, como pl6, y produccién de oncoprotei-
nas como HBx. En fases donde el fenotipo maligno es mds
manifiestamente avanzado, se observan alteraciones comunes
de vias de sefializacién que inducen proliferacién celular, in-
hibicién de apoptosis y neoangiogénesis.

Las vias de sefalizacién mds consistentemente alteradas en
CHC son la via canénica de Wnt (como resultado de muta-
ciones en B-catenina o axin 1/2, silenciamiento epigenético
de E-cadhenina, o alteraciones en la expresion de receptores,
como Frizzle 7)%7. Esta via se ha descrito alterada en el 30%
de los CHC y en cerca del 70% de los hepatoblastomas. La
via de Akt/mTOR estd implicada en la hepatocarcinogénesis
tanto mediante el aumento de proliferacién tumoral (a través
de la sefial de mTOR) como a través de la inhibicién de la
apoptosis (mediante alteraciones de la sefial de Bcl-2). Esta
via de sefializacion estd alterada en el 30-50% de los cinceres
hepdticos, como consecuencia de activaciones en la via de
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF) (por muta-
ciones del receptor IGFR-2 o aumentos autocrinos/paracri-
nos de los ligandos, como IGF-2) o a través de mutaciones
somaticas de PI3K o PTEN que inactivarian estas proteinas.
La via de Raf/Ras/Erk también estd activada casi universal-
mente en estadios avanzados como resultado de incrementos
en la sefializacién inducida por factores de crecimiento
(EGFR, HGEF, etc.) y de la inactivacién de tumores supreso-
res (RAFSS1A)8. Otras alteraciones que se consideran indis-
pensables para la proliferacién y diseminacién de los tumores
son la neoangiogénesis como resultado de la activacién de vias
proangiogénicas tanto en el tumor como en el endotelio
(VEGFR, PDGFR, angiopoietina-2), asi como la activaciéon
de las telomerasas para permitir la inmortalidad celular. Fi-
nalmente, alteraciones involucrando genes que controlan el
ciclo celular son manifiestas en estadios avanzados del CHC,
como la inactivacién de p53, o la activacién de ciclina D1.
En la actualidad no hay una clasificacién molecular del
CHC, aunque ya han aparecido estudios que sugieren distin-
tos subgrupos biolégicos. La aproximacién mds habitual para
la caracterizacién de subgrupos moleculares prondsticos es
mediante el andlisis del transcriptoma utilizando microarrays
y su asociacion con supervivencia. Alternativamente, se han
propuesto clasificaciones biolégicas que reconocen subgru-
pos moleculares de CHC mediante el andlisis integrado del
transcriptoma, mutaciones, aberraciones cromosémicas, ines-
tabilidad genética y alteraciones epigenéticas. Estos estudios
también identifican subgrupos que son mis homogéneos
biolégicamente (y por tanto identificables para dianas tera-
péuticas especificas), pero sin implicaciones prondsticas esta-
blecidas. En principio, los 2 estudios principales publica-
dos®1? sugieren que hay 4 grandes grupos de CHC segtin sus
alteraciones moleculares: @) uno con alteraciones de la via ca-
nénica de Wnt; 4) otro con alteraciones de las vias de facto-
res de crecimiento (IGF, EGF y sus efectores intracelulares
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Ras/Erk y Akt/mTOR, incluyendo un subgrupo de tumores
con activacién de genes que sugieren un origen tumoral de
stem cells); ¢) un tercer grupo con alteraciones predominantes
del ciclo celular (p53, ciclina D1), y d) otro subgrupo atn no
caracterizado.

Diagnostico temprano
del carcinoma
hepatocelular

El conocimiento de los genes alterados en las lesiones preneo-
plisicas y en estadios iniciales del tumor serd ttil para esta-
blecer el diagnéstico molecular de esta neoplasia. En la ac-
tualidad, el diagnéstico temprano del cincer se puede esta-
blecer en el contexto de programas de vigilancia mediante la
rapida deteccién por técnicas de imagen o mediante marca-
dores serolégicos. Las guias de manejo actual del CHC
aconsejan la realizacién de una ultrasonografia abdominal
cada 6 meses en pacientes cirréticos y en subgrupos especia-
les de pacientes con infeccién por el VHB!12, Sin embargo,
actualmente no hay ningtin marcador serolégico que haya
mostrado eficacia diagnéstica o cuya utilidad de forma aisla-
da o en combinacién sea considerada coste-efectival'13. Los
marcadores serolégicos mds ampliamente evaluados, como
AFP, des-gamma-carboxiprotrombina (DGCP) y la fraccién
AFP-L3 no son fiables para el diagndstico temprano del
CHC?, ya que sélo estdn alterados en menos de la mitad de
los pacientes con tumores iniciales. En estudios de cohortes
realizados en la Ultima década, la mayoria de tumores son
identificados mediante técnicas de imagen, y sélo un porcen-
taje marginal se diagnostica como resultado de las alteracio-
nes de estos marcadores!*. En cambio, todos ellos se han
propuesto como marcadores prondsticos en estadios avanza-
dos de la enfermedad.

Como resultado de los programas de vigilancia en Occidente
y Japén, la deteccién temprana del CHC es actualmente po-
sible en el 30-60% de los casos®. Estos pacientes son tributa-
rios, en principio, de tratamientos con intencién radical, co-
mo reseccién hepitica, trasplante o ablacién percutineab 12,
De hecho, en las décadas de 1980-1990 menos del 5% de los
tumores diagnosticados presentaban un tamafio inferior a 2
cm, mientras que en la actualidad en Occidente este grupo
representa alrededor del 10% del total y en Japén el 30%. Los
nédulos de pequefio tamafio (< 2 cm) detectados en el con-
texto de programas de vigilancia representan un reto diagnds-
tico, puesto que son dificiles de caracterizar tanto desde el
punto de vista radiolégico como anatomopatolégico'>. De
acuerdo con la guias de la American Association for the
Study of Liver Diseases, el CHC se diagnostica en el contex-
to de un paciente cirrético cuando una técnica de imagen (to-
mograffa computarizada o resonancia magnética, o ecografia
con contraste de segunda generacién) muestra hipercaptacién
en la fase arterial y wash-out en la fase venosa portal o
tardfall. Para nédulos entre 1y 2 cm se requieren 2 técnicas
de imagen coincidentes en establecer criterios radiolégicos
caracteristicos. Una validacién prospectiva reciente de estos
criterios demuestra que el diagnéstico radiolégico certero de

esos nédulos es posible en el 30% de los casos!”.
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El diagnéstico anatomopatoldgico de los nédulos hepdticos
de menos de 2 cm detectados mediante vigilancia es hetero-
géneo. Expertos hepatopatdlogos frecuentemente discrepan
del diagnéstico final de tumores iniciales, que son mal clasi-
ficados como nédulos displdsicos®. La tincién con CD34 o
alfafetoproteina tiene notables limitaciones diagnésticas. En
cualquier caso, el estudio anatomopatoldgico se considera el
criterio de referencia, y diagnostica adecuadamente el 30-
50% de los nédulos de pequeiio tamafio.

Hay una necesidad evidente de incorporar técnicas molecu-
lares para el diagnéstico del CHC inicial, lo cual tendrd im-
plicaciones clinicas notables. En principio las guias europeas
y americanas del tratamiento del CHC!!2 recomiendan
que los nédulos displdsicos deben ser objeto de seguimiento
en el contexto de programas de vigilancia, ya que menos de
un tercio de los mismos adquirirdn el fenotipo maligno!®1.
Por otro lado, los CHC iniciales son los candidatos ideales
para tratamientos curativos, puesto que proporcionan me-
dianas de supervivencia que exceden los 60 meses®. Por lo
tanto, hay una urgente necesidad de caracterizar los tumores
de pequefio tamafio y de identificar biomarcadores para los
mismos.

Diagnodstico molecular
del carcinoma
hepatocelular

La ausencia de marcadores serolégicos de CHC inicial ha
estimulado el estudio de marcadores tisulares, puesto que és-
te es el primer paso recomendado por la Early Detection Re-
search Network of the National Cancer Institute!3 para el
descubrimiento de nuevos marcadores tumorales. Ademds, la

realidad clinica estd imponiendo la necesidad de incorporar
técnicas moleculares mds precisas que las técnicas radiologi-
cas de dltima generacidn, o los estudios anatomopatolégicos
convencionales.

Una variedad de estudios genémicos han evaluado posibles
marcadores tisulares de CHC, como heat shock protein 70%,
Glypican-32., telomerase reverse transcriptase, serine/threonine
kinase 15y phospholipase A2?2. El diagnéstico molecular de
CHC se propuso inicialmente utilizando el “indice molecu-
lar” que combinaba la expresién de un grupo de 13 genes en-
tre los que destacaban 7TERT, TOP24 y PDGFRA®. Mis
recientemente, y mediante técnicas de andlisis de todo el
transcriptoma utilizando microarrays se ha identificado una
firma genética compuesta por 120 genes que discrimina en-
tre los nédulos displdsicos y el CHC en pacientes con infec-
cién por VHB?. Los estudios protedmicos en tejido atin no
han identificado marcadores informativos. La limitacién
fundamental de la mayoria de estos estudios es que se com-
para la expresién del dcido ribonucleico mensajero (ARNm)
o de la proteina en el tumor y en la cirrosis, y no en la lesién
preneoplisica.

En un estudio reciente?> hemos analizado la expresién de 55
potenciales marcadores tisulares de CHC inicial, identifi-
cando un grupo de 3 genes (Glypican-3, survivina'y LYVEI)
con una eficacia diagndstica del 94%, y que fueron validados
en una serie independiente de muestras, mostrando una efi-
cacia del 85% para discriminar nédulos displdsicos de CHC
inicial < 2 cm (tabla 1). Los genes seleccionados fueron asi-
mismo testados en tumores avanzados confirmdndose la
misma tendencia que en tumores iniciales” (fig. 1). Final-
mente, de entre los 2 genes sobreexpresados en CHC, Gly-
pican-3 mostré una gran eficacia diagndstica en el estudio
inmunohistoquimico (fig. 2), mientras que survivina fue in-
capaz de diferenciar tumores iniciales de nédulos displdsi-

Tabla 1. Genes con expresion significativamente alterada en carcinoma hepatocelular inicial en comparacion con nddulos displdsicos

Genes Nédulos displésticos CHC<2cm AUC p
Training sef + n=17 n=20

Glypican-3: GPC3 2 (0,4-24) 36,6 (0,3-578) 0,84 0,001
Survivina: BIRC5 1,5 (0,76,2) 3,3 (0,8-23,5) 0,80 0,002
LYVE1: XLKD1 0,6 (0,1-1,8) 0,05 (0,01:0,3) 0,90 0,0001

Eficacia diagnéstica de la combinacién de GPC3, BIRC5 y LYVET: 94%

Validation set ++ n=10 n=19

Glypican-3: GPC3 1(0,33,1) 9,29 (0,7-115) 0,77 0,022
Survivina: BIRC5 1(0,5-1,9) 5,05 (1,4-18) 0,84 0,003
LYVE1: XLKD1 1(0,3-2,9) 0,07 (0,01.0,4) 0,88 0,0001

Eficacia diagnéstica de la combinacién de GPC3, BIRC5 y LYVET: 85%

+ Valores de expresion por Real time RT-PCR referidos a 1 = control sano.

++ Valores de expresién por Real time RT-PCR referidos a 1 = nédulo displasico.

AUC: érea bajo al curva; CHC: carcinoma hepatocelular; LYVET: lymphatic vessel endothelial hyaluronan 1; PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.
Adaptada de Llovet et al?.
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Figura 1. Perfil de expresion de genes mediante Real Time RT-PCRT (TagMan) de Glypican-3 (GPC3), survivina (BIRC5) y LYVE-1.
Los resultados se expresan en niimeros absolutos comparando muestras de tejido de controles (G, n = 10), cirrosis (Ci, n = 10), nddulos

displisicos (D, n = 17), carcinoma hepatocelular inicial (CHC) < 2 cm (E, n = 20) y CHC avanzado (A, n = 20). Adaptada de Liovet et aP°.

Figura 2. Inmunobistoquimica para GPC3 (X100-200). A) Nodulo cirritico con ausencia de tincion. En la parte derecha tincion positiva
por CHC inicial. B) carcinoma hepatocelular (CHC) inicial. C) CHC avanzado. Adaptada de Llovet et alP>.

cos, y s6lo la tincién nuclear fue discriminatoria en casos de
CHC avanzado. En un estudio posterior buscando nuevos
marcadores tumorales utilizando andlisis de microarray
(Affymetrix 133plus 2) capaz de interrogar 46.000 genes o
EST (expressed sentence tag) pudimos confirmar la alteracién
de los genes identificados, y asimismo identificar nuevos

potenciales biomarcadores, como HMMR, ASPM y

PRIM1, que requeriran validacién a nivel proteico®.

Conclusion

Las alteraciones genéticas del CHC se han estudiado exten-
samente en los 10 dltimos afios, lo que ha incrementado el
conocimiento en este campo de forma exponencial, llevando
a la descripcion de alteraciones en diferentes vias de sefializa-
cién celular. La clasificacion trascriptémica se relaciona es-
trechamente con el genotipo tumoral. La clasificacién global

del carcinoma hepatocelular mediante firmas genéticas serd
crucial para definir subgrupos homogéneos de tumores con
genotipos y vias de sefializacién alteradas semejantes.

El diagnéstico temprano del CHC inicial es complejo me-
diante técnicas de imagen sofisticadas y estudio anatomopa-
tolégico. En més de la mitad de los casos el diagndstico final
no es concluyente, y esto tiene enormes implicaciones clini-
coterapéuticas. La identificacién de marcadores tisulares de
CHC inicial puede permitir el diagnéstico molecular de esta
enfermedad. Recientemente, se ha identificado que el andli-
sis combinado de 3 genes (Ghypican-3, survivina y LYVEI)
es capaz de discriminar satisfactoriamente los nédulos dis-
plésticos de los CHC de menos de 2 cm. Nuevos marcados
tumorales serolégicos son necesarios para el diagndstico pre-
coz del CHC en el contexto de programas de vigilancia. Los
estudios de firmas genéticas y de protedmica pueden facilitar
la identificacién de dichos marcadores.
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