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 BIOPSIA LÍQUIDA BASADA EN DETECCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS EPITELIALES 
CIRCULANTES PARA LA INTERCEPCIÓN DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR 

1. RESUMEN 

Introducción y motivación de la tesis:  

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el sexto cáncer más frecuente y la tercera causa de 
muerte por cáncer en el mundo. La falta de biomarcadores diagnósticos y pronósticos 
impide estratificar a los pacientes según su riesgo de desarrollar cáncer, lo que contribuye a 
su baja supervivencia. El diagnóstico en cirróticos se establece con pruebas de imagen 
dinámica por lo que la ausencia de biopsia tisular complica el estudio de su biología 
molecular y la detección de nuevos marcadores pronósticos y dianas terapéuticas. Por este 
motivo, es interesante el estudio de la biopsia líquida mediante la detección de células 
epiteliales circulantes (CECs) en sangre periférica de pacientes con cirrosis hepática o CHC, 
ya que es una forma no invasiva y segura de obtener muestras seriadas del paciente para su 
diagnóstico y seguimiento.   

El objetivo de esta tesis doctoral fue determinar el valor pronóstico de la detección y 
caracterización de CECs en pacientes con CHC y con cirrosis hepática sin CHC. Se evaluó la 
heterogeneidad fenotípica y genética de las CECs basada en el receptor de 
asialoglicoproteína-1 (ASGR1) y la expresión del micro-ARN miR-122-5p como posibles 
herramientas de diagnóstico y pronóstico en pacientes con CHC y cirrosis hepática.  

Métodos:   

Se trata de un estudio observacional prospectivo de cohortes en el que se incluyeron 113 
pacientes de los cuales 71 tenían CHC en distintos estadios de la enfermedad y 42 cirrosis 
hepática sin CHC, a los que se les hicieron determinaciones seriadas de los niveles de CECs. 
Se extrajeron muestras de sangre periférica y se aislaron las CECs mediante selección 
inmunomagnética positiva. La caracterización fenotípica se validó mediante doble 
inmunocitoquímica para citoqueratina (CK) y ASGR1 y la caracterización genética se validó 
por hibridación in situ con miR-122-5p. Las CECs se visualizaron mediante microscopía 
confocal.  

Resultados:  

Se detectaron CECs en 78 pacientes (69,03%), siendo significativamente más frecuente en 
pacientes con CHC (54/71; 76,05%) que en pacientes sin CHC (24/42; 57,14%) (p=0,023). 
Destaca la heterogeneidad fenotípica de las CECs en base a ASGR1 tanto intra como 
interindividualmente. La presencia de CECsCK+ASGR1- se relacionó significativamente con la 
aparición de cáncer (p = 0,012) y se observó que existe correlación positiva entre la 
expresión de ASGR1 y miR-122-5p ya que todas CECsCK+ASGR+ también mostraron positividad 
para miR-122-5p, demostrando su origen hepático. Los pacientes con CHC en estadios 
tempranos mostraron significativamente mayor supervivencia global que los pacientes con 
CHC avanzado (p = 0,018). Sin embargo, esta diferencia sólo se observó en pacientes con 
CECs (p = 0.021). La supervivencia libre de progresión fue significativamente menor en los 
pacientes con CHC y CECsCK+ASGR1-en comparación con los pacientes con cirrosis hepática sin 
CHC (p < 0,0001).  
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Conclusión:  

Nuestros resultados resaltan la utilidad clínica de la caracterización de CECs con ASGR1/miR-
122-5p en pacientes con cirrosis hepática o CHC, para identificar el origen hepático de las 
CECs y para detectar fenotipos potencialmente más agresivos (con pérdida de ASGR1/miR-
122-5p), lo que serviría como herramienta predictiva y pronóstica.   
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1. CARCINOMA HEPATOCELULAR 

El carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (CHC) es el tumor hepático primario más 
frecuente. Es un tumor derivado del hepatocito que normalmente se desarrolla en el 
contexto de una enfermedad hepática crónica, particularmente, en pacientes con cirrosis 
hepática (70-90% de los casos).  

Aproximadamente el 75% de los tumores hepáticos primarios son CHC, siendo el 
colangiocarcinoma, el segundo tumor hepático más frecuente1. 

2.1.1. EPIDEMIOLOGÍA 

El carcinoma hepatocelular es el sexto cáncer más frecuente y la tercera causa de muerte 
relacionada con el cáncer en el mundo2. En 2020, más de 900.000 personas fueron 
diagnosticadas en todo el mundo y se espera que la incidencia estimada aumente a 1.4 
millones de personas en 20403. En España, según la Red de Registros de Cáncer 
REDECAN.org, se estimaron 6.604 nuevos casos de CHC en el año 2022 (5.100 en varones y 
1.504 en mujeres). La supervivencia a los 5 años es del 21% aproximadamente, por lo que es 
uno de los tumores gastrointestinales más letales4. 

Su distribución mundial es muy heterogénea y se encuentra estrechamente relacionada con 
la prevalencia de diferentes factores de riesgo. La mayor incidencia y mortalidad de CHC se 
observa en el este de Asia y África, aunque La incidencia y la mortalidad del CHC está 
aumentando en diferentes partes de Europa y en EEUU (Figura 1)2. 

Figura 1. Incidencia de CHC según área geográfica y etiología. VHB: Virus de la Hepatitis B. VHC: Virus de la 
Hepatitis C. EHNA: Esteatohepatitis no alcohólica. Fuente: adaptado de Llovet JM et al. Hepatocellular 
carcinoma. Nat Rev Dis Primers. 2021 Jan 21;7(1):62. 

La mayor incidencia se observa en el este de Asia, siendo Mongolia el país con más CHC en 
todo el mundo2. El virus de la hepatitis B (VHB) es el principal factor etiológico en la mayor 
parte de Asia (excepto Japón), América del Sur y África. El virus de la hepatitis C (VHC) es el 
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factor causal predominante en Europa occidental, América del Norte y Japón. El consumo de 
alcohol es el factor etiológico principal en Europa Central y Oriental. La esteatohepatitis no 
alcohólica (EHNA), es el factor de riesgo que se postula como causa predominante de CHC en 
poblaciones desarrolladas en el futuro próximo2.  

El CHC predomina en varones, en una proporción hombre-mujer 3:1 y se presenta con 
mayor frecuencia entre los 50 y los 70 años5. 

2.1.2. FACTORES DE RIESGO 

Se han identificado múltiples factores de riesgo de desarrollo de CHC cuya característica 
común es el daño sobre el parénquima hepático sano que resulta en cirrosis hepática. Los 
pacientes con cirrosis de cualquier etiología tienen riesgo de desarrollar CHC y se estima que 
un tercio de los pacientes con cirrosis hepática desarrollarán CHC a lo largo de su vida, con 
una incidencia anual del 1-6% según diferentes estudios6,7,8. 

2.1.2.1 Virus de la hepatitis B (VHB) 
La infección crónica por el VHB se ha asociado con un riesgo aumentado de CHC. El 50% de 
los casos de CHC en todo el mundo se atribuyen a la infección crónica por VHB9. Aunque el 
CHC puede desarrollarse en pacientes con infección crónica por VHB sin cirrosis hepática, 
la mayoría de los pacientes con VHB que desarrollan CHC tienen cirrosis con una incidencia 
anual de 3,2 casos por 100 personas/año en pacientes con cirrosis hepática secundaria a 
VHB versus 0,1 casos por 100 personas/año en pacientes con infección crónica VHB sin 
cirrosis10.  

Existen factores relativos al VHB que se han asociado a un incremento del riesgo de CHC: 
carga viral de VHB elevada (niveles DNA VHB superiores a 106 copias/mL)11; antígeno e de 
VHB (HBe Ag) positivo12; niveles de antígeno s de VHB (HBs Ag) superiores a 1.000 IU/mL en 
pacientes con HBe Ag negativo con baja carga viral13; VHB genotipo C14; sexo masculino13; 
coinfección con el virus de la hepatitis D (VHD)15 y el virus de la hepatitis E (VHE)16. El 
aclaramiento de HBs Ag no elimina el riesgo de CHC aunque disminuye su riesgo frente a los 
pacientes HBs Ag positivo17. 

Otros factores que incrementan el riesgo de desarrollar CHC en pacientes con infección 
crónica VHB son: la adquisición del virus a una edad temprana o tardía, uso concomitante de 
alcohol y tabaco y antecedentes familiares de CHC18,19,20. 

Estudios retrospectivos realizados predominantemente en Asia indican una reducción del 
riesgo del 30% de CHC en cirróticos con el uso de los antivirales entecavir y tenofovir, y del 
80% con el uso de los mismos en pacientes sin cirrosis, aunque la evidencia en pacientes 
occidentales aún es limitada21,22. Hay que destacar que los antivirales actuales contra el 
VHB no eliminan de forma completa el riesgo de CHC, especialmente en pacientes con 
cirrosis, en los que incluso una muy baja carga viral (< 2.000 UI/mL) supone un aumento de 
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riesgo de CHC (Hazard Ratio HR 2,20) comparado con pacientes con DNA del VHB 
indetectable23.  

2.1.2.2 Virus de la hepatitis C (VHC) 
A diferencia del VHB, la infección por VHC se relaciona con CHC en pacientes que han 
desarrollado cirrosis hepática o fibrosis avanzada y supone el 20% de los casos de CHC en el 
mundo9. Además, tienen mayor riesgo los pacientes con genotipo 1b24,25, coinfectados con 
VHB26 o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)27, aquellos pacientes que consumen 
concomitantemente alcohol28 y tabaco29 y aquellos que asocian factores metabólicos como 
la diabetes mellitus o la obesidad30. 

El desarrollo de una vacuna profiláctica como prevención primaria de la infección por VHC es 
un reto debido a la alta variabilidad de la genética viral. Por ello, la prevención se basa 
fundamentalmente en evitar la trasmisión, en particular por vía parenteral a través de 
transfusión de hemoderivados o agujas contaminadas. Cuando la infección ya se ha 
adquirido, el riesgo de complicaciones y la mortalidad asociada al desarrollo de una cirrosis, 
así como el riesgo de desarrollar CHC, es menor en pacientes que alcanzan respuesta viral 
sostenida (RVS) tras tratamiento, independientemente del grado de fibrosis de la 
enfermedad hepática del paciente31. A pesar de la mejora en la tasa de RVS con los 
antivirales de acción directa (AAD), se prevé que la incidencia de CHC aumente aún más 
hasta 206032. En pacientes con cirrosis ya establecida, la RVS reduce el riesgo de CHC en 
comparación con aquellos pacientes que no logran RVS pero no se elimina el riesgo de 
CHC33. Por este motivo, se recomienda seguimiento en pacientes con fibrosis avanzada y 
cirrosis hepática, aunque hayan alcanzado la RVS. 

2.1.2.3 Virus de la Hepatitis D (VHD) 
La infección por el VHD está causada por un virus RNA defectuoso que requiere la presencia 
del VHB para replicarse y no puede establecer infección por sí solo. La coinfección VHB y 
VHD se asocia a un riesgo aumentado de CHC comparada con la infección por VHB sola 
(Odds Ratio OR 1,28; IC 95% 1,05-1,57)34. Esta asociación fue aún mayor en pacientes 
coinfectados con VHB-VIH (OR 7,13; IC 95% 2,83-17,92)35. 

2.1.2.4 Alcohol 
La relación entre el alcohol y el CHC se establece tanto por su efecto tóxico directo, como 
porque supone un factor de riesgo importante para la cirrosis hepática, factor 
predisponente de CHC36. En los pacientes con cirrosis hepática alcohólica se estima una 
incidencia de CHC de 2,9 casos por 100 pacientes/año37. 

Además, como se ha referido antes, el alcohol puede actuar de forma sinérgica con otros 
factores de riesgo coexistentes como las hepatitis virales28, la diabetes mellitus y la 
obesidad30. 

Existen dos metaanálisis de estudios de cohortes que evalúan el impacto del consumo de 
alcohol y el riesgo de CHC. El primero de ellos incluyó 19 estudios y demostró un aumento 
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del riesgo de CHC dependiente de la dosis (HR 1,16 en pacientes con consumo de más de 3 
bebidas alcohólicas diarias)38; y el segundo, de 4 estudios, mostró que la abstinencia 
alcohólica redujo el riesgo de CHC un 6-7% anual. Aún, se cree que se precisan más de dos 
décadas para reducir el riesgo de CHC al nivel de los que nunca han consumido alcohol 
cuando ya existe cirrosis establecida39. Además, los pacientes con CHC por alcohol suelen 
diagnosticarse con más frecuencia en fase avanzada, en el seno de una cirrosis 
descompensada, y en menor proporción en programas de vigilancia, comparado con los de 
etiología viral40. 

Al igual que el tabaco, el alcohol es un factor de riesgo independiente de CHC y otros 
tumores (por ejemplo: esófago, estómago)29,41. 

2.1.2.5 Enfermedad del hígado graso no alcohólica EHGNA 
La EHGNA representa un factor de riesgo de CHC con una incidencia en aumento, 
especialmente en países occidentales42. Un 25% de la población mundial presenta EHGNA; 
el 60% de los pacientes con EHGNA biopsiados presentan esteatohepatitis no alcohólica 
(EHNA) con una tasa de CHC de 5,29 por 1.000 personas-año43. En el estudio de Estes C. et al 
se utilizó un modelo de Markov para pronosticar la progresión de la EHGNA en Estados 
Unidos. Según este estudio se espera que la prevalencia de CHC aumente de 10.100 a 24.900 
casos durante el período de 2015-2030, un incremento del 146%. Además, se espera un 
crecimiento de casos de CHC incidentes en un 137% en Estados Unidos, de 5.160 a 12.240 
casos en 203044. En España, según un estudio en el que se comparó la incidencia de CHC en 
pacientes con cirrosis hepática secundaria a EHGNA entre los años 2008-2009 y 2014-2015, 
se encontró un aumento de enfermedad crónica hepática por depósito de grasa como causa 
de CHC. Concretamente, los casos prácticamente se triplicaron en 2014-2015 (5,8%) 
respecto a 2008-2009 (2%)45. 

2.1.2.6 Obesidad y diabetes mellitus 
La obesidad ha sido descrita como factor de riesgo independiente de CHC. En un 
metaanálisis de 11 estudios de cohortes, el riesgo de CHC fue mayor en pacientes con 
obesidad comparado con aquellos pacientes con peso normal (RR 1,89; IC 95% 1,51-2,36)46.  

La diabetes mellitus se asocia a un mayor riesgo de prevalencia de CHC. Según un 
metaanálisis que incluye 17 estudios de casos-controles y 32 estudios de cohortes existe un 
aumento estadísticamente significativo del riesgo de prevalencia de CHC entre las personas 
diabéticas (RR 2,31; IC 95% 1,87-2,84)47. 

Cabe mencionar que la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 son enfermedades que forman 
parte del síndrome metabólico presente en la mayoría de pacientes con EHGNA lo que 
implica en estos pacientes una coexistencia de factores de riesgo de CHC.  

2.1.2.7 Otros 
 Hemocromatosis hereditaria: se ha demostrado que los pacientes homocigotos para 

la variante C282Y en el gen HFE tienen un riesgo aumentado de CHC, especialmente 
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alto en pacientes con cirrosis hepática48. Los hombres homocigotos para la variante 
C282Y tienen un mayor riesgo de cáncer hepático (HR 10,5; IC 95% 6,6-16,7; p<0.001) 
en comparación con hombres sin variantes en el gen HFE. En tablas de proyección de 
vida para hombres homocigotos C282Y hasta los 75 años, el riesgo de presentar 
cáncer hepático fue del 7,2% (IC 95% 3,9-13,1), en comparación con el 0,6% (IC 95% 
0,4-0,7) para hombres sin ninguna variante. No se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en mujeres49. 

 Déficit de alfa1antitripsina: causado por mutaciones en el gen SERPINA1. Se ha 
asociado con el incremento de riesgo de cirrosis y de CHC50. No existen estudios 
recientes que cuantifiquen el grado de desarrollo de CHC en estos pacientes. Sin 
embargo, se sabe que existen variantes con un aumento de incidencia de CHC como 
los pacientes homocigotos y heterocigotos con deficiencia de alfa1antitripsina tipo 
PiZ50. 

 Porfiria aguda intermitente: causada por mutaciones en el gen HMBS. Se ha descrito 
un aumento de CHC en estos pacientes respecto a la población general. En un 
estudio de cohortes en Dinamarca y Suecia publicado en 1999 se describe 70 veces 
más riesgo de cáncer hepático primario en personas con porfiria aguda 
intermitente52. 

 Porfiria cutánea tarda: causada por mutaciones en el gen UROD. También se ha 
asociado con un riesgo aumentado de CHC respecto a la población general (HR 19,7; 
IC 95% 8,8-44,0)53. 

 Aflatoxina B1: la ingesta de esta micotoxina que contamina alimentos como el maíz 
se ha asociado al desarrollo de CHC (OR 5,5; IC 95% 1,2-24,5)54, especialmente en 
partes de África y Asia donde testar el grano para descartar aflatoxina es menos 
común y en pacientes con infección crónica por VHB55.  

2.1.3. FACTORES PROTECTORES 

 Estatinas: estudios observacionales han demostrado que el uso de inhibidores de 
hidroximetilglutaril-COA-reductasa (estatinas) se ha asociado con un menor riesgo de 
CHC. En un metaanálisis de 10 estudios con 1.45 millones de pacientes, los pacientes 
que tomaban estatinas tenían un 37% de reducción del riesgo de CHC frente a 
pacientes que no tomaban estatinas (OR 0,63; IC 95% 0,52-0,76). Estos resultados 
fueron heterogéneos (P=0.01, I2=59%). Puede deberse a la diferente localización de 
los estudios: Población asiática (n=4) (OR ajustada 0,52; IC 95% 0,42-0,64); Población 
occidental (n=6) (OR ajustada 0,67; IC 95% 0,53-0,85). Así como el diseño del estudio: 
estudios observacionales (n=7) (OR ajustada 0,60; IC 95% 0,49-0,73); y ensayos 
clínicos (n=3) (OR ajustada 0,95; IC 95% 0,62-1,45). Se concluye que el uso de 
estatinas se asocia con un riesgo reducido de CHC, más fuertemente en las 
poblaciones asiáticas pero también en las occidentales. Este efecto es mayor en 
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varones asiáticos con infección crónica VHB, que tienen un alto riesgo de CHC. El 
efecto es menor en estudios de Estados Unidos y Europa, donde la proporción de 
individuos con CHC secundario a infección por VHB es menor56. 

 Aspirina y otros antiinflamatorios no esteroideos (AINES): el uso regular a largo 
plazo de dosis bajas de aspirina (<160 mg diarios) y otros AINES se ha asociado con 
un menor riesgo de CHC. La incidencia acumulada estimada de CHC es del 4% en 
consumidores de aspirina vs 8% en no consumidores (HR ajustada 0,69; IC 95% 0,62-
0,76) y tienen un menor riesgo de mortalidad asociada al hígado a los 10 años (11% 
en consumidores de aspirina vs 18% en no consumidores; HR ajustada 0,73; IC 95% 
0,67-0,81); sin riesgo aumentado de complicaciones gastroenterológicas57. Estos 
datos sugieren que los pacientes con cirrosis hepática que toman aspirina como 
prevención cardiovascular, pueden obtener un beneficio adicional reduciendo el 
riesgo de CHC, como también se ha demostrado en la reducción del riesgo del cáncer 
colorrectal58. 

 Metformina: varios estudios han sugerido que la metformina se asocia a un menor 
riesgo de CHC59,60. Por ejemplo, un metaanálisis de 8 estudios observacionales que 
incluyeron pacientes con diabetes mellitus mostró una reducción de la incidencia de 
CHC del 50% con el uso de metformina (OR 0,50; IC 95% 0,34-0,73)61. 

 Café: el consumo regular de café se ha asociado con un menor riesgo de CHC 
comparado con aquellas personas que no lo consumen o lo hacen ocasionalmente. 
En un metaanálisis de 12 estudios de cohortes prospectivos se investigó la asociación 
entre el consumo de café y el riesgo de CHC y se pone de manifiesto su relación 
inversa. El consumo de café regular tiene un RR de 0,66 (IC 95% 0,55-0,78); el bajo 
consumo de café tiene un RR de 0,78 (IC 95% 0,66-0,91) y el alto consumo de café 
tiene un RR 0,50 (IC 95% 0,43-0,58). Si se incrementa el consumo de café una taza 
por día se obtiene un RR de 0,85 (IC 95% 0,81-0,90)62. En otro metaanálisis de 20 
estudios de cohortes prospectivos y de casos-controles se describe una disminución 
del riesgo de cáncer de hígado por consumo de café de 0,69 (IC 95% 0,56-0,85). En 
este metaanálisis los autores refieren que en varios de los estudios incluidos se 
encontró una protección significativa contra la aparición de CHC con el consumo de 2 
tazas de café al día63. El mecanismo biológico entre el consumo de café y la reducción 
del riesgo de HCC aún no se conoce por completo. Se ha demostrado que la cafeína 
es capaz de prevenir la adhesión y activación de las células estrelladas hepáticas, 
ejerciendo sus efectos protectores mediante la estimulación beta oxidativa de la 
lipólisis, la lipogénesis y la supresión del estrés oxidativo. También se ha 
demostrado que protege contra la progresión de la fibrosis hepática: en un modelo 
de rata de fibrosis hepática inducida por alcohol, inhibió la vía de señal de la proteína 
de unión al elemento de respuesta cAMP/proteína quinasa A/cAMP, disminuyó los 
niveles de malondialdehído (MDA) y aumentó la actividad de la glutatión peroxidasa 
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(GPx) en el hígado. Además, se han descrito propiedades quimiopreventivas en la 
cafeína, incluso en la carcinogénesis hepática. Los estudios in vitro demostraron que 
la cafeína detiene el ciclo celular e inhibe la proliferación celular al bloquear la vía 
PI3K/Akt64. Dos estudios investigaron el efecto de la cafeína en la carcinogénesis 
hepática in vivo, demostrando una incidencia y número reducido de lesiones de CHC 
en ratas tratadas con cafeína64. El café es una de las principales fuentes de 
antioxidantes en la dieta. Es un fuerte inductor del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), 
un factor de transcripción que controla la defensa antioxidante, así como las enzimas 
glutatión sintetasa y glutation reductasa. Algunos datos demuestran la regulación 
positiva de las enzimas antioxidantes, en particular la superóxido dismutasa, y la 
reducción del daño en el ADN causado por el radical de oxígeno reactivo como 
consecuencia de la administración de café. Entre los efectos beneficiosos de la 
ingesta de café, parece tener especial importancia la protección frente al estrés 
oxidativo, que se perfila como un factor clave en la progresión de la fibrosis 
hepática64. Las razones por las que el café tiene efectos beneficiosos solo en la 
prevención de la hepatocarcinogénesis, y no en otros tipos de cáncer, son 
difícilmente explicables. El daño por estrés oxidativo, con agotamiento de los 
antioxidantes y acumulación de daño en el ADN, es uno de los factores clave que 
promueven la progresión de las enfermedades hepáticas y la evolución a CHC. 
Además, el daño oxidativo del ADN es un factor de riesgo independiente para CHC65. 
Teniendo en cuenta el papel fundamental del daño por estrés oxidativo en la 
carcinogénesis hepática, podría explicar por qué el café, una fuente importante de 
antioxidantes, es particularmente eficaz para prevenir este tumor64. 

 Dieta: el consumo de carne blanca, pescado, ácidos grasos omega3, verduras y 
vitamina E se ha asociado con un riesgo menor de CHC66,67,68,69. 

 Ejercicio físico: estudios observacionales sugieren que la actividad física se asocia a 
un menor riesgo de cáncer hepático. Así se demuestra en un estudio prospectivo 
internacional de cohortes con 15 años de seguimiento, donde la actividad física se 
asoció con un menor riesgo de CHC comparada con el sedentarismo (HR 0,55; IC 95% 
0,38-0,80)70. Esto parece tener relación con el efecto beneficioso del ejercicio sobre 
el metabolismo de la glucosa y el lipídico en el hígado, ya que reduce la resistencia a 
la insulina. El metanálisis de Golabi et al. (ocho estudios con una duración de 8 a 48 
semanas) describió que los ejercicios aeróbicos y de resistencia determinan una 
reducción de la grasa hepática del 30,2 %71. 

 Cirugía bariátrica: en pacientes con esteatohepatitis no alcohólica y obesidad, la 
cirugía bariátrica se ha asociado con menor tasa de complicaciones hepáticas, 
incluido el CHC72. Este efecto podría explicarse en parte por la pérdida de peso, 
aunque no se pueden excluir otros mecanismos contribuyentes (por ejemplo, el 
aumento de las concentraciones del péptido 1 similar al glucagón, GLP-1, después de 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     26 
 

la intervención)73. El metanálisis de Lee et al.74, analizó los datos de 32 estudios de 
cohortes (n = 3.093 biopsias hepáticas de pacientes con NAFLD con obesidad que se 
sometieron a cirugía bariátrica) mostró que la intervención quirúrgica resultó en una 
reducción del IMC porcentual absoluto del 24,98% (de 48,68 ± 2,92 a 34,2 ± 3,53 
kg/m2). Esto se acompañó de la resolución de la esteatosis en el 66% de los 
pacientes, así como la resolución de la inflamación (en el 50 % de los pacientes), la 
degeneración balonizante (en el 76%) y la fibrosis (en el 40%)74. Un metanálisis más 
reciente de Ramai et al.75 incluyó nueve estudios (19.514.750 pacientes) e informó 
que la cirugía bariátrica se asoció con un menor riesgo de CHC (OR combinado no 
ajustado 0,40; IC 95 % 0,28-0,57 y OR ajustado 0,63; IC 95% 0,53-0,75). Hasta el 
momento no existe evidencia sobre el tipo específico de intervención quirúrgica que 
sería más beneficiosa73. 

2.1.4. HEPATOCARCINOGÉNESIS 

La hepatocarcinogénesis es un proceso complejo y biológicamente heterogéneo, que 
comienza cuando uno o más factores de riesgo mantenidos en el tiempo, desencadenan en 
un hígado previamente sano, inflamación y fibrosis hepática. Conforme el grado de fibrosis 
avanza, es mayor el riesgo de desarrollar hepatocarcinoma (Figura 2), siendo la incidencia 
anual de 1-6% en pacientes con cirrosis hepática previa6,7,8. 

 

Figura 2. Proceso de hepatocarcinogénesis. El 10-20% de pacientes con hepatitis crónica o fibrosis leve 
evolucionan a cirrosis hepática, siendo este porcentaje variable en función del factor de riesgo presente. Una 
vez establecida la cirrosis hepática, la incidencia anual de CHC en cirróticos es del 1-6%6,7,8. Fuente: elaboración 
propia. 
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La fibrosis hepática consiste en el depósito de colágeno y otras proteínas de la matriz 
extracelular (MEC) en el parénquima hepático. El depósito de proteínas de la MEC provoca 
la disrupción de la arquitectura hepática y es un prerrequisito para el desarrollo de cirrosis, 
ya que contribuye al desarrollo de nódulos de regeneración76. 

La fibrogénesis hepática es un proceso complejo de reparación tisular del hígado ante un 
daño hepatocelular mantenido, y en el que intervienen de manera activa diversos tipos 
celulares y citocinas profibrogénicas (Figura 3). Después de un daño hepático agudo, las 
células parenquimatosas del hígado, los hepatocitos, se regeneran y sustituyen el tejido 
necrótico restableciendo la arquitectura hepática normal. En este proceso se produce un 
depósito de proteínas de la MEC, en su mayoría colágeno no fibrilar, así como una respuesta 
inflamatoria. Este colágeno no fibrilar proporciona un sostén para los hepatocitos 
regenerados y contribuye al mantenimiento de la arquitectura hepática76.  

No obstante, si el daño hepático es mantenido, este proceso reparativo se perpetúa, lo que 
conduce a una disminución en la capacidad de regeneración hepática76. Paralelamente, la 
producción de MEC aumenta y se deposita de forma desorganizada en el lóbulo hepático. La 
población de hepatocitos es sustituida por una abundante MEC compuesta 
mayoritariamente por colágeno fibrilar, fibronectina y diversos glucosaminoglicanos. Estas 
bandas de colágeno son muy evidentes en fases avanzadas y unen varios espacios porta 
dando lugar a los denominados “puentes de fibrosis”. El desarrollo de estos “puentes de 
fibrosis” precede a la formación de nódulos de regeneración y al desarrollo último de 
cirrosis. La identificación de las células estrelladas hepáticas (HSC, hepatic stellate cells) 
como el principal tipo celular causante de la síntesis excesiva de colágeno en el hígado 
fibrótico ha supuesto uno de los avances más significativos en el conocimiento de la 
patogenia de la fibrogénesis hepática77. En condiciones normales, la principal función de las 
HSC es el almacenamiento de vitamina A. En el contexto de las hepatopatías crónicas, en 
cambio, las HSC presentan una transformación fenotípica por la que adquieren 
contractilidad celular y secretan citocinas proinflamatorias y MEC, características típicas de 
los miofibroblastos (ver parte superior de Figura 3)76. A pesar del papel fundamental de las 
HSC, los avances en el estudio de la fibrogénesis hepática han permitido dilucidar la 
transformación en miofibroblastos de otros tipos celulares. Éstos comprenden, además de 
las HSC, fibroblastos portales, fibrocitos circulantes, células derivadas de la médula ósea, así 
como procesos de transición epitelio-mesénquima (EMT). La contribución relativa de estos 
tipos celulares es variable, probablemente refleja distintas aportaciones según las distintas 
etiologías de la fibrogénesis76.  

Durante el proceso de fibrogénesis hepática se produce una compleja interrelación entre los 
distintos tipos celulares presentes en el hígado. Así, los hepatocitos dañados liberan 
especies reactivas de oxígeno (ROS) y otros mediadores fibrogénicos que inducen el 
reclutamiento de células inflamatorias. Éstas, ya sean linfocitos o células 
polimorfonucleadas, a su vez están implicadas en la activación de las HSC. Las HSC activadas 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     28 
 

secretan quimiocinas y moléculas de adhesión celular, y modulan la activación de linfocitos, 
estableciéndose de este modo un bucle de retroalimentación positiva. Las células de 
Kupffer, los macrófagos residentes en el hígado, también contribuyen a este proceso 
liberando citocinas y ROS. Se ha observado que la respuesta inmune al daño hepático es un 
importante modulador de la fibrogénesis. Así, las células natural killer (NK) disminuyen la 
fibrogénesis al inducir la apoptosis de las HSC mediante la liberación de interferón (IFN)-γ 
(ver parte central de Figura 3). El tipo de patrón linfocitario que infiltra el parénquima 
también regula la respuesta fibrogénica. Estudios recientes parecen indicar que 
desequilibrios en la relación de células Th1/Th2 y Treg/Th17 favorecerían la fibrogénesis76. 

En el hígado fibrótico, las HSC activadas secretan grandes cantidades  de  inhibidores  
tisulares  de  las  colagenasas (TIMP). Las TIMP regulan la actividad de las colagenasas, 
enzimas implicadas en la degradación de las fibras de colágeno. Así, en la fibrogénesis 
hepática hay un incremento de la expresión de las TIMP y, por tanto, una inhibición de la 
actividad de las colagenasas. Esta inhibición contribuye a la acumulación de colágeno en el 
contexto de la fibrogénesis (ver parte inferior de Figura 3). Además, los cambios en la 
composición de la MEC estimulan a su vez la transformación de las HSC76. 

Se ha descrito que la fibrogénesis hepática es un proceso potencialmente reversible. La 
eliminación del agente causal en diversos modelos experimentales de hepatopatía crónica 
se asocia a la regresión de la fibrogénesis. En este proceso se produciría un aumento en la 
actividad de las colagenasas, degradando la MEC acumulada y alterando la interacción entre 
la MEC y las HSC activadas, favoreciendo su apoptosis. No obstante, se desconocen los 
mecanismos que posibilitan esta regresión y el grado en que ésta se produce es variable. Es 
posible que esta reversibilidad sea limitada, dado que los nódulos de regeneración y las 
alteraciones en la microcirculación hepática que se producen en las fases avanzadas de la 
fibrogénesis son fenómenos difícilmente reversibles76.  
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Figura 3. Mecanismos celulares de la fibrosis hepática. El daño hepático estimula la activación de las células 
hepáticas estrelladas (HSC). Las HSC activadas se acumulan y producen grandes cantidades de MEC que se 
depositan en el parénquima hepático alterando su arquitectura y reclutando células inflamatorias. La fibrosis 
puede resolverse a través de la degradación del colágeno y de la desaparición de HSC activadas bien por 
apoptosis bien al producirse una reversión de las HSC activadas hacia HSC quiescentes. Ang II: angiotensina II; 
CB1: receptor de cannabinoides 1; CB2: receptor de cannabinoides 2; IFN-γ: interferón gamma; IGF: factor de 
crecimiento insulínico; KC: células de Kupffer; MCP-1: proteína quimioatrayente de monocitos 1; NK: células 
natural killers; PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas; RANTES: células T reguladas y normales 
expresadas y secretadas; TGFβ: factor de crecimiento transformante beta; TIMP: inhibidores tisulares de las 
colagenasas; TNF-α: factor de necrosis tumoral alfa. Fuente: De Odena G; Bataller R. Fibrogénesis hepática: 
fisiopatología. Gastroenterol Hepatol. 2012;35(Supl 2):3-976. 

La inflamación continua que supone el proceso de fibrosis hepática ocasionalmente daña el 
ADN en los hepatocitos del hígado en regeneración, lo que aumenta las posibilidades de 
alteración genética que se relaciona con la carcinogénesis78. La hepatocarcinogénesis es un 
proceso gradual y heterogéneo durante el cual se alteran múltiples genes. Todavía no se ha 
logrado con éxito un modelo experimental de hepatocarcinogénesis humana, como la 
transformación neoplásica in vitro de hepatocitos humanos, pero se han establecido varias 
líneas celulares de hepatocitos humanos inmortalizados79.  



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     30 
 

A continuación se describen algunas alteraciones moleculares estudiadas en el CHC (Figura 
4): 

 Genes supresores de tumores: 

o TP53: este gen tiene funciones cruciales en el control del ciclo celular, la 
regulación transcripcional y la apoptosis. La alteración del gen TP53 ocurre 
con poca frecuencia en el CHC en comparación con otros tumores sólidos. 
Epidemiológicamente, mutaciones en TP53 se encontraron con frecuencia en 
el CHC inducido por aflatoxina (50 %), pero fue poco común en el CHC no 
inducido por aflatoxina (28–42 %)79.  

o Rb/p16: El gen del retinoblastoma (RB1) es un regulador negativo del ciclo 
celular a través de su capacidad para unirse al factor de transcripción E2F y 
suprimir la transcripción de genes relacionados con la fase S. Se han 
encontrado mutaciones de Rb en solo el 15% de los casos de CHC. Sin 
embargo, la pérdida de heterocigosidad (LOH, del inglés Loss Of 
Heterozygosity) de 13q, donde se encuentra el gen RB1, ocurre con mayor 
frecuencia en CHC (25-48%). El gen CDKN2A, también conocido como gen 
inhibidor 2A de la cinasa dependiente de ciclina, que codifica para la proteína 
p16, es el regulador de la vía del retinoblastoma. La inactivación de RB1 o 
CDKN2A se encontró en el 81% de los CHC. Se produjeron alteraciones del gen 
CDKN2A por hipermetilación del promotor o LOH de 9p en CHC79. 

o PTEN: El homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN) es un gen supresor de 
tumores ubicado en el cromosoma 10q. Regula negativamente la vía de 
señalización de la fosfoinositida 3-quinasa/Akt, que está implicada en la 
regulación de la supervivencia celular. Se encontró ausencia o expresión 
reducida de PTEN en el 40% de los casos de CHC79. 

o RUNX3: El factor de transcripción 3 relacionado con Runx (RUNX3), ubicado 
en el cromosoma 1p36, es un posible gen supresor de tumores para CHC, ya 
que se observó una disminución de la expresión de ARNm de RUNX3 en el 50-
92% de los casos de CHC. La importancia de la disminución de la expresión de 
RUNX3 está relacionada con la disfunción de la regulación del ciclo celular, la 
disminución de la apoptosis, la mejora de la angiogénesis y el desarrollo de la 
transición epitelio-mesenquima79. 

 Oncogenes: El papel de los oncogenes en el CHC parece ser menos importante que el 
de los genes supresores de tumores, a diferencia de otros tipos de cáncer. C-MYC, 
ubicado en el cromosoma 8q, es un protooncogén potente en el CHC y otros tipos de 
cáncer. Codifica una proteína implicada en el metabolismo de los ácidos nucleicos y 
en la mediación de la respuesta celular a los factores de crecimiento. Se ha descrito 
correlación de la expresión de C-MYC y el tamaño del tumor80. Mutaciones en los 3 
principales protooncogenes ras (H-RAS, K-RAS y N-RAS) se encontraron solo en 
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algunos casos de CHC79. En el CHC relacionado con cloruro de vinilo se encontraron 
mutaciones de K-RAS81. Se han descrito mutaciones puntuales activadoras del gen 
BRAF en el 14% de los casos de CHC82. 

 Reactivación de vías de desarrollo: La vía Wnt/β-catenina juega un papel esencial en 
el desarrollo del hígado y la activación de esta vía se observa en el CHC. El gen APC, 
relacionado con la poliposis adenomatosa familiar, es un regulador crucial de la 
carcinogénesis intestinal y también está involucrado en la hepatocarcinogénesis. La 
expresión de APC está reducida en el CHC. Esta reducción induce la activación de la 
vía de señalización de la β-catenina. También se han observado mutaciones en la vía 
de la β-catenina en CHC, que contribuyen a la activación de la vía de señalización 
Wnt79. 

 Factores de crecimiento y sus receptores: La expresión del factor de crecimiento 
transformante-α (TGF-α) está aumentado en el 81% de los casos de CHC. El TGF-α 
estimula la proliferación de células de CHC al activar la vía de señalización del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico79. 

 La vía de señalización del factor de crecimiento insulínico tipo 2 (IGF-2) también está 
involucrada en la hepatocarcinogénesis. LOH o mutaciones en el receptor de IGF-2 se 
encontraron en el 25-55% de los CHC. La alteración de este receptor está relacionada 
con la sobreexpresión del mitógeno IGF-2, debido a que el receptor induce la 
degradación del IGF-2. El receptor de IGF-2 también activa el factor de crecimiento 
transformante-β (TGF-β), un regulador negativo del crecimiento celular, al unirse al 
complejo latente de TGF-β79. 

 Actividad de la telomerasa y longitud de los telómeros: El telómero es una región de 
ADN repetitivo al final de cada cromosoma, que contribuye a la estabilidad e 
integridad del cromosoma. La longitud del telómero se mantiene gracias a la 
actividad de la telomerasa, que es un complejo de ribonucleoproteínas compuesto 
por la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) y una secuencia de cebador de 
ARN. Sin TERT, la longitud del telómero disminuye gradualmente con cada división 
celular. Si las células se dividen sin telómeros, perderían el extremo de sus 
cromosomas, produciéndose inestabilidad genética. Por lo tanto, la longitud de los 
telómeros limita la vida útil de las células somáticas normales. Se ha encontrado 
actividad TERT en la mayoría de los cánceres humanos y en el 90% de los CHC79. 

La heterogeneidad en los mecanismos de hepatocarcinogénesis y la alteración de diversos 
genes explican la complejidad de este proceso. Dado que la frecuencia de alteración de 
cada gen individual es relativamente baja, la acumulación de alteraciones de genes 
relacionados con el cáncer parece ser necesaria para la hepatocarcinogénesis. La 
hepatocarcinogénesis está estrechamente asociada con la cirrosis hepática en la que hay 
inflamación persistente y división celular de los hepatocitos. La inflamación continua induce 
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el daño oxidativo del ADN, y luego la reparación del ADN se acompaña ocasionalmente de 
una incorreta reparación, lo que resulta en una mayor frecuencia de mutación. La activación 
constante de la división celular y las mayores posibilidades de errores en la replicación del 
ADN son factores importantes para el desarrollo de CHC79. 

 
Figura 4. Alteraciones moleculares y genéticas producidas en el CHC. Se indica en porcentaje la frecuencia de 
aparición de dichas alteraciones en el CHC. Fuente: adaptado de Shiraha H, Yamamoto K, Namba M. Human 
hepatocyte carcinogenesis (review). Int J Oncol. 2013 Apr;42(4):1133-879. 

2.1.5. PREVENCIÓN Y ESTRATEGIA DE CRIBADO 

La eliminación de los factores de riesgo asociados a la aparición de CHC son claves para 
disminuir su incidencia y mortalidad. La vacunación universal del VHB o el tratamiento 
antiviral frente al VHC en fases previas al desarrollo de cirrosis hepática, constituyen 
ejemplos de estrategias de prevención coste-efectivas83,84, mientras que el cribado de CHC 
ha demostrado utilidad en el diagnóstico precoz de la enfermedad. 
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El cribado en oncología se define como la realización de una prueba diagnóstica de forma 
repetida con el objetivo de la detección precoz de una neoplasia y así disminuir la 
mortalidad asociada a la misma85. Teniendo en cuenta que la única posibilidad de aplicar 
tratamientos con intención curativa es diagnosticando la enfermedad en una fase 
asintomática y dado que esta opción es únicamente factible si se efectúa cribado en la 
población en riesgo, se recomienda ofrecer cribado en pacientes con cirrosis hepática que 
serían tratados si fueran diagnosticados de CHC.  

Deben considerarse candidatos a cribado todos los pacientes con cirrosis hepática 
independientemente de la etiología. En pacientes afectos de hepatopatía crónica por VHC 
con cirrosis establecida, la obtención de RVS tras tratamiento con interferón o con AAD no 
elimina el riesgo de desarrollar CHC86,87. Por lo tanto, en estos pacientes también se debe 
recomendar cribado de CHC. Estudios de USA y Japón sugieren que existe riesgo de 
desarrollar CHC en pacientes con fibrosis en puente en ausencia de cirrosis88,89. Estaría 
indicado el cribado de CHC en pacientes con fibrosis hepática significativa (F2), pero no hay 
evidencia para recomendar cribado en pacientes con VHC y RVS sin fibrosis avanzada90. 
Respecto a los pacientes con hepatitis crónica por VHB, el cribado se considera coste-eficaz 
si el riesgo de CHC es superior a 0,2%/año91. Los pacientes asiáticos infectados por VHB 
deberían incluirse en programas de cribado por encima de los 40 años en el caso de los 
varones y de los 50 años en mujeres92. Esta recomendación se hace extensiva también a los 
pacientes africanos o afroamericanos92, así como en aquellos casos en que además de la 
infección el paciente tenga un antecedente familiar de primer grado de CHC o coinfección 
con VHD. Los pacientes con cirrosis hepática deben realizarse cribado independientemente 
de la actividad replicativa del VHB. Por último, existe escasa información respecto al riesgo 
de CHC en pacientes afectos de EHGNA, pero aquellos que ya han desarrollado una cirrosis 
deben ser considerados para cribado93. El mismo concepto aplica a hemocromatosis 
hereditaria y otras entidades que evolucionan a cirrosis90. 

Se consideran candidatos para cribado los pacientes cirróticos en clase funcional Child Pugh 
A y B (ver punto 1.8 Estadificación y Manejo Terapéutico). Los pacientes con mala función 
hepática o con descompensaciones que condicionan mal pronóstico vital (encefalopatía 
hepática recurrente, ascitis refractaria, hemorragia variceal no controlada, peritonitis 
bacteriana espontánea, malnutrición, etc.) deben evaluarse para trasplante hepático94. En 
ellos, la detección de CHC no cambiará la indicación de trasplante, a menos que se excedan 
los criterios de inclusión en lista de espera y el CHC constituya una contraindicación al 
trasplante. Dado que en estos pacientes el trasplante se debe considerar por insuficiencia 
hepática con mal pronóstico a corto plazo, la detección de CHC y su posible tratamiento no 
tendrá impacto clínicamente significativo en la supervivencia. Por tanto, no tiene sentido 
efectuar cribado para detección precoz si el trasplante no es factible90. 

El cribado debe realizarse mediante ecografía abdominal. Se trata de una técnica no 
invasiva, aceptada por la población, con una sensibilidad de 60-80% y una especificidad 
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superior al 90% para la detección precoz de CHC95. Es una técnica operador-dependiente, 
por lo que se requiere que se involucren en el cribado ecografistas expertos con capacitación 
acreditada. No se aconseja mantener cribado con tomografía computarizada (TC) de 
abdomen o resonancia magnética (RM) hepática bianual, dado el riesgo de iatrogenia por la 
radiación ionizante en el primer caso, además de su menor disponibilidad y mayor coste. 

Existen múltiples estudios de cohortes96,97,98 y de coste eficacia99,100,101 que refuerzan la 
utilidad de establecer seguimiento mediante ecografía cada seis meses. Se dispone de un 
único estudio prospectivo y aleatorizado efectuado en China. Incluyó aproximadamente 
20.000 pacientes con infección crónica por VHB y los aleatorizó a recibir cribado mediante 
ecografía cada seis meses y determinación de AFP versus no cribado. A pesar de la baja 
adherencia (< 60%), la supervivencia de los pacientes incluidos en el programa de cribado 
fue de 66% a un año, 53% a tres años y 46% a cinco años vs. 31%, 7%, y 0%, 
respectivamente, en pacientes sin cribado102. Los datos referentes a velocidad de 
crecimiento tumoral y progresión hasta un tamaño detectable por técnicas de imagen son 
limitados. Series antiguas sugieren que el tiempo para doblar el volumen tumoral oscila 
entre dos y cuatro meses103,104. Estos resultados aportan la base racional para efectuar 
cribado cada seis meses. Asimismo, este intervalo fue el que se utilizó en el único ensayo 
clínico aleatorizado que ha demostrado el beneficio del cribado de CHC con ecografía en 
pacientes con hepatopatía crónica102. Existen estudios que describen que un intervalo de 12 
meses se asocia a menor supervivencia105 y un ensayo clínico aleatorizado demostró que el 
cribado mediante ecografía cada 3 meses no mejora el diagnóstico ni el tratamiento del CHC 
respecto a realizarlo cada 6 meses106. Además, estudios coste-eficacia sugieren que el 
intervalo de seis meses es más coste-eficaz respecto otras alternativas107.  

Respecto a los marcadores tumorales, el más evaluado ha sido la alfafetoproteína (AFP). Se 
describió por primera vez como marcador tumoral en pacientes con cáncer hepático por 
Tatarinov en 1964108. Se trata de una glicoproteína que contiene globulina alfa1 y su nivel 
aumenta durante el embarazo debido a su producción en el hígado fetal. La elevación de 
AFP desaparece 3 semanas después del nacimiento109.  

En el adulto, la AFP juega un papel importante en la inducción de la transformación 
maligna de las células cancerosas, regulando la proliferación celular, la migración, la 
apoptosis y el escape inmunitario. El comportamiento maligno de la AFP está mediado 
principalmente por sus receptores (AFPR), que están presentes en la superficie celular y su 
expresión en las células está asociada a la presencia de AFP. Estos hallazgos implican que 
durante el desarrollo y la carcinogénesis, la expresión de AFPR no solo está acompañada por 
la expresión de AFP, sino que también puede mediar la endocitosis de AFP extracelular que 
desempeña un papel en la inducción del crecimiento y la diferenciación de las células que 
promueven su carcinogénesis110. La AFP puede unirse a los AFPR y activar la vía de la 
proteína quinasa A (PKA) 3', 5'-adenosín monofosfato cíclico (cAMP) e inducir la entrada de 
Ca2+, lo que aumenta el cAMP intracelular y la PKA, mejora la síntesis de ADN y promueve la 
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expresión de los oncogenes C-FOS, C-JUN, N-RAS y K-RAS, estimulando el crecimiento de 
células de cáncer de hígado. Además, después de unirse a los AFPR, la AFP desencadena 
señales que promueven el crecimiento y la endocitosis de AFP. La AFP endocitada (también 
llamada AFP citoplasmática) puede interactuar con PTEN y activar la vía PI3K/AKT/mTOR, 
que promueve el comportamiento maligno de las células del CHC mediante la regulación 
positiva de la expresión proteica de mTOR110. 

La AFP también puede mejorar el efecto antiapoptótico de las células cancerosas. La AFP 
citoplasmática aumenta la resistencia a los factores apoptóticos al afectar las vías de 
señalización de TGF-β y p53/Bax/caspasa-3. La AFP puede competir con el ácido 
transretinoico (ATRA) para unirse al receptor β del ácido retinoico (RAR-β), lo que promueve 
la expresión de Bcl-2 e inhibe la apoptosis. Además, la AFP puede inhibir la expresión del 
receptor de muerte 5 (DR5) y unirse a la caspasa-3, lo que da como resultado la inhibición de 
la apoptosis de las células tumorales inducida por el ligando inductor de apoptosis 
relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRAIL). La AFP también puede promover la 
invasión y metástasis de las células del CHC mediante la regulación positiva de la expresión 
de la metaloproteinasa de matriz (MMP) 2/9, la molécula de adhesión de células epiteliales 
(EpCAM) y el receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4 (CXCR4), y la desactivación de AFP inhibe 
significativamente las capacidades de migración e invasión de las células de CHC110. En la 
Figura 5 se esquematiza la implicación de AFP y AFPR en la carcinogénesis de las células. 

 
Figura 5. Diagrama esquemático de la unión de alfa-fetoproteína (AFP) a los receptores de AFP (AFPR) que 
promueven la transformación maligna de las células de cáncer de hígado. Fuente: adaptado de Lin B et al. 
Alpha-Fetoprotein Binding Mucin and Scavenger Receptors: An Available Bio-Target for Treating Cancer. Front 
Oncol. 2021 Feb 25;11:625936. 
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Los AFPR aún no se han identificado claramente debido a su complejidad, estructura 
polimérica y composición de carbohidratos, pero según los informes de sus funciones en 
tumores, los AFPR pueden pertenecer a la familia de receptores acoplados a proteína G 
(GPCR), mucina (MUC), familias de receptores scavenger (SR) y otros receptores de 
superficie celular110. 

Pese a todo lo explicado anteriormente, la AFP es inadecuada para la detección precoz de 
CHC a pesar de su implicación en la transformación tumoral hepatocitaria. Esto es porque los 
tumores de pequeño tamaño hasta en un 66% de los casos tienen una alfafetoproteína 
normal y la mayor parte de casos con concentraciones de AFP elevadas presentan tumores 
en estadio avanzado sin opción a tratamiento curativo111. Además, un 40% de los CHC 
avanzados presentan una alfafetoproteína normal112. También se ha demostrado que la AFP 
puede estar elevada en pacientes con hepatopatía crónica sin CHC109. Todo ello remarca la 
escasa sensibilidad y especificidad de este marcador. Por lo tanto, está demostrado que la 
AFP no es una herramienta de cribado eficaz para detección precoz de CHC y debe 
desaconsejarse su uso113. Sin embargo, en la práctica clínica habitual actual es el único 
biomarcador disponible para el diagnostico de CHC. 

En resumen, con la evidencia científica existente, actualmente el cribado de 
hepatocarcinoma se realiza mediante ecografía abdominal cada 6 meses. En nuestro país, se 
han comunicado porcentajes de adherencia al cribado bajos, oscilando entre el 43% y 
50%114. Dado el impacto que tiene el cribado de CHC en la supervivencia de los pacientes, es 
importante insistir en la adherencia al cribado a los pacientes candidatos al mismo. 
Asimismo, es precisa la búsqueda de un biomarcador útil, accesible y no invasivo que facilite 
el diagnóstico precoz de CHC. 

2.1.6. PRESENTACIÓN CLÍNICA DEL CARCINOMA HEPATOCELULAR 

Existen muchos pacientes que no tienen síntomas asociados al tumor, especialmente 
aquellos que han estado en seguimiento regular en programa de cribado de CHC y este se 
detecta en un estadio precoz. Dado que la mayoría de los casos aparecen en el seno de una 
cirrosis hepática, los síntomas y hallazgos en la exploración física son debidos más a la 
cirrosis hepática subyacente que a la enfermedad tumoral per se. Así, con frecuencia se 
presenta como una descompensación de su enfermedad cirrótica de base (sangrado de 
varices o ascitis). 

Pacientes en estadios avanzados pueden presentar dolor abdominal en hemiabdomen 
superior, pérdida de peso, saciedad precoz o masa palpable en hipocondrio derecho115. 

Ocasionalmente, los pacientes con CHC pueden desarrollar síndromes paraneoplásicos que 
habitualmente se asocian a estadios avanzados y a un peor pronóstico: hipoglucemia, 
eritrocitosis, hipercalcemia, diarrea, manifestaciones cutáneas como dermatomiositis, 
pénfigo foliáceo, signo de Leser-Trélat (aparición súbita de múltiples queratosis seborreicas), 
pitiriasis rotunda, etc116,117. 
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Aunque no es lo más frecuente, también es posible el diagnóstico de CHC debido al 
sangrado intraperitoneal secundario a la rotura del tumor118, ictericia obstructiva 
secundaria a la invasión del árbol biliar o la compresión del conducto intrahepático, fiebre 
en relación a la necrosis central tumoral y absceso hepático piógeno, aunque esta última 
forma de presentación es muy rara119. 

El CHC es frecuentemente diagnosticado en estadios avanzados debido a la ausencia de 
síntomas en estadios precoces y a la poca adhesión en determinados grupos de pacientes al 
programa de cribado (por ejemplo, los pacientes con cirrosis hepática alcohólica). En estos 
casos es más frecuente el diagnóstico de metástasis extrahepáticas, presentes en un 10-
15% de los pacientes al diagnóstico120. Son más frecuentes en pacientes con tumores 
mayores a 5cm y con invasión vascular121. La localización más frecuente de las metástasis 
extrahepáticas es, por este orden: pulmón, adenopatías intraabdominales, hueso122 y 
glándula adrenal. Las adenopatías perihepáticas no deben asumirse como metastásicas ya 
que en pacientes con cirrosis hepática secundaria a VHC y VHB es frecuente encontrar 
adenopatías benignas en la porta hepatis y el espacio portocava. 

2.1.7. DIAGNÓSTICO DE CARCINOMA HEPATOCELULAR 

El diagnóstico de CHC puede resultar difícil. El objetivo principal es detectar los tumores 
cuando tienen un tamaño inferior a 2 cm, de forma que los pacientes tengan opciones de 
acceder a un tratamiento curativo y todas las opciones terapéuticas disponibles. La tasa de 
supervivencia a los 5 años de pacientes con tumores en estadio precoz que reciben 
tratamiento supera el 70%123. 

En los pacientes afectos de cirrosis hepática, la probabilidad de que un nódulo de nueva 
aparición detectado mediante ecografía sea un CHC es muy elevada, especialmente si su 
diámetro excede los 10 mm124. Por tanto, si el nódulo detectado alcanza o supera este 
límite, es recomendable proseguir los estudios para llegar a un diagnóstico definitivo.  

El CHC presenta una vascularización predominantemente arterial (neovascularización), así 
como una disminución progresiva de radicales portales a medida que avanza el proceso de 
hepatocarcinogénesis125, a diferencia del parénquima hepático en donde la vascularización 
es mixta: arterial y portal. Esto determina el patrón vascular típico del CHC, caracterizado 
por una intensa captación de contraste en la fase arterial tardía, seguida de un lavado de la 
lesión en fases venosas (Figura 6). Esto se manifiesta en las técnicas de imagen por una 
mayor densidad/intensidad de señal de la lesión en la fase dinámica arterial tardía del 
estudio (washin) y una menor densidad/intensidad de señal de la lesión con respecto al 
parénquima hepático de vecindad en la fase portal y/o tardía (washout). Este patrón 
característico, favorecido por la alta probabilidad pre-test del CHC en pacientes con 
hepatopatía crónica, ha mostrado una especificidad próxima al 100% para el diagnóstico de 
CHC, cuando se ha correlacionado con el análisis anatomopatológico de explantes, piezas de 
resección quirúrgica o biopsias percutáneas124,126,127.  
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Figura 6. Patrón vascular típico de CHC. Lesión en lóbulo hepático derecho de 14 cm heterogénea y de bordes 
irregulares (flechas). En la imagen A (fase arterial tardía) se observa una mayor intensidad de señal de la lesión 
(washin) y en la imagen B (fase portal) una menor intensidad de señal de la lesión con respecto al parénquima 
hepático de vecindad (washout). Fuente: imagen consentida y cedida de paciente diagnosticado de CHC en 
Hospital Universitario Clínico San Cecilio de Granada. 

De esta forma, es posible establecer el diagnóstico de CHC sin necesidad de confirmación 
histológica cuando un nódulo de 1 cm de tamaño o más, detectado en un paciente con 
hepatopatía crónica, muestra en un estudio dinámico de imagen (TC o RM) intensa 
captación de contraste en fase arterial seguida de lavado en fase portal (y/o venosa si se 
trata de una TC o de una RM con contraste extracelular). 

El ácido gadoxético es un contraste combinado de RM, con un componente extracelular que 
permite la adquisición de estudios en fases dinámicas, y un componente hepatobiliar que 
hace que los hepatocitos normofuncionantes capten el contraste en fase retardada128. Este 
contraste en particular es captado por las células muy precozmente, por lo que las imágenes 
obtenidas más allá de la fase dinámica portal no deben ser interpretadas como fases 
venosas tardías, ya que son en realidad fases transicionales con un componente mixto 
extracelular y hepatobiliar128. La RM con ácido gadoxético con la lectura del lavado venoso 
limitado a la fase dinámica portal para evitar posibles sobrediagnósticos es una técnica 
aceptada que puede ser empleada en el diagnóstico no invasivo del CHC. No obstante, la 
escasez de estudios prospectivos comparativos de su precisión diagnóstica con respecto a la 
RM obtenida con contraste extracelular hace que en el momento actual no se disponga de 
suficiente evidencia científica que apoye la recomendación de su uso como primera técnica 
diagnóstica, por delante de la RM con contraste extracelular90.  

Cuando el patrón vascular de un nódulo es atípico en la TC o la RM, y no muestra hallazgos 
de imagen que sugieran que se pudiera tratar de un proceso maligno, se ha propuesto el uso 
de la ecografía con contraste (CEUS) como test de segunda línea en la última actualización 
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de las guías de la European Association for the Study of the Liver (EASL)129. El nivel de 
evidencia es moderado y el grado de recomendación es débil. La justificación para esta 
incorporación es el reciente refinamiento de los criterios ecográficos que favorece el 
diagnóstico diferencial entre CHC y colangiocarcinoma intrahepático (CCI). El patrón vascular 
del CHC en la CEUS sería la captación arterial homogénea de la lesión y un lavado lento y 
moderado, que se produce más allá de los 60 segundos después de la inyección del 
contraste (Figura 7), en contraposición con el CCI que mostraría captación arterial 
predominantemente periférica y lavado rápido e intenso. Estos nuevos criterios de la CEUS 
para el diagnóstico de CHC han sido adoptados por el American College of Radiology (ACR), 
que ha desarrollado los criterios CEUS–LIRADS versión 2017130, que están pendientes de 
validación prospectiva que permita conocer su precisión diagnóstica. Aunque en casos 
puntuales la CEUS puede ser de ayuda en estos momentos no hay evidencia científica 
suficiente que justifique su utilización rutinaria después de una TC o RM no diagnósticas. Por 
tanto, y en un intento de no demorar el diagnóstico, cuando el patrón vascular de la lesión 
no es típico, la confirmación del diagnóstico de CHC debe basarse en la biopsia de tejido90.  

 
Figura 7. Patrón vascular del CHC en la CEUS. CHC en una mujer de 65 años con cirrosis hepática secundaria a 
hepatitis C. Imagen A: Plano basal subcostal derecho ascendente oblicuo que revela una lesión principalmente 
hiperecoica rodeada por un borde hipoecoico periférico de 4 cm en el sexto segmento hepático. Imagen B: La 
lesión aparece marcadamente hipervascular durante la fase arterial (flecha). Imagen C: La lesión no es 
apreciable 83 segundos después de la inyección de hexafluoruro de azufre. Imagen D: Muestra un claro lavado 
a los 240 segundos (flecha). Fuente: Imagen del artículo Bartolotta TV et al. Contrast-enhanced ultrasound of 
hepatocellular carcinoma: where do we stand? Ultrasonography. 2019 Jul;38(3):200-214131. 
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Estos criterios no invasivos basados en la detección del patrón vascular específico de CHC 
han sido validados externamente en Europa124,127,132, Norteamérica133 y Asia134 y son solo 
aplicables en pacientes con cirrosis hepática establecida o bien en pacientes con infección 
por VHB de larga evolución adquirida en periodo perinatal/infancia. En el resto de los 
pacientes, es necesario un estudio anatomopatológico para obtener un diagnóstico 
definitivo de la lesión.  

El ACR propuso en el año 2011 el sistema LI-RADS (Liver Imaging Reporting and Data 
System) para la lectura de las imágenes de TC y RM, con la finalidad de estandarizar la 
interpretación de los informes de TC y RM hepática en pacientes con hepatopatía crónica, 
y seguidamente establecer una recomendación clínica según el grado de sospecha de que la 
lesión detectada correspondiera a un CHC. La última actualización ha sido en 2018 y clasifica 
las observaciones en ocho grandes categorías: LR-NC (no categorizable), LR-1 
(definitivamente benigno), LR-2 (probablemente benigno), LR-3 (probabilidad intermedia 
para CHC), LR-4 (probablemente CHC), LR-5 (definitivamente CHC), LR-TIV (lesiones con alta 
probabilidad de malignidad e invasión tumoral de la vena) y LR-M (lesiones con alta 
probabilidad de ser neoplasias malignas diferentes de CHC)135.  

La lectura sistemática de los estudios de imagen según los criterios LI-RADS puede 
proporcionar una homogeneización de la lectura de los diferentes hallazgos y observaciones. 
No obstante, el impacto clínico de la correlación de las distintas categorizaciones con la toma 
de decisiones no está justificada, ya que las categorizaciones LR 2-4 tienen todas ellas un 
riesgo no despreciable de CHC, y por tanto, seguir controles evolutivos de la lesión en lugar 
de indicar una biopsia, podría conllevar una demora en el diagnóstico y con ello, un peor 
pronóstico de los pacientes90.  

La tomografía por emisión de positrones (PET) con 18F-fluorodeoxiglucosa (18FDG) es de 
bajo rendimiento para el diagnóstico del CHC, especialmente en el caso de las lesiones bien 
diferenciadas de pequeño tamaño, que suelen ser PET-negativas. Otros radio-trazadores 
como la 11C-Colina, han mostrado resultados iniciales esperanzadores, pero no comparables 
con los de la TC o la RM136.  

A pesar del perfeccionamiento de las técnicas de imagen, en un número relevante de casos 
es preciso realizar una punción del nódulo hepático para llegar al diagnóstico de CHC. Sin 
embargo, el rendimiento diagnóstico de una biopsia en estos nódulos de pequeño tamaño 
no es óptimo, dado que existe una tasa de falsos negativos cercana al 30%124. Ello puede 
depender de un error de muestreo y de la dificultad de realizar un diagnóstico diferencial 
entre nódulos displásicos y CHC muy iniciales mediante la escasa muestra obtenida a través 
de una biopsia percutánea125. Por tanto, ante una biopsia negativa no se puede descartar el 
diagnóstico de CHC y se debe valorar la necesidad de obtener una nueva biopsia o bien 
realizar un seguimiento estrecho de la lesión90,129,137.  



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     41 
 

Algunos autores han alertado sobre el riesgo de diseminación local tras punción de estos 
nódulos. Sin embargo, la incidencia de esta complicación es muy baja, inferior al 0,1%138,139, 
y siempre se debe valorar el riesgo asociado a la punción con el riesgo de aplicar tratamiento 
en pacientes sin CHC confirmado con criterios validados. Existe controversia sobre la 
recomendación de realizar biopsias para confirmación diagnóstica con la finalidad de 
obtener material histológico que permitan evaluar diferentes marcadores moleculares. 
Aunque es indiscutible la necesidad de obtener muestras para poder avanzar en el 
conocimiento de las vías moleculares asociadas al CHC, dado que las técnicas radiológicas 
permiten confirmar el diagnóstico de CHC en un relevante número de pacientes, la 
obtención sistemática de biopsias de tejido debería realizarse en el contexto de un proyecto 
de investigación con el consentimiento informado del paciente y la aceptación por parte de 
los comités éticos de cada centro90,129,140. 

Finalmente, en el caso de nódulos menores de 1 cm, dada la baja probabilidad de que sea 
de naturaleza maligna124 y la dificultad que supone su correcta caracterización, se 
recomienda realizar un seguimiento estrecho mediante una ecografía cada 3-4 meses con la 
finalidad de detectar su posible crecimiento, para entonces aplicar los criterios diagnósticos 
ya expuestos. Si tras dos años no se detecta crecimiento, se debe volver al cribado habitual 
cada seis meses90. El algoritmo diagnóstico y de seguimiento de lesiones en pacientes con 
cirrosis hepática se resume en la Figura 8. 

 
Figura 8. Algoritmo diagnóstico de carcinoma hepatocelular durante el seguimiento mediante cribado en 
pacientes con cirrosis hepática o con hepatitis crónica VHB. Fuente: adaptado de Reig M, et al. Diagnosis and 
treatment of hepatocellular carcinoma. Update of the consensus document of the AEEH, AEC, SEOM, SERAM, 
SERVEI, and SETH. Med Clin (Barc). 2021 May 7;156(9):463.e1-463.e3090. 
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2.1.8. ESTADIFICACIÓN Y MANEJO TERAPEUTICO 

En los últimos años han aparecido novedades importantes en el estadiaje y tratamiento del 
CHC que han permitido una mejora en el manejo de esta enfermedad. A pesar de que estos 
avances han cambiado completamente la historia natural de la enfermedad, existen aún 
muchas áreas en las que se precisan avances para poder mejorar.  

El algoritmo terapéutico más utilizado en el mundo es el elaborado por el grupo Barcelona 
Clinic Liver Cancer (BCLC), del Hospital Clínic de Barcelona. Fue publicado por primera vez en 
1999 y desde entonces ha tenido varias actualizaciones, la más reciente en 2022 (Figura 9): 

 

Figura 9. Algoritmo de hepatocarcinoma del grupo BCLC. Actualización 2022. Fuente: Reig M et al. BCLC 
strategy for prognosis prediction and treatment recommendation: The 2022 update. J Hepatol. 2022 
Mar;76(3):681-693141. 

Este algoritmo establece 5 estadios que van del 0 al D. Para establecer el estadio al que 
pertenece cada paciente, se evalúan de forma individual factores pronósticos como la carga 
tumoral, la función hepática y el estado general del paciente. 

2.1.8.1 Evaluación de la función hepática y el estado general 
La evaluación de la función hepática es fundamental y se realiza a través del cálculo de 
diferentes escalas. Las más utilizadas son el Child Pugh score, ALBI score y MELD score que a 
continuación se explican. 

La clasificación de Child Pugh142 es un modelo pronóstico de enfermedad hepática que 
permite estratificar el riesgo quirúrgico y la gravedad de los pacientes con cirrosis hepática. 
Combina tanto parámetros de laboratorio: bilirrubina total, albúmina y el índice 
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internacional normalizado (o INR de su acrónimo en inglés International Normalized Ratio); 
como variables clínicas subjetivas: la presencia de encefalopatía hepática y ascitis. Cada 
criterio se puntúa del 1-3, siendo el número 3 el que indica el daño más grave, como se 
indica en la Tabla 1. 

Variable 1 punto 2 puntos 3 puntos 

Bilirrubina (mg/dL) 
<2 

*CEP / CBP <4 

2-3 

*CEP / CBP 4-10 

>3 

*CEP / CBP >10 

Albúmina sérica 
(g/L) 

>3,5 2,8-3,5 <2,8 

INR / actividad de 
protrombina 

<1,7 / >50% 1,8-2,3 / 30-50% >2,3 <30% 

Ascitis Ausente Leve 
Moderada-Grave 

(Refractaria) 

Encefalopatía 
hepática 

Ausente Grado I-II Grado III-IV 

Tabla 1. Sistema de puntuación de la escala Child-Pugh. CEP: Colangitis esclerosante primaria. CBP: Cirrosis 
biliar primaria. *En la CEP y la CBP las referencias de bilirrubina se cambian para reflejar el hecho de que en 
estas enfermedades, lo característico es una elevación de la bilirrubina directa o conjugada. El límite superior 
para el primer punto es 4 mg/dl y el límite superior de los 2 puntos es 10 mg/dl. Fuente: adaptado de Ortiz 
Chimbo DS et al. Introducción a las enfermedades hepáticas. En: Rosales Zabal JM, editor. Manual de 

Hepatología. Primera edición. Sociedad Andaluza de Patología Digestiva; 2022. p. 10-17142. 

Usando la sumatoria de puntos de la escala, se clasifica a los pacientes en las clases A, B y C 
según Child Pugh (Tabla 2): 

Puntos Clase 
Supervivencia al 

cabo de 1 año 
Supervivencia al 
cabo de 2 años 

5-6 A 100% 85% 

7-9 B 81% 57% 

10-15 C 45% 35% 

Tabla 2. Interpretación de resultados de la escala Child-Pugh142. 

La puntuación de albúmina-bilirrubina (ALBI)143 es una medida simple y objetiva de la 
función hepática desarrollada recientemente y basada en los niveles séricos de albúmina y 
bilirrubina total para evaluar el pronóstico de pacientes con CHC, independientemente del 
grado de fibrosis subyacente. 
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Se calcula mediante una ecuación144: 

ALBI score = (log10 bilirrubina [µmol/L] × 0,66) + (albúmina [g/L] × −0,085) 

Y los resultados se interpretan de la siguiente forma (Tabla 3): 

ALBI score Grado Mediana de supervivencia 

≤-2,60 1 18,5-85,6 meses 

-2,60 < ALBI score ≤-1,39 2 5,3-46,5 meses 

>-1,39 3 2,3-15,5 meses 

Tabla 3: Interpretación de los resultados de la escala ALBI143. 

El sistema MELD del acrónimo inglés MELD, "Model for End-stage Liver Disease" está 
validado como un riguroso factor pronóstico a la hora de determinar la supervivencia en 
pacientes con enfermedad hepática avanzada y se utiliza para priorizar a los pacientes en 
lista de espera de trasplante hepático145. La puntuación MELD incorpora tres variables 
analíticas en una fórmula matemática logarítmica: creatinina, bilirrubina e INR; y abarca una 
puntuación total desde 6 a 40 puntos142. 

MELD Score = 3,78 [Log Bilirrubina mg/dL] + 11,2 [Log INR] + 9,57 [Log Creatinina mg/dL] + 6,4 

Hay que tener varias consideraciones: cuando cualquier valor sea inferior a 1, se reemplaza 
por 1 en la fórmula para evitar que existan puntuaciones menores que 0 y si los pacientes 
han sido dializados dos veces en los últimos 7 días, el valor de creatinina debería ser 4142. 

La interpretación de la puntuación MELD indica (Tabla 4): 

Valor Probabilidad de mortalidad a los 3 meses 

≥ 40 71.3% 

30-39 52.6% 

20-29 19.6% 

10-19 6% 

<9 1.9% 

Tabla 4: Interpretación de los resultados del sistema MELD146. 

Otro factor fundamental a la hora de establecer el estadio de cada paciente es evaluar su 
estado general/funcional y su calidad de vida, concepto conocido como Performance Status 
(PS). El PS habitualmente se evalúa según la escala ECOG. 

La escala ECOG diseñada por el Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de Estados 
Unidos y validada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) se publicó en 1982 y es una 
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forma práctica de medir la calidad de vida de un paciente con cáncer cuyas expectativas de 
vida cambian en el transcurso de meses, semanas e incluso días. 

La principal función de esta escala es objetivar la calidad de vida del paciente o PS. Valora la 
evolución de las capacidades del paciente en su vida diaria manteniendo al máximo su 
autonomía (Tabla 5). La escala ECOG se puntúa de 0 a 5 y sus valores son147: 

ECOG 0 
El paciente se encuentra totalmente asintomático y es capaz de realizar un trabajo 
y actividades normales de la vida diaria. 

ECOG 1 
El paciente presenta síntomas que le impiden realizar trabajos arduos, aunque se 
desempeña normalmente en sus actividades cotidianas y en trabajos ligeros. El 
paciente sólo permanece en la cama durante las horas de sueño nocturno. 

ECOG 2 

El paciente no es capaz de desempeñar ningún trabajo, se encuentra con síntomas 
que le obligan a permanecer en la cama durante varias horas al día, además de las 
de la noche, pero que no superan el 50% del día. El individuo satisface la mayoría 
de sus necesidades personales solo. 

ECOG 3 
El paciente necesita estar encamado más de la mitad del día por la presencia de 
síntomas. Necesita ayuda para la mayoría de las actividades de la vida diaria como 
por ejemplo el vestirse. 

ECOG 4 
El paciente permanece encamado el 100% del día y necesita ayuda para todas las 
actividades de la vida diaria, como por ejemplo la higiene corporal, la movilización 
en la cama e incluso la alimentación. 

ECOG 5 Fallecido 

Tabla 5: Interpretación de la escala ECOG147. 

Es importante resaltar en la evaluación del PS en el CHC que se deben incorporar los 
síntomas relacionados con el tumor, pero no síntomas basales presentes antes del 
diagnóstico de cáncer relacionado con enfermedades y comorbilidades preexistentes141. 
Esto puede ser difícil de diferenciar cuando el deterioro del PS está relacionado con la 
disfunción hepática, que puede o no estar relacionada con la carga tumoral. 

2.1.8.2 Estadio BCLC-0 
Una vez realizada la valoración global del paciente en función de la carga tumoral, la función 
hepática y el PS, se clasifican en el estadio muy precoz o estadio BCLC-0 aquellos pacientes 
con un tumor único menor de 2cm sin invasión macrovascular ni extensión extrahepática, 
con función hepática preservada y sin síntomas atribuibles al tumor (ECOG-PS 0). En estos 
pacientes debemos evaluar si son potenciales candidatos a trasplante hepático ortotópico 
(THO). En caso de no ser candidatos a THO (ya sea por edad avanzada o existencia de alguna 
otra contraindicación) serían candidatos a ablación percutánea con radiofrecuencia, que se 
ha asociado con una supervivencia similar a la resección quirúrgica148,149,150. Aquellos 
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pacientes que sí sean potenciales candidatos para THO, pero no presentan signos de 
hipertensión portal clínicamente significativa ni aumento de bilirrubina, serán evaluados 
para resección quirúrgica. Sin embargo, aquellos pacientes con signos de hipertensión portal 
o aumento de bilirrubina, deberán ser evaluados para THO. En este último caso se podría 
considerar la resección en aquellos tumores únicos periféricos con un volumen de 
remanente hepático adecuado. Patrones de anatomía patológica indicativos de riesgo 
aumentado de recurrencia como invasión vascular microscópica y satelitosis deben hacer 
considerar el trasplante debido al alto riesgo de recurrencia141. 

2.1.8.3 Estadio BCLC-A 
En el estadio precoz o estadio BCLC-A se clasifican aquellos pacientes con un tumor único, 
independientemente de su tamaño, o 3 nódulos todos menores de 3 cm, sin invasión 
macrovascular ni extensión extrahepática y sin síntomas relativos al tumor (ECOG-PS 0). La 
función hepática debe estar preservada y no haber alcanzado previamente al diagnóstico de 
CHC criterios de THO, debido a que el diagnóstico de CHC podría convertirse en un criterio 
de exclusión de THO si excede los criterios de inclusión o si el THO está contraindicado por 
factores no relacionados con el tumor, no habría alternativa terapéutica efectiva y deberían 
ser clasificados como BCLC-D141.  

El enfoque de tratamiento para pacientes con BCLC-A varía según el número de tumores y el 
grado de deterioro de la función hepática. 

En el caso de tumores únicos, es fundamental evaluar la presencia de hipertensión portal 
clínicamente significativa, definida por el gradiente de presión venoso central superior a 10 
mmHg. Cuando existe hipertensión portal clínicamente significativa, se debe considerar 
THO. Ante la ausencia de hipertensión portal clínicamente significativa, debe plantearse la 
resección quirúrgica, considerando el tamaño tumoral, la localización y la presencia de 
factores predictores de recurrencia como invasión microvascular y presencia de lesiones 
satélite, características que harían considerar el THO si están presentes141. 

En el caso de tumores multifocales que cumplan los criterios de Milán (hasta 3 nódulos, 
todos menores o iguales a 3 cm) se debe plantear el trasplante, dado el alto riesgo de 
recurrencia de la ablación y la resección quirúrgica en estos casos. Si el trasplante no es 
factible, se debate si el pronóstico de la ablación o la resección es mejor que el de la 
quimioembolización transarterial (TACE, transarterial chemoembolisation). Además, en la 
última actualización del algoritmo del BCLC 2022, también aparece la radioembolización 
transarterial (TARE) como alternativa a la TACE en tumores únicos menores o iguales a 8 cm, 
cuando no es factible la realización de THO (ver apartado 1.8.7). Se necesitan estudios 
prospectivos para definir qué opción terapéutica es la más adecuada en caso de 
contraindicación para THO141. 
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2.1.8.4 Estadio BCLC-B 
En el estadio intermedio o BCLC-B están incluidos pacientes con CHC multifocal que exceda 
criterios de BCLC-A con función hepática preservada, ECOG-PS 0 y sin invasión vascular ni 
extrahepática. Debido a que este grupo es muy heterogéneo, la versión de BCLC 2022141 
estratifica el estadio BCLC-B en tres subgrupos. 

El primer subgrupo está compuesto por pacientes con nódulos bien definidos que podrían 
ser candidatos a THO si cumplen criterios de THO extendidos. En cuanto a los criterios 
ampliados para THO en CHC, los criterios compuestos que consideran la biología tumoral y la 
respuesta a los tratamientos neoadyuvantes reemplazarán los criterios morfológicos 
convencionales para definir la viabilidad del trasplante151. Por ejemplo, un adecuado 
downstaging (ver apartado 1.10) o buena respuesta al tratamiento locorregional y criterios 
de buen pronóstico biológico como AFP inferior a 1.000 ng/dL. Los niveles elevados de AFP 
predicen un alto riesgo de recidiva y por lo tanto, menor supervivencia. Actualmente el corte 
de 1.000 ng/dL se aplica como criterio de exclusión de THO en estos casos141. 

En el segundo subgrupo se incluyen pacientes sin criterios de THO pero con adecuado flujo 
portal y nódulos definidos, con accesibilidad a las arterias nutricias del tumor. Estos 
pacientes son candidatos a Quimioembolización Transarterial (QUETA)141, más conocida por 
sus siglas en inglés TACE (Transarterial Chemoembolization). Esta técnica consiste en la 
cateterización selectiva de la arteria hepática, y supraselectiva de arterias nutricias 
tumorales, y en la inyección de un agente quimioterápico conjuntamente con la oclusión del 
flujo arterial mediante una sustancia embolizante. Se considera contraindicada en pacientes 
con descompensación de la cirrosis y/o afectación multicéntrica de ambos lóbulos hepáticos 
que impidan una intervención selectiva, ausencia de flujo portal (trombosis o flujo 
hepatofugal), fístula arteriovenosa no tratable, anastomosis bilio-entérica o stent biliar y un 
aclaramiento de creatinina < 30 mL/min. Dentro del término TACE se incluyen dos técnicas: 
TACE convencional (TACEc) y TACE con partículas precargadas (DEB-TACE). La TACEc 
consiste en inyectar intraarterialmente una emulsión viscosa formada por un quimioterápico 
(doxorrubicina o cisplatino) mezclado con Lipiodol, seguida de la embolización del vaso 
aferente tumoral con partículas de alcohol polivinílico, poliacrilamida o esponja de gelatina. 
Como alternativa a la TACEc se desarrollaron las microesferas precargadas con fármacos 
(DEB-TACE) que consiguen una oclusión vascular simultánea a la administración del 
quimioterápico, lo que impide el lavado del mismo, reduciendo el paso a la circulación 
sistémica y minimizando los efectos secundarios. Las partículas están calibradas en 
diferentes tamaños y se seleccionan según la medida arterial y del tumor, incrementando la 
homogeneidad de la embolización.  

El tercer subgrupo del estadio BCLC-B incluye pacientes que no cumplen criterios 
extendidos de THO ni criterios de TACE y aquellos con nódulos difusos, infiltrativos o con 
afectación bilobar. Estos pacientes serían candidatos a tratamiento sistémico141 (sorafenib, 
atezolizumab-bevacizumab, etc). 
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2.1.8.5 Estadio BCLC-C 
El estadio avanzado o estadio BCLC-C incluye pacientes con invasión vascular o extensión 
extrahepática con ECOG-PS ≤2 y función hepática preservada. Estos pacientes deben ser 
evaluados para recibir tratamiento sistémico (Figura 10). Los fármacos utilizados 
actualmente en primera línea son atezolizumab-bevacizumab, durvalumab-tremelimumab 
y si no es factible, sorafenib, lenvatinib o durvalumab en monoterapia.  

La combinación de atezolizumab con bevacizumab es actualmente la primera elección en 
tratamiento de primera línea y ha demostrado mayor supervivencia comparado con 
sorafenib, como se demuestra en la fase III del ensayo clínico IMbrave150 
(NCT03434379)152. Los pacientes candidatos a atezolizumab-bevacizumab han de tener una 
cirrosis hepática compensada y ausencia de riesgo de hemorragia en gastroscopia, con 
varices esofágicas tratadas endoscópicamente y sin historia previa de sangrado variceal.  

En la fase III del ensayo HIMALAYA (NCT03298451) se ha observado que una dosis de 
tremelimumab añadida a durvalumab aumenta significativamente la supervivencia frente a 
sorafenib y el durvalumab en monoterapia no es inferior a sorafenib en primera línea153. 

Los fármacos utilizados en segunda línea tras progresión de la enfermedad o toxicidad a 
primera línea son: regorafenib (en pacientes que han tolerado sorafenib), cabozantinib 
(independientemente de la tolerancia a sorafenib) y ramucirumab si los niveles de AFP son 
mayores a 400 ng/dL independientemente de la tolerancia a sorafenib. Cabozantinib 
también es eficaz en tercera línea. Los pacientes que hayan recibido en primera línea 
atezolizumab-bevacizumab, durvalumab-tremelimumab, lenvatinib o durvalumab deberán 
entrar en ensayos clínicos en segunda línea141. 

 
Figura 10. Estrategia terapéutica en el tratamiento sistémico del CHC en estadio avanzado. AFP: 
alfafetoproteína. Fuente: elaboración propia. 
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2.1.8.6 Estadio BCLC-D 
Finalmente, se clasifican en el estadio terminal o BCLC-D aquellos pacientes con síntomas 
avanzados relacionados con el cáncer (ECOG-PS >2) y/o deterioro de la función hepática 
sin opción a THO ya sea por la carga tumoral o no. En estos casos se debe realizar un 
tratamiento sintomático y cuidados paliativos141. 

2.1.8.7 Radioembolización transarterial (TARE) 
Otro tratamiento disponible en la actualidad es la radioembolización transarterial o TARE 
(Transarterial Radioembolization), también conocida como radioterapia interna selectiva. 
Consiste en la administración intraarterial selectiva de microesferas cargadas con un 
compuesto radiactivo, generalmente Itrio90, a través de un acceso percutáneo. El Itrio90 es 
un emisor β puro que se caracteriza por una vida media corta (64,2 h) y una penetración 
tisular limitada (promedio de 2,5 mm, máximo de 11 mm). A diferencia de otros 
tratamientos embolizantes como la TACE, la radioembolización no ejerce un efecto 
macroembólico: por lo tanto, tanto los beneficios como los efectos tóxicos del tratamiento 
dependen de la radiación transportada por las microesferas y no de ningún efecto 
isquémico. Entre sus desventajas mencionar que es una técnica compleja que requiere su 
realización en centros especializados y su alto coste154. Hasta el momento no ha demostrado 
superioridad en términos de supervivencia frente a la TACE, tampoco su combinación con 
terapia sistémica como sorafenib. Su uso se reserva como alternativa a la TACE en tumores 
únicos menores o iguales a 8cm141. 

2.1.9. PRONÓSTICO 

De acuerdo con la propuesta del BCLC, la supervivencia media esperada en los pacientes con 
CHC es de más de 5 años, 2.5 años, 2 años y 3 meses para los estadios BCLC-0/A, BCLC-B, 
BCLC-C y BCLC-D, respectivamente (Figura 9)141. 

La causa de muerte de los pacientes sometidos a resección hepática con intención curativa 
del CHC es la recidiva (85%). Hasta un 20% de las muertes se deben a fallo hepático o a 
complicaciones de la hipertensión portal. Según varios estudios de la literatura, tras la 
resección hepática por CHC en pacientes en estadio BCLC 0 y A, la recurrencia del CHC a 1, 2, 
3, 4 y 5 años es de 30, 52, 62, 69 y 79 %, respectivamente, y la supervivencia a 5 años es de 
30-50 %155,156,157. Esto es debido a la presencia de metástasis intrahepáticas (recidivas 
verdaderas) o a la aparición de tumores de novo. Es por este motivo que cobra importancia 
la detección de factores predictores de recurrencia temprana como niveles de AFP de más 
de 1.000 ng/dL, resección no anatómica, invasión micro o macrovascular, márgenes de 
resección positivos, tumores poco diferenciados y presencia de lesiones satélite, 
características que harían considerar el THO si están presentes. 

Los pacientes sometidos a THO incrementan la supervivencia hasta un 60-80% con baja 
recurrencia tumoral (10-20%) a los 5 años. La tasa de supervivencia al año es del 90% y del 
75% a los 5 años en los pacientes que cumplen los criterios de Milán (tumor único o hasta 3 
nódulos menores o iguales a 3 cm)158.  
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El beneficio de la TACE respecto a la supervivencia se basa en dos ensayos clínicos y un 
metaanálisis159,160,161, que demostraron que la TACE es superior respecto a placebo en 
pacientes con CHC intermedio (BCLC-B), obteniendo una mediana de supervivencia con el 
tratamiento de aproximadamente 20 meses162. La modalidad de tratamiento que demostró 
este beneficio en la supervivencia fue la TACE convencional. Respecto a la DEB-TACE, se han 
publicado varios estudios sobre el beneficio del uso de las partículas precargadas. Un ensayo 
clínico multicéntrico comparó el uso de partículas DC Bead con doxorrubicina (adriamicina) y 
TACE convencional con doxorrubicina (adriamicina), y demostró que la TACE con 
microesferas fue menos hepatotóxica y tuvo menos efectos adversos sistémicos. Con la DEB-
TACE con partículas precargadas se ha obtenido una respuesta radiológica objetiva cercana 
al 80%, aparentemente superior a la TACEc162. En pacientes bien seleccionados y con un 
tratamiento protocolizado usando estas esferas se han reportado medianas de supervivencia 
de entre 40-50 meses163,164. 

En cuanto al tratamiento sistémico, el sorafenib demostró un incremento moderado pero 
significativo de la supervivencia frente a placebo en pacientes con buena función hepática 
(estudio SHARP [NCT00105443], 10,7 vs 7,9 meses165; y estudio Asia-Pacífico 
[NCT00492752], 6,5 vs 4,2 meses166). Los nuevos fármacos de terapia sistémica para el 
tratamiento de CHC se han comparado con sorafenib en términos de eficacia y 
supervivencia, ya que es el fármaco utilizado desde hace más tiempo. Son necesarios más 
estudios con estos nuevos fármacos para obtener conclusiones en términos de seguridad, 
pronóstico y supervivencia. 

2.1.10. CONCEPTOS DE DOWNSTAGING Y MIGRACIÓN TERAPÉUTICA 

Se conoce como “downstaging” a la respuesta favorable al tratamiento locorregional con 
una regresión estable de las lesiones hepáticas a los 6 meses, cumpliendo los límites de los 
criterios de Milán en pacientes que previamente los excedían. El downstaging identifica un 
subgrupo de candidatos a TOH con resultados de supervivencia y recurrencia comparables a 
los criterios convencionales167,168. 

Por otro lado, el concepto de “migración terapéutica” se aplica cuando un paciente por un 
motivo específico precisa un cambio en la recomendación terapéutica que precisaría por su 
BCLC basal, justificando así la consideración de una terapia correspondiente a un estadio 
más avanzado141. Por ejemplo, esto ocurre en pacientes con progresión intratable ya sea por 
fallo terapéutico o progresión con la terapia administrada, pero que aún se clasifican dentro 
de su estadio inicial BCLC. En estos pacientes se debe considerar una terapia 
correspondiente a un estadio más avanzado. 

2.1.11. PATRONES DE PROGRESIÓN 

En el contexto de los pacientes con CHC avanzado en tratamiento con sorafenib se 
desarrolló una clasificación complementaria a la clasificación BCLC y que se denomina BCLC 
al momento de la progresión169. Esta clasificación es aplicable a los pacientes con CHC en 
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tratamiento sistémico que desarrollan progresión radiológica, pero mantienen el estado 
general y la función hepática conservada. Los pacientes se clasifican según el estadio de 
BCLC basal (Figura 9) y el patrón de progresión radiológico (Figuras 11 y 12)90. Los pacientes 
que comienzan un tratamiento sistémico en estadio BCLC-B y desarrollan nuevas lesiones 
dentro del hígado se denominan BCLCp-B; aquellos que comienzan el tratamiento sistémico 
en estadio BCLC-C y desarrollan nuevas lesiones dentro del hígado o crecen las lesiones 
preexistentes independientemente de la localización se denominan BCLCp-C1 y finalmente, 
aquellos pacientes que desarrollan nuevas lesiones fuera del hígado, independientemente 
del estadio de BCLC basal se denominan BCLC-C2. 

 
Figura 11: Clasificación BCLC según la progresión radiológica. Fuente: Reig M et al. Diagnosis and treatment of 
hepatocellular carcinoma. Update of the consensus document of the AEEH, AEC, SEOM, SERAM, SERVEI, and 
SETH. Med Clin (Barc). 2021 May 7;156(9):463.e1-463.e3090. 

 
Figura 12: Patrones de progresión del carcinoma hepatocelular. Fuente: adaptado de Reig M et al. Diagnosis 
and treatment of hepatocellular carcinoma. Update of the consensus document of the AEEH, AEC, SEOM, 
SERAM, SERVEI, and SETH. Med Clin (Barc). 2021 May 7;156(9):463.e1-463.e3090. 
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2.2. BIOPSIA LÍQUIDA 

2.2.1. CONCEPTO DE BIOPSIA LÍQUIDA 

La Sociedad Internacional de Biopsia Líquida (ISLB por sus siglas en inglés), creada en 
Granada en 2017, define la biopsia líquida como un test mínimamente invasivo que se 
realiza utilizando un fluido corporal (sangre, orina, semen, líquido cefalorraquídeo) y que 
permite la detección de biomarcadores celulares o moleculares con el fin de obtener 
información diagnóstica, pronóstica o predictiva de una enfermedad170.  

El crecimiento y desarrollo de la biopsia líquida ha sido exponencial en los últimos años, 
existiendo actualmente una gran cantidad de trabajos científicos acerca de la biopsia líquida 
en casi todos los tipos de tumores sólidos. En nuestro caso, la enfermedad sobre la que se 
aplica es el carcinoma hepatocelular (CHC), pero no es un concepto limitado a la oncología 
como se ha demostrado en varios trabajos recientes171,172. 

2.2.2. TIPOS DE BIOPSIA LÍQUIDA 

Existen distintos tipos de biopsia líquida (Figura 13): 

 Células tumorales Circulantes (CTCs): las CTCs fueron descritas por primera vez por 
el profesor Ashworth en 1869173. Son células que se desprenden del tumor primario 
y que se someten al proceso de transición epitelio-mesénquima (EMT, ver el 
apartado 2.4) para entrar en la circulación sanguínea y linfática, pudiendo así 
desarrollar tumores secundarios y metástasis a distancia174,175. Las CTCs están 
presentes en la sangre periférica de los pacientes con cáncer y se han estudiado en 
diversos tipos de tumores como: cáncer de mama, cáncer colorrectal, cáncer de 
ovario, CHC, cáncer de páncreas, cáncer de próstata, cáncer de pulmón, etc176. Se 
han desarrollado diferentes métodos de aislamiento y detección de CTCs que se 
describen y desarrollan en el apartado 2.6. 

 ADN tumoral circulante (ADNtc): fragmentos de ADN que se desprenden de las 
células tumorales a medida que se destruyen y que se encuentran en el torrente 
sanguíneo. El ADNtc comprende una parte del ADN libre circulante (ADNlc), que 
también incluye ADN originado de otras fuentes celulares, principalmente ADN 
resultante de la muerte de células hematopoyéticas177. Es importante distinguir el 
ADNtc del total de ADNlc, para lo cual se debe demostrar la existencia de mutaciones 
específicas del tumor. Además, la fracción de ADNtc en plasma es muy variable, 
desde un valor <0,01% hasta constituir la mayor parte del ADNlc plasmático total177.  
La vida media del ADNtc en plasma es muy corta, estimada en < 2 horas, por lo tanto, 
los niveles de ADNtc en plasma están sujetos a cambios dinámicos177. 

 MicroARN (miARN): pequeños fragmentos de ARN reguladores no codificantes con 
tamaño de 17 a 25 nucleótidos, capaces de modificar la expresión genética a nivel 
pos-transcripcional. Su estudio es complejo, ya que se sabe que un mismo microARN 
puede tener función pro y antitumoral dependiendo del contexto del tipo celular178. 
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Son difíciles de estudiar porque pueder viajar libres en la sangre o dentro de vesículas 
extracelulares y no existen protocolos estandarizados para su estudio. Además, 
existen dificultades técnicas para medir sus niveles de expresión. En los últimos años 
su estudio ha cobrado importancia ya que pueden ser una herramienta clínica 
complementaria para el diagnóstico y pronóstico de distintas enfermedades, como se 
describe en el artículo de Rodríguez-Martínez et al, basado en la utilidad de los 
miARN en el cáncer de mama179. Este punto se desarrolla en el apartado 2.10 sobre el 
miR-122-5p. 

 Vesículas extracelulares (EVs): poblaciones heterogéneas de vesículas con 
membrana bicapa lipídica que varían en tamaño de 30 a 10.000 nm de diámetro, se 
producen de forma natural y son liberadas por todos los tipos de células. Destaca su 
función en la comunicación intercelular, principalmente a través de su capacidad 
para transferir contenido biológico (proteínas, lípidos o ácidos nucleicos), a las 
células receptoras. Desempeñan un papel importante en la regulación de procesos 
fisiológicos como la reparación de tejidos, el mantenimiento de las células madre y la 
coagulación. En los procesos fisiopatológicos, han adquirido un papel importante en 
la investigación contra el cáncer180. Dentro de las vesículas extracelulares, destacan 
los exosomas. Son vesículas extracelulares que transportan cargas moleculares de 
células donantes a células receptoras y que desempeñan un papel crucial en la 
mediación de la comunicación intercelular. Grandes cantidades de exosomas 
enriquecen los fluidos corporales y están involucrados en numerosos procesos 
fisiológicos y patológicos lo que lo convierte en un marcador adecuado para la 
biopsia líquida181.  

 
Figura 13. Tipos de biopsia líquida. La biopsia líquida obtenida de la sangre periférica contiene diferentes 
componentes tumorales como células tumorales circulantes (CTCs), ADN libre circulante (ADNlc), vesículas 
extracelulares (EVs) y microARN (miARN). Estos elementos se pueden aislar para identificar diferentes 
alteraciones genéticas específicas para un tumor, por ejemplo: mutaciones puntuales, variaciones en el 
número de copias, reordenamientos estructurales o patrones epigenéticos. Fuente: adaptado de Palacín-Aliana 
I et al. Clinical Utility of Liquid Biopsy-Based Actionable Mutations Detected via ddPCR. Biomedicines. 2021 Jul 
28;9(8):906182. 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     54 
 

2.2.3. VENTAJAS Y APLICACIONES DE LA BIOPSIA LÍQUIDA 

La biopsia líquida tiene múltiples ventajas sobre la biopsia tisular (Tabla 6)183. Destaca que 
las muestras son fáciles de obtener, de forma mínimamente invasiva184. Esto permite 
obtener resultados en poco tiempo y de forma repetida. También permite obtener muestras 
de localizaciones inaccesibles o en pacientes que por su fragilidad o comorbilidad no pueden 
someterse a determinados procedimientos, siendo la biopsia líquida una opción más 
conservadora.  

Otra ventaja es que permite la monitorización en tiempo real de las alteraciones genéticas 
y moleculares que van aconteciendo a lo largo de la enfermedad del paciente. Nos permite 
realizar el análisis molecular del tumor a lo largo del tiempo, detectando los posibles 
cambios y mutaciones que pueda sufrir185. Esta caracterización más profunda del perfil 
biológico tumoral del paciente nos lleva a la medicina de precisión, el objetivo actual en 
Oncología. Así, en función de esta información molecular, se puede estratificar a los 
pacientes en función de su pronóstico y establecer el tratamiento más adecuado. 

También permite realizar cribado de una enfermedad en pacientes con alto riesgo de 
desarrollarla y estratificar a los pacientes según su riesgo. Puede resultar útil para establecer 
un diagnóstico temprano, orientar terapéuticamente, realizar el seguimiento de respuesta a 
una terapia, detectar enfermedad mínima residual y predecir recaídas… en definitiva, la 
biopsia líquida tiene un gran valor pronóstico186. 

Biopsia líquida Biopsia tisular 

Mínimamente invasiva Invasiva 

Más rápida Menos rápida 

Repetible Difícil de repetir 

Alta sensibilidad Menor sensibilidad 

Menor coste en aislamiento de muestras Mayor coste en aislamiento de muestras 

Sin validación clínica Validada clínicamente (Gold standard) 

Sin evaluación histológica Permite evaluación histológica 

Monitorización del tumor en el tiempo Imposibilidad de evaluar evolución 
tumoral 

Monitorización en tiempo real de 
respuesta al tratamiento 

Imposibilidad de evaluar respuesta en 
tiempo real a tratamiento 

Demuestra la heterogeneidad tumoral No demuestra la heterogeneidad tumoral 

Tabla 6. Comparación entre biopsia líquida y biopsia tisular. Fuente: adaptado de Underwood JJ et al. Liquid 
biopsy for cancer: review and implications for the Radiologist.Radiology 2020 294:1, 5-17183. 
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En el caso concreto del CHC, el diagnóstico en cirróticos se establece en pruebas de imagen 
dinámica (TC o RM). La ausencia de biopsia tisular hace que se disponga de pocas muestras 
de tumor. Además, cuando los pacientes con CHC son operados y se realiza resección o 
trasplante, suelen haber recibido previamente tratamientos locorregionales como 
radiofrecuencia o quimioembolización. Esto complica el estudio de la biología molecular del 
tumor y la detección de nuevos marcadores pronósticos y dianas terapéuticas. Por este 
motivo, es interesante el estudio de la biopsia líquida en el CHC, ya que es una forma no 
invasiva y segura de obtener muestras seriadas del paciente para su diagnóstico y 
seguimiento. La detección de CTCs podría cambiar por completo el manejo clínico de los 
pacientes con CHC, permitiendo un diagnóstico precoz187, evaluación pronóstica186,187,188 y 
tratamiento188 de manera individualizada. 

2.2.4. PROCESO DE DISEMINACIÓN TUMORAL 

El proceso de diseminación tumoral o la capacidad de las células tumorales de desprenderse 
del tumor primario y colonizar otros órganos, es una de las principales características de los 
tumores con capacidad invasiva. Las células de los tumores malignos tienen capacidad de 
diseminarse por vía sanguínea y/o linfática y anidar en otros órganos desarrollando tumores 
secundarios. Este proceso, denominado metástasis, supone la principal causa de muerte 
debida al cáncer189. 

El proceso metastásico puede ocurrir desde estadios muy tempranos del desarrollo del 
tumor, pudiendo desembocar posteriormente en el establecimiento de nuevos focos 
tumorales originando así la enfermedad metastásica190 (en el caso del CHC, pueden ser 
nuevos focos intrahepáticos o a distancia). 

Para el estudio de la biopsia líquida es fundamental comprender el proceso de diseminación 
tumoral y transición epitelio-mesénquima (EMT). 

La EMT inicia el proceso de metástasis. En la EMT las células epiteliales pierden su 
organización polarizada y adquieren capacidades migratorias e invasivas. Para que ocurra la 
invasión la mayoría de las células tumorales que se originan a partir de tumores sólidos 
deben someterse a EMT para perder la adhesión célula a célula y adquirir motilidad191. Por lo 
tanto, la EMT ha sido reconocida como un evento celular prometastásico que promueve la 
invasión de las células tumorales y la progresión de tumores malignos. Los resultados 
experimentales observados en el CHC respaldan la idea de que la EMT desempeña un papel 
fundamental en la metástasis del CHC191. La pérdida de E-cadherina, un marcador típico de 
las células epiteliales, es una de las características clave del proceso de EMT y se ha visto 
implicada en la metástasis tumoral192. Existen una serie de factores de transcripción 
represores directos de la E-cadherina, incluida la β-catenina, un componente clave de la vía 
de señalización canónica de Wnt191. Curiosamente, la β-catenina es una proteína de doble 
función que está implicada en la regulación transcripcional y en la adhesión célula a célula. 
En las células epiteliales normales, la mayor parte de la β-catenina forma un complejo de 
adhesión con la E-cadherina y se localiza en las uniones adherentes célula-célula en la 
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membrana. En las células tumorales, una porción de la β-catenina se separa del complejo y 
se traslada al núcleo para realizar su función reguladora de la transcripción. Sin embargo, los 
mecanismos moleculares por los cuales la β-catenina se separa del complejo de membrana 
E-cadherina/β-catenina y se traslada al núcleo siguen siendo en gran parte desconocidos191. 

Una vez que las células tumorales migran a los vasos sanguíneos, se convierten en células 
tumorales circulantes (CTCs)193. El estudio de Qi et al. reveló que un recuento de CTCs >16 y 
un porcentaje de CTCs mesenquimales ≥2% antes de la resección de CHC se asociaron 
significativamente a la aparición de recurrencia tumoral temprana, recidiva intrahepática 
multinodular y metástasis pulmonares194. En la monitorización postoperatoria de CTCs en 10 
pacientes se encontró que la mayoría tenía un mayor recuento de CTCs y mayor porcentaje 
de CTCs mesenquimales antes de que apareciera la recurrencia nodular clínicamente 
detectable194. Sin embargo, la heterogeneidad espacial de las características fenotípicas y 
moleculares de las CTCs dentro del sistema circulatorio sigue sin estar clara. El estudio de 
Sun se et al. se realizó en 73 pacientes con CHC localizado. Se extrajo sangre de vena 
periférica, arteria periférica, venas hepáticas, vena cava inferior infrahepática y vena porta, 
antes de la resección del tumor. Los resultados demostraron que el estado de EMT de las 
CTCs era heterogéneo en los diferentes compartimentos vasculares195. Las CTCs eran 
predominantemente epiteliales en el momento de la liberación pero cambiaron a fenotipo 
mesenquimal durante el tránsito hematógeno a través de las vías de señalización 
relacionadas con Smad2 y β-catenina195. La activación del proceso de EMT en el tumor 
primario se correlacionó con el número total de CTCs en la vena hepática, en lugar de 
subconjuntos de CTCs epiteliales o mesenquimales. El análisis de seguimiento sugirió que las 
CTCs y la carga de microémbolos tumorales circulantes en las venas hepáticas y la circulación 
periférica pronostican la aparición de metástasis pulmonar postoperatoria y la recurrencia 
intrahepática, respectivamente195. 

2.2.5. INTERCEPCIÓN DE CÁNCER 

Actualmente, solo la mitad de los pacientes que desarrollan cáncer se pueden curar172. Esto 
es debido que en muchas ocasiones el diagnóstico se realiza en estadios avanzados. A pesar 
de que el diagnóstico y tratamiento del cáncer ha mejorado, es necesario establecer 
estrategias para prevenir el cáncer y diagnosticarlo en estadios tempranos, incluso 
pretumorales. El concepto de “intercepción de cáncer” nace de esta premisa y fue acuñado 
por Elisabeth H. Blackburn en 2011196. 

La intercepción del cáncer es una necesidad históricamente insatisfecha limitada por los 
escasos avances tecnológicos. Sin embargo, en los últimos años las nuevas tecnologías 
basadas en biopsia líquida para analizar células premalignas circulantes y ADN libre 
circulante, se están utilizando para estudiar cómo anticiparse a la enfermedad172. 

Es preciso distinguir entre intercepción del cáncer e intercepción de la metástasis. La 
intercepción del cáncer implica la identificación de individuos en riesgo de desarrollar 
cáncer por tener un perfil biológico específico, así como el desarrollo de tratamientos de 
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medicina dirigida y personalizada172. Por otro lado, la intercepción de la metástasis consiste 
en identificar aquellos pacientes con cáncer y riesgo de desarrollar metástasis con la 
intención de prevenir la diseminación tumoral a distancia172. 

Los esfuerzos en investigación se han centrado en la forma de interceptar la metástasis 
durante décadas, pero hoy día sabemos que una vez la enfermedad es metastásica, la 
probabilidad de cura disminuye drásticamente197. Es por ello que la tendencia actual es la 
detección de pacientes con riesgo de desarrollar cáncer y su estratificación, para poder 
ofrecer tratamientos personalizados e individualizados en función del riesgo de cada 
paciente. Actualmente, es posible la detección de cáncer en estadios tempranos basándonos 
en el uso de biopsia líquida, lo que está ayudando a desarrollar la intercepción del cáncer. 
Esto se ha demostrado en diferentes tumores sólidos como el cáncer de pulmón, 
especialmente en cáncer de pulmón de células no pequeñas198, cáncer de mama199, cáncer 
colorrectal200 y cáncer renal201, entre otros. 

2.2.6. TÉCNICAS DE ENRIQUECIMIENTO, AISLAMIENTO Y DETECCIÓN DE CTCs 

El análisis de CTCs en sangre periférica requiere 3 pasos generales: 

1º Fase inicial preparatoria o preanalítica: centrifugación, lavado y/o adición de 
conservadores celulares que evitan la entrada de las CTCs en apoptosis en 72-96 horas. 

2º Fase de enriquecimiento o aislamiento celular: en los últimos años se han desarrollado 
diferentes técnicas de aislamiento de CTCs basándose en sus propiedades biológicas o 
físicas. Las técnicas biológicas (dependientes de marcador) se basan en la unión antígeno-
anticuerpo utilizando anticuerpos contra biomarcadores tumor-específicos. Las técnicas 
físicas (independientes de marcador) dependen de las propiedades físicas de las CTCs como 
son el tamaño, la densidad, la carga eléctrica, la capacidad migratoria y la deformabilidad de 
las células188. Las diferentes técnicas de aislamiento de CTCs se comentan más 
detalladamente a continuación en este mismo apartado (ver punto 2.6.1). 

3º Fase de identificación y caracterización celular: tras el aislamiento, la identificación y 
caracterización celular se basa en distintas técnicas sobre las proteínas y/o ácidos nucleicos 
de las CTCs para demostrar su origen y estudiar las diferentes moléculas que se deseen 
investigar (ver punto 2.6.2). 

El principal reto en la detección de CTCs en sangre periférica radica en que su presencia es 
extremadamente baja (1 célula tumoral epitelial entre 105-106 células hematopoyéticas). 
Tras identificarlas como células epiteliales (lo que se explica a continuación), el segundo reto 
consiste en demostrar que se han originado en el órgano que estamos estudiando para 
evitar falsos positivos (en nuestro caso, demostrar su origen hepático). 

Como se ha comentado anteriormente, durante la última década han surgido diferentes 
plataformas de aislamiento de CTCs, que con sus particularidades propias, todas cuentan 
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con un enfoque clínico, rápido, altamente sensible, selectivo, específico y mínimamente 
invasivo202. 

2.2.6.1. Técnicas de enriquecimiento y aislamiento celular 

2.2.6.1.1. Técnicas biológicas dependientes de marcador 
El enfoque más empleado para el aislamiento de CTCs es utilizar marcadores inmunológicos, 
por ejemplo, anticuerpos para unirse selectivamente a antígenos celulares. Las células 
tumorales expresan marcadores de superficie celular diferentes a las células sanguíneas y, 
por lo tanto, se pueden separar de las células del sistema circulatorio. Más específicamente, 
las CTCs expresan marcadores epiteliales como moléculas de adhesión de células epiteliales 
(EpCAM) y citoqueratina (CK) en grados variables, pero no CD45, un marcador diferencial de 
células hematopoyéticas202. Los anticuerpos pueden conjugarse con nanopartículas 
magnéticas o inmovilizarse en las paredes de chips microfluídicos para la captura de CTCs 
(selección positiva de CTCs a través de marcadores epiteliales) o utilizando marcadores 
sanguíneos (selección negativa). Este enfoque también se denomina aislamiento basado en 
afinidad202 y es el más utilizado. 

EpCAM es una glicoproteína transmembrana conocida principalmente por mediar en los 
contactos de células homotípicas en los tejidos epiteliales. Debido a que la expresión de 
EpCAM se limita a los epitelios normales y malignos, se ha utilizado como marcador 
diagnóstico para la detección de células de carcinoma en órganos mesenquimales como la 
sangre, la médula ósea o los ganglios linfáticos203. Sin embargo, esta proteína está presente 
en algunos tejidos sanos como células de origen hematopoyético y se ha demostrado que 
durante el proceso de EMT tiene una regulación a la baja, en la que muchas células 
pierden la expresión de EpCAM203. Por estos motivos, para algunos autores no es un 
marcador perfecto debido a la deficiencia obvia de que la detección de CTCs basada en 
EpCAM podría pasar por alto las CTCs que se han sometido a EMT, especialmente, en 
tumores en estadios avanzados204.  

En un esfuerzo por superar estos inconvenientes, se han utilizado otros marcadores 
epiteliales concomitantes como las CK203, cuya utilidad ha sido demostrada en numerosas 
publicaciones204,205,206. Las CK son los marcadores epiteliales utilizados en nuestro trabajo. 
Son componentes integrales del citoesqueleto de las células epiteliales normales y 
tumorales, concretamente, forman los filamentos intermedios207. Por lo tanto, tienen una 
localización citoplasmática. Son elegidas como criterio de identificación de células 
tumorales epiteliales localizadas en tejidos hematopoyéticos, porque las células 
sanguíneas no las expresan207. 

Entre las plataformas comercializadas dependientes de marcador destacan: 

 CellSearch® (Janssen Diagnostics): es la plataforma de aislamiento, cuantificación y 
caracterización celular comercializada más utilizada y la única aprobada por la FDA. 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     59 
 

Se trata de un sistema semiautomático que utiliza perlas magnéticas recubiertas con 
un anticuerpo de EpCAM para la detección de células EpCAM+208,209.  

 IsoFlux™ (Fluxion): es un sistema semiautomático que combina el uso de canales 
microfluídicos con control de flujo con la tecnología de perlas inmunomagnéticas 
para aislar las CTCs210. 

 MACS® (Miltenyi Biotec): a diferencia de los anteriores, es un sistema manual. 
Permite el enriquecimiento inmunomagnético de CTCs a través de anticuerpos contra 
marcadores de superficie celular o por un anticuerpo anti-pan CK intracelular211,212.   

2.2.6.1.2. Técnicas físicas independientes de marcador 
Dado que las CTCs expresan EpCAM y CK en diferentes grados, y algunas muestran una 
completa regulación a la baja de estas proteínas, se han desarrollado y probado estrategias 
alternativas para aislar y enumerar las CTCs en función de sus propiedades biofísicas. Estas 
plataformas discriminan CTCs en función de características físicas como el tamaño, la 
densidad, la deformabilidad y las propiedades eléctricas de las células202.  

Para ello, se han desarrollado técnicas de separación en función del tamaño y 
deformabilidad celular, como la detección basada en la filtración, técnicas basadas en 
gradientes de densidad como la centrifugación y técnicas basadas en la separación según la 
diferente polarización de las partículas celulares como la dielectroforesis. 

En la Tabla 7 se resumen las ventajas y desventajas de las técnicas de aislamiento de CTCs 
según las propiedades físicas de las células y se indican algunos ejemplos de sistemas que 
funcionan mediante estas técnicas. 
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Método Ventajas Desventajas Ejemplo 

Microfiltración 

 Procesamiento 

rápido de grandes 

volúmenes. 

 Alta eficiencia. 

 Baja pureza. 

 Obstrucción de la membrana. 

 Diferente tamaño de CTCs. 

 Dificultad para separar las 

CTCs del filtro. 

 ISET® 

 Genesis 

System 

 Parsortix® 

Centrifugación 
 Barato. 

 Fiable. 

 Pérdida de CTCs grandes y 

agregados celulares. 

 Baja pureza. 

 Se requieren técnicas de 

enriquecimiento adicionales. 

 Ficoll-

Paque™ 

Dielectroforesis 

 Aislamiento 

unicelular. 

 Alta viabilidad 

celular. 

 Alta eficiencia. 

 Volumen limitado. 

 Baja pureza en algunos 

dispositivos. 

 Las propiedades eléctricas de 

la celda pueden verse 

afectadas durante el 

procedimiento. 

 Hay que controlar un gran 

número de parámetros 

simultáneamente. 

 Precio elevado. 

 DEPArray™ 

Tabla 7. Ventajas, desventajas y ejemplos de métodos de detección de CTCs independientes de marcador. 
Nota: adaptado de Habli Z et al. Circulating Tumor Cell Detection Technologies and Clinical Utility: Challenges 
and Opportunities. Cancers (Basel). 2020 Jul 17;12(7):1930202. 

2.2.6.2. Técnicas de identificación y caracterización celular 
Una vez aisladas las CTCs se procede a cuantificarlas mediante microscopio. La 
cuantificación de CTCs tiene el potencial de identificar pacientes con mayor riesgo de 
recurrencia. La evidencia preliminar indica que el estado y el recuento de las CTCs tienen 
potencial para el diagnóstico, la estadificación y el pronóstico tempranos, lo que es de gran 
importancia para el ajuste oportuno y la optimización del tratamiento213. 

Las CTCs se caracterizan fenotípicamente mediante microscopio o citometría de flujo con 
análisis de imágen. La principal ventaja de la citometría de flujo frente al microscopio es la 
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posibilidad de utilizar más marcadores (por ejemplo, el citómetro de flujo con análisis de 
imagen ImageStream®X tiene 12 canales, 1 ó 2 para campo claro y 9 ó 10 para 
fluorescencia)214. Las CTCs tienen las características moleculares de las células tumorales 
primarias. Se puede utilizar un análisis completo de la información compartida por la 
población de CTCs para juzgar el origen y el diagnóstico de los tumores213. Las CTCs también 
portan mutaciones adquiridas diferentes de las que se encuentran en los sitios de 
exfoliación, que pueden usarse para controlar la resistencia a los fármacos tumorales y la 
adquisición de potencial metastásico. La combinación de estos dos tipos de datos puede 
proporcionar información única sobre la heterogeneidad del tumor a nivel del genoma, el 
transcriptoma, el proteoma y la función del tumor213. 

En cuanto a la caracterización genética o secuenciación genética de las células, las CTCs se 
pueden secuenciar individualmente o en grupo. La secuenciación de células únicas utiliza 
diferentes tecnologías para determinar el orden de los nucleótidos en 
el ADN o ARN de células individuales. El análisis molecular de CTCs proporciona información 
sobre la heterogeneidad tumoral más allá de las aberraciones genómicas que no se 
encuentran en el ADNtc.  

Las tecnologías actuales son costosas y sufren pérdida de células durante el manejo del bajo 
número de CTCs. Además, las diferentes características físicas y biológicas de los grupos de 
CTCs a menudo generan dificultades para analizarlos a través de las plataformas comerciales 
actuales. El análisis molecular unicelular de las CTCs ofrece ventajas y un nuevo enfoque de 
pronóstico para la identificación de mecanismos de resistencia a la terapia dirigida y permite 
a los investigadores obtener información crucial sobre los mecanismos metastásicos y las 
alteraciones genómicas responsables de la resistencia a los medicamentos, mejoría del 
tratamiento y del manejo del cáncer215. Sin embargo, el análisis molecular unicelular o 
secuenciación de célula única es muy caro y costoso a nivel de análisis de datos por lo que es 
difícil implementarlo en la práctica clínica. 

A partir de este punto, en función de lo que se desee estudiar se pueden realizar estudios 
proteómicos, multiómicos, cultivos in vitro, etc. 

2.2.7. CÉLULAS TUMORALES CIRCULANTES (CTCs) Y CÉLULAS EPITELIALES 
CIRCULANTES (CECs) 

Como se ha mencionado anteriormente, las CTCs son células procedentes de un tumor 
epitelial primario que circulan en la sangre. Su origen es epitelial y este hecho nos ayuda a 
distinguirlas frente al resto de componentes celulares de la sangre. Sin embargo, se ha 
demostrado la presencia de células de origen epitelial o células epiteliales circulantes (CECs) 
en pacientes con enfermedades premalignas, como es el caso de la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (EPOC)171 y enfermedades inflamatorias crónicas del intestino 
(diverticuloisis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, endometriosis colónica…)216, lo que 
sugiere que las CECs tienen un importante valor diagnóstico y pronóstico en el contexto de 
la intercepción de cáncer172. Este hecho ha sido poco evaluado en pacientes con cirrosis 
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hepática217. De hecho, en la mayoría de estudios que incluyen pacientes con cirrosis 
hepática, las CTCs/CECs no fueron detectadas218 o descritas en niveles muy bajos219, 
posiblemente debido a la selección de pacientes o a la metodología de aislamiento celular 
utilizada.  

Dado que nuestro trabajo se centra tanto en el estudio del CHC ya establecido como de la 
intercepción de cáncer en pacientes cirróticos con alto riesgo de desarrollar CHC, nos parece 
más correcto hablar de CECs y es la terminología que se utilizará a lo largo de nuestro 
estudio. 

2.2.8. BIOPSIA LÍQUIDA Y HEPATOCARCINOMA 

En el caso del CHC varios estudios pequeños han examinado la presencia de CTCs en estos 
pacientes basándose en la expresión de EpCAM, con tasas de detección que oscilan entre 
aproximadamente el 30% al 80% dependiendo de la metodología y población220,221,222. Sin 
embargo, son escasas las publicaciones respecto al valor pronóstico y diagnóstico de las 
CTCs en pacientes con CHC223. 

De ellas la mayoría se tratan de estudios con un número de pacientes reducido que han 
empleado diferentes metodologías para la detección de CTCs, sin realizar  además  un 
seguimiento de sus niveles en distintos momentos evolutivos antes y/o después de la cirugía 
y del tratamiento administrado223. A pesar de la falta de homogeneidad224,225,226, sus 
resultados apuntan a que la presencia de CTCs constituye un factor de mal pronóstico y a 
que están relacionadas con la aparición de metástasis en otros órganos y con el desarrollo 
de resistencias, y por tanto, falta de respuesta en estos pacientes.  

La metodología de aislamiento basada en EpCAM conocida como CellSearch® ha sido 
ampliamente utilizada. Así, niveles elevados de expresión de EpCAM se encontraron solo en 
CHC metastásico en comparación con lesiones primarias y con invasión vascular227. También, 
la elevación de la expresión de los niveles de EpCAM se ha relacionado con mal 
pronóstico228. Se está investigando si el uso de metodologías alternativas para aislamiento 
de CTCs como las basadas en el tamaño194,229, o incluyendo otros biomarcadores como el 
glipicano-3230, podrían superar las limitaciones de CellSearch®. 

Son necesarios nuevos estudios que confirmen el valor pronóstico y predictivo de la 
presencia de CTCs en pacientes con CHC, así como las implicaciones que los cambios en sus 
niveles pueden tener en la evolución de los mismos231. 

Los últimos estudios publicados al respecto han puesto de manifiesto la importancia de 
analizar no sólo la presencia o cuantificación de estas células sino también las características 
genéticas y fenotípicas de las mismas. Se ha demostrado que las CTCs del CHC presentan 
una gran heterogeneidad232,233, y que sólo algunas de ellas con particulares características 
de células progenitoras serán capaces de sobrevivir y dar lugar a metástasis. 
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La heterogeneidad intratumoral del CHC impone un gran desafío para detectar 
extensamente las mutaciones del tejido tumoral y generalmente resulta en una 
subestimación del número de mutaciones232. Además, el muestreo repetido de biopsias de 
tejido no es factible clínicamente. Pueden surgir nuevas mutaciones durante el proceso de 
desarrollo del cáncer y también pueden adquirirse a lo largo del tratamiento. Las biopsias de 
tejido tradicionales pueden tener un sesgo de muestreo en el perfil mutacional y provocar 
una evaluación inexacta de la enfermedad232. La biopsia de tejido solo nos permite evaluar 
los cambios genéticos de un área focal de un tumor o un subconjunto de células tumorales 
en tejidos cancerosos humanos que tienen una gran heterogeneidad, incluido el CHC232. 

Por lo tanto, el análisis de CTCs proporciona una forma alternativa para el descubrimiento 
de mutaciones que se puede aplicar a la detección temprana del cáncer, el control de la 
recurrencia y la evaluación del tratamiento. La biopsia líquida ofrece un medio no invasivo 
para estudiar la información genómica del CHC232. 

Aunque las CTCs pueden reflejar la heterogeneidad tanto intratumoral como entre 
pacientes, la dificultad de capturar CTCs en grandes cantidades reduce la representatividad 
de la variedad de CTCs para la heterogeneidad del tumor primario232. Esto se ve 
obstaculizado aún más por la falta de biomarcadores comunes para aislar las CTCs debido a 
la gran diversidad entre pacientes en los CHC232. Dado que el ADNtc tiende a liberarse de las 
células tumorales necróticas u apoptóticas, se produce un sesgo en el estudio de la 
heterogeneidad ya que da más información de células tumorales necróticas o apoptóticas. 
Por otra parte, el hecho de que una parte de las CTCs sea más propensa a la apoptosis una 
vez que pasa al torrente sanguíneo, podría conducir a una captura sesgada de CTCs intactas 
obteniendo mejores resultados232.  

Por lo tanto, la evaluación de la heterogeneidad molecular de los tumores primarios y 
metastásicos mediante el uso de CTCs puede ser un enfoque racional, ya que las muestras 
circulantes se derivan de múltiples sitios tumorales en un paciente233. En base a la suposición 
de que diferentes clones tienen una tendencia similar a diseminar o arrojar ADN a la 
circulación, el aislamiento de CTCs podría revelar una imagen completa del paisaje genético 
de manera longitudinal y dinámica. Sin embargo, esta idea está prácticamente inexplorada 
en el CHC233. 

La heterogeneidad intertumoral e intratumoral del CHC hace que la identificación y 
verificación de las alteraciones genéticas sea un desafío. Los estudios futuros deben evaluar 
en detalle las alteraciones genéticas en diferentes regiones geográficas, dentro y entre 
diferentes tumores en pacientes individuales y cronológicamente a lo largo de la progresión 
del tumor233. Esta información aclarará los cambios genéticos evolutivos involucrados en la 
hepatocarcinogénesis y la progresión del cáncer y, por lo tanto, facilitará la identificación de 
los impulsores genéticos clave del CHC. 
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2.2.9. RECEPTOR DE ASIALOGLICOPROTEÍNA (ASGR). 

Entre los marcadores fenotípicos que destacan en la identificación y caracterización de 
células tumorales de origen hepático destaca el receptor de asialoglicoproteína (ASGR). Se 
trata de uno de los receptores de superficie que los hepatocitos expresan en mayor 
cantidad, y está involucrado en la endocitosis de glicoproteínas desialiladas presentes en el 
suero sanguíneo. Como se describe en varios estudios, se podría considerar un nuevo 
marcador para el aislamiento de CTCs de origen hepático234,235,236.  

Como se ha dicho anteriormente, ASGR es un receptor abundante específico de los 
hepatocitos que en la mayoría de los mamíferos reconoce, internaliza y elimina 
glicoproteínas a las que se les ha eliminado un ácido siálico terminal del extremo de la 
proteína y que han expuesto residuos terminales de galactosa o N-
acetilgalactosamina234,237. 

En el estudio de Li et al.234 existe inmunotinción de ASGR en tejido hepático normal, tejido 
de CHC y tejido hepático adyacente, pero no existe inmunotinción en varios tejidos 
extrahepáticos examinados (colon, pulmón, carcinoma renal y cáncer de mama), lo que 
confirma su especificidad y origen hepático. Dado que los hepatocitos normales no circulan, 
a menos que se conviertan en tumorales, las células que lo expresan en sangre son células 
de CHC circulantes234.  

El receptor de asialoglicoproteína contiene dos subunidades, el receptor de 
asialoglicoproteína 1 (ASGR1) y el receptor de asialoglicoproteína 2 (ASGR2). Ambas 
subunidades se encuentran codificadas en el cromosoma 17p13.1. Pueden formar diferentes 
formas cuaternarias, como dímeros, trímeros, tetrámeros para permitir la unión específica al 
sustrato o la endocitosis. ASGR1 es la subunidad principal y tiene 46 kDa238 y 9 exones239. 
ASGR2 es la subunidad menor y tiene 50 kDa238 y 11 exones240. 

Los receptores de asialoglicoproteínas humanos se componen de dos unidades, H1 y H2. 
Cada una de estas unidades tiene su extremo N-terminal dentro del citoplasma de una 
célula hepática y un dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) en el lado 
extracelular238 (Figura 14). El CRD funciona para unirse a asialoglicoproteínas a través de una 
interacción mediada por iones de calcio. En particular, los grupos hidroxilo de los azúcares 
terminales (generalmente galactosa) de la asialoglicoproteína forman enlaces de hidrógeno 
con el CRD del receptor de asialoglicoproteína; el posicionamiento adecuado y la facilitación 
de estos enlaces de hidrógeno se deben a la presencia de Ca2+237. 
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Figura 14. Estructura de receptor de asialoglicoproteína (ASGR). Proteína transmembrana lectina de tipo C, 
dependiente de calcio y específica de carbohidratos, presente en la membrana plasmática de los hepatocitos. 
S: ligando de asialoglicoproteínas. CRD: dominio de reconocimiento de carbohidratos. H1 y H2: unidades del 
receptor de asialoglicoproteína. Fuente: adaptado de Das S et al. Asialoglycoprotein Receptor and Targeting 
Strategies. In: Devarajan P, Dandekar P, D'Souza A. Targeted Intracellular Drug Delivery by Receptor Mediated 
Endocytosis. AAPS Advances in the Pharmaceutical Sciences Series, vol 39. Springer; 2019. p. 353–381241. 

Recientemente, se ha estudiado ASGR1 en el contexto de enfermedades 
cardiovasculares242,243, demostrando que su inhibición reduce la hipercolesterolemia y 
aterosclerosis242 debido al aumento de excreción de colesterol243. También hay estudios que 
demuestran que ASGR1 es un receptor de SARS-CoV-2244,245, hallazgo que demuestra un 
impacto previamente no apreciado del tipo de célula diana en la neutralización mediada por 
anticuerpos245. 

En el ámbito de la Hepatología, ASGR1 ha sido utilizado como diana de tratamientos. Por 
ejemplo, en el estudio de Monestier et al.246 se estudió ASGR1 para el tratamiento de la 
enfermedad de Wilson y en el trabajo de Zhang et al.247 se utilizó ASGR1 como receptor de 
proteína R-spondin mutada (RSPO F105R/F109A) para estudiar la regeneración hepática. 

En el contexto de CHC, el papel de ASGR1 como supresor tumoral fue propuesto en primer 
lugar por su interacción con LASS2 (longevity assurance homolog 2 of yeast LAG1)248. Según 
este estudio, ASGR1 interactúa directamente con LASS2. La eliminación de LASS2 atenúa los 
efectos inhibitorios de ASGR1 sobre la migración e invasión de células de CHC in vitro. ASGR1 
disminuye la actividad de la V-ATPasa en las células de CHC, y esto se revierte con la 
eliminación de LASS2. Este estudio concluye que los pacientes con CHC con niveles bajos de 
LASS2 tienen peor pronóstico, mientras que aquellos con niveles altos de ASGR1 y LASS2 
tienen mejor pronóstico248. 
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Más recientemente, ASGR1 se ha descrito como supresor tumoral regulado por la 
metilación de ADN. Según Zhu et al.249 la expresión de ASGR1 se regula negativamente en 
el CHC y se correlaciona con el tamaño, el grado y la supervivencia del tumor. Los 
experimentos de pérdida y ganancia funcional mostraron que ASGR1 suprime la progresión 
del cáncer de hígado in vivo e in vitro. En conjunto, estos resultados confirman que ASGR1 
anula la progresión del CHC al promover la unión de NLK a STAT3 e inhibir la fosforilación de 
STAT3249 (Figuras 15 y 16). Estos datos confirman los hallazgos descritos por Witzigmann et 
al.250 cuyo trabajo describe que la expresión de ASGR1 está aumentada en pacientes 
cirróticos y disminuye significativamente con el aumento del grado de CHC. 

 
Figura 15. ASGR1 inhibe la activación de STAT3 y funciona como supresor tumoral en el cáncer de hígado 
mediante la unión de la quinasa similar a Nemo (NLK). La secuenciación de ARN y la espectrometría de masas 
mostraron que ASGR1 inhibe la fosforilación de tirosina de STAT3 al interactuar con la quinasa similar a Nemo 
(NLK). NLK se unió al dominio SH2 de STAT3 de una manera dependiente de ATP y compitió con la glicoproteína 
130 (GP130), suprimiendo finalmente la fosforilación de STAT3 mediada por GP130/JAK1. ASGR1 alteró la 
fuerza de unión de NLK y STAT3 al interactuar con GP130. Además, la región del dominio de NLK fue crucial 
para unir STAT3 y frenar su fosforilación. Fuente: adaptado de Zhu X et al. Asialoglycoprotein Receptor 1 
Functions as a Tumor Suppressor in Liver Cancer via Inhibition of STAT3. Cancer Res. 2022 Nov 2;82(21):3987-
4000249. 

2.2.10. MIR-122-5P 

Los microARN (miARN) son pequeñas moléculas de ARN no codificante con una longitud 
aproximada de 23 nucleótidos. Los miARN sirven como reguladores postranscripcionales de 
la expresión génica al unirse a la región 3' no traducida del ARN mensajero (ARNm)251,252. 
La biogénesis de los miARN está controlada minuciosamente. Por lo tanto, la aparición de 
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una desregulación sutil de cualquier paso en la biogénesis de los miARN puede conducir a 
la tumorogénesis. Estudios previos han demostrado que la desregulación de miARN 
específicos contribuye a la progresión de la hepatocarcinogénesis253,254. Por lo tanto, estas 
moléculas pueden representar biomarcadores prometedores para el diagnóstico de CHC255.  

Los miARN circulantes son miARN secretados en la sangre periférica a través de exosomas o 
filtrados pasivamente de células rotas, que pueden empaquetarse en cuerpos apoptóticos, 
microvesículas (MV), partículas de lipoproteínas de alta densidad (HDL) o formar 
complejos con proteínas argonauta (AGO)256,257. La mayoría de los miARN séricos provienen 
de las células sanguíneas circulantes y algunos son liberados por las plaquetas258. Los miARN 
circulantes tienen una mayor resistencia a la degradación de la ARNasa, temperatura u otros 
factores externos, que los miARN tisulares, ya que están empaquetados por estas bicapas 
lipídicas y forman complejos con proteínas257. Chen et al. describieron que los niveles de 
miARN en suero son estables, reproducibles y consistentes entre individuos de la misma 
especie259. 

En la actualidad, cada vez más investigadores prestan atención a la función de los miARN 
circulantes en las enfermedades hepáticas. La mayoría de los indicadores estudiados se 
utilizan para distinguir a las personas sanas de los pacientes con CHC, pero no para 
diferenciar entre CHC y grupos de alto riesgo, como pacientes con cirrosis hepática u otras 
enfermedades hepáticas. Por lo tanto, se necesita más evidencia experimental260. 

Entre los marcadores existentes para la caracterización genética de las CTCs, destaca el miR-
122, un microARN involucrado en múltiples procesos fisiológicos hepáticos y transformación 
maligna hepatocitaria261.  

El miR-122-5p se ha relacionado con la supresión de la proliferación celular y su regulación 
positiva con la represión de la EMT por la vía de señalización Wnt/β-catenina a través de 
Snail ½ (Figura 16)262. Su regulación negativa tanto en pacientes con CHC como en líneas 
celulares de CHC tiene una correlación inversa con la expresión de ciclina G1263. Jin et al. 
describieron que el miR-122-5p junto con otros cuatro miRNAs circulantes son una 
herramienta diagnóstica de CHC264 y recientemente, se ha demostrado su papel pronóstico 
en el estudio de Wang et al. donde la supervivencia de los pacientes con CHC fue mayor en 
aquellos con mayor expresión de miR-122-5p265. 

En la Figura 16 se esquematiza la función de supresión tumoral de ASGR1 y miR-122-5p en el 
CHC.  
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Figura 16. Función de supresión tumoral de ASGR1 y miR-122-5p. En la parte izquierda de la figura se observa 
como la interacción de ASGR1 con la quinasa similar a Nemo (NLK) inhibe la fosforilación de tirosina de STAT3, 
impidiendo la progresión de cáncer de hígado. En la parte derecha de la figura se representa como miR-122-5p 
actúa inhibiendo la vía de señalización Wnt/β-catenina, Snail1 y 2, reprimiendo así la transición epitelio-
mesénquima y la progresión tumoral. Fuente: elaboración propia. 
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3. HIPÓTESIS 

La presencia de ciertos niveles de CTCs y de sus características fenotípicas y/o genéticas en 
la sangre periférica de pacientes con hepatocarcinoma constituye un factor de mal 
pronóstico que se asocia al estado de extensión de la enfermedad y por tanto, a la aparición 
de recidivas y a peores tasas de supervivencia. 

Poco se sabe de lo que ocurre en la etapa pretumoral. La caracterización genética y 
fenotípica de las CECs en etapa pretumoral y de las CTCs en etapa tumoral permitirá 
detectar diferentes subpoblaciones de células, estratificando a los pacientes con riesgo de 
desarrollar CHC e identificando aquellos pacientes con mayor riesgo y que podrían 
beneficiarse de un seguimiento más estrecho con el objetivo de llevar a cabo un diagnóstico 
precoz, accediendo así a tratamientos con intención curativa.  

La identificación de diferentes subpoblaciones de CECs/CTCs también tendrá una importante 
implicación a nivel de pronóstico y a lo largo del seguimiento post-tratamiento para detectar 
la aparición de recidivas.  

Dada la función de supresión tumoral de ASGR1 y miR-122-5p explicada en los apartados 2.9 
y 2.10 respectivamente, la caracterización fenotípica de las células mediante la expresión 
positiva de ASGR1 permitirá identificar el origen hepático de las mismas y la caracterización 
genética mediante la expresión positiva de miR-122-5p permitirá identificar daño hepático. 
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4. OBJETIVOS 

El objetivo general consiste en determinar el valor pronóstico de la detección y 
caracterización de CECs en pacientes con CHC y en pacientes con cirrosis hepática sin CHC. 

Los objetivos específicos son: 

1. Usar el receptor de asialoglicoproteína 1 (ASGR1) y el miR122-5p como marcadores para 
la caracterización de CECs  procedentes de pacientes con CHC. 

1.1. Identificar el origen hepático de las CECs. 

1.2. Caracterizar fenotípicamente las CECs usando ASGR1 como marcador específico 
del hígado. 

1.3. Caracterizar genéticamente las CECs para la expresión de miR-122-5p como 
marcador específico del hígado. 

2.  Determinar si los niveles de CECs en pacientes con CHC: 

2.1  En pacientes susceptibles de ser operados: antes y después de la cirugía se 
asocian con la aparición de recidivas. 

2.2 En pacientes no operables definen la progresión de la enfermedad y la 
supervivencia global. 

3. Determinar si la caracterización genética y fenotípica de CECs ayudaría a estratificar el 
riesgo de desarrollar CHC en pacientes cirróticos. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1. DISEÑO 

Estudio observacional prospectivo de cohortes en el que se incluyeron a pacientes 
diagnosticados de hepatocarcinoma y a pacientes con cirrosis hepática sin 
hepatocarcinoma (reclutados entre septiembre de 2017 y septiembre de 2020), a los que se 
les hicieron determinaciones seriadas de los niveles de CTCs tras la aprobación por el 
Comité Ético de Investigación (CEI) de Granada (Anexo I). 

En estos pacientes se realizó un seguimiento de al menos 3 años y máximo 5 años (para 
todos aquellos que alcanzaron tal supervivencia) o de una duración igual a su supervivencia 
(si salieron del estudio por diferentes causas) y en ellos además de las exploraciones clínicas 
e instrumentales estándar, se realizaron determinaciones de CTCs en los siguientes tiempos: 

 Grupo 1 (Quirúrgico): muestra basal, 1 mes post-cirugía, 6 meses post-cirugía, 12 
meses post-cirugía. 

 Grupo 2 (No quirúrgico): muestra basal, 1 mes post muestra basal, 6 meses post 
muestra basal, 12 meses post muestra basal. 

 Grupo 3 (Cirrosis hepática): muestra basal. 

5.2. POBLACIÓN DE ESTUDIO 

 Grupo 1: Pacientes con diagnóstico de hepatocarcinoma y que no habían recibido 
tratamiento previo, que fueron sometidos a tratamiento quirúrgico con intención 
curativa entre septiembre de 2017 y septiembre de 2020, en el Hospital Universitario 
Clínico San Cecilio (Granada) y Hospital Virgen de las Nieves (Granada).  

 Grupo 2: Pacientes con diagnóstico de hepatocarcinoma no sometidos a cirugía que 
recibieron otros tratamientos tras la extracción basal en el Hospital Universitario 
Clínico San Cecilio (Granada) y  Hospital Virgen del Rocío (Sevilla). 

 Grupo 3: Pacientes con cirrosis hepática sin diagnóstico de hepatocarcinoma 
sometidos a cribado de hepatocarcinoma con ecografía abdominal cada 6 meses en 
el Hospital Universitario Clínico San Cecilio (Granada). 

Ajustándose a los siguientes criterios de inclusión y exclusión: 

Criterios de inclusión:  

 Para los grupos 1 y 2: pacientes diagnosticados de CHC no tratado previamente, en 
cualquier estadio BCLC. 

 Para el grupo 3: pacientes diagnosticados de cirrosis hepática Child Pugh A sin CHC 
en seguimiento en programa de cribado con ecografía cada 6 meses. 

 Para todos los grupos: mayores de 18 años. 
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 Para todos los grupos: firma de consentimiento informado (Anexos II y III). 

Criterios de exclusión: 

 Para los grupos 1 y 2: pacientes con CHC tratado previamente. 

 Para el grupo 3: pacientes con CHC y pacientes con cirrosis hepática Child Pugh B y C. 

 Para todos los grupos: menores de 18 años. 

 Para todos los grupos: rechazo de consentimiento informado. 

5.3. TAMAÑO MUESTRAL 

Se reclutaron un total de 113 pacientes: 

 42 pacientes con cirrosis hepática sin hepatocarcinoma (CH) en estadio Child Pugh A, 
sometidos a cribado ecográfico de hepatocarcinoma cada 6 meses. 

 71 pacientes con CHC que no habían recibido tratamiento previamente (62 con 
cirrosis hepática). De estos 71 pacientes, 16 fueron sometidos a tratamiento 
quirúrgico (resección o THO) y 55 fueron sometidos a otros tratamientos no 
quirúrgicos (radiofrecuencia, TACE, tratamiento sistémico, paliativos). 

Los 113 pacientes se distribuyeron en 3 cohortes para el análisis de las CECs (Figura 17): 

 Cirróticos (CH): 42 pacientes. 

 Hepatocarcinomas en estadio temprano (CHCt) con BCLC 0 y A al diagnóstico: 30 
pacientes. 

 Hepatocarcinomas en estadio avanzado (CHCa) con BCLC B, C y D al diagnóstico: 41 
pacientes. 

 
Figura 17. Pacientes incluidos en el estudio y procedencia. CH: cirrosis hepática. CHC: hepatocarcinoma. CHCt: 
hepatocarcinoma en estadio temprano (BCLC 0 y A). CHCa: hepatocarcinoma en estadio avanzado (BCLC B, C y 
D). 
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5.4. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS 

5.4.1. AISLAMIENTO DE CECs 

Se extrajeron muestras de sangre periférica (15 ml) en tubos vacutainer K2-EDTA a los 
pacientes incluidos en el estudio. Las muestras de sangre fueron procesadas en las 4 horas 
posteriores a su extracción en el laboratorio de Biopsia Líquida e Intercepción del Cáncer del 
centro Genyo. 

El enriquecimiento celular se realizó mediante selección inmunomagnética positiva. Las 
muestras se enriquecieron con células mononucleares periféricas usando centrifugación por 
gradiente de densidad con Ficoll-Histopaque®-1119. Las CECs se permeabilizaron con 
solución de permeabilización y fijación. Posteriormente se aislaron utilizando Carcinoma Cell 
Enrichment Kit (130-060-301, Miltenyi Biotec) según describen Nadal et al266. Las CECs 
aisladas tras centrifugación se colocaron sobre portaobjetos de vidrio tratados con poli-L-
lisina usando un cytospin (Hettich) para la caracterización fenotípica y genética (se preparó 
un portaobjetos de vidrio por cada 7,5 ml de sangre periférica de cada paciente para realizar 
dobles caracterizaciones cuando fuera posible, en concreto, para el marcaje de CK se utilizó 
un anticuerpo pan-anti-citoqueratina). 

5.4.2. CUANTIFICACIÓN DE CECs Y CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA MEDIANTE 
DETECCIÓN DE ASGR1 

La especificidad del anticuerpo para ASGR1 se evaluó en la línea celular tumoral 
hepatocelular HEPG2 (referencia 85011430, lote. 2440) obtenida por el Centro de 
Instrumentación Científica (CIC) de la Universidad de Granada. Las células se cultivaron en 
medio MEM con sales de Earle, con L-glutamina (Biowest) con 10% Suero Bovino Fetal (FBS), 
1%, piruvato sódico y 1% aminoácidos no esenciales (Biowest). La línea celular epitelial 
alveolar primaria hAELVi (InSCREENeX GmbH) se usó como control negativo para la 
expresión de ASGR1 como se indica en el atlas de proteínas humanas y se cultivó en un 
medio específico huAEC Medium (Inscreenex) con 10% Suero Bovino Fetal (FBS) siguiendo 
las instrucciones de la casa comercial. Ambas líneas celulares se incubaron en un ambiente 
humidificado a 5% CO2 y a 37ºC. Una vez alcanzado un 80% de confluencia, las células se 
sub-cultivaron siguiendo los procedimientos estándares de la Unidad de Cultivos Celulares 
del centro Genyo. Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de un donante 
sano se utilizaron como control negativo para ambos anticuerpos, CK y ASGR1 (Figura 18). 
Ambas líneas celulares se analizaron mediante STR para el ensayo de autenticidad celular y 
se descartó contaminación por micoplasma. Todos los experimentos se realizaron por 
duplicado. 

Posteriormente, las CECs aisladas de los pacientes se enumeraron y caracterizaron 
utilizando doble inmunocitoquímica con tinción cromogénica para CK seguida de detección 
fluorescente para ASGR1. La detección de CK se realizó utilizando Carcinoma Cell Kit de 
detección (130-060-301, Miltenyi Biotec) según Nadal et al266. Las CECs de pacientes con CHC 
y cirrosis hepática se bloquearon con suero de cabra al 10% y suero FcR al 1,5% en solución 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     74 
 

de tinción celular durante 45 minutos y fueron incubadas con el anticuerpo primario de 
conejo anti-ASGR1 diluido 1/100 (Atlas Antibodies Cat# HPA012852, Merck) en suero de 
cabra al 1% durante la noche. Para la visualización de ASGR1, se añadieron 10 µg de 
anticuerpo secundario AlexaFluor 633 anti-conejo (A-21070, Thermo Fisher Scientific) y se 
incubó durante 20 minutos. Finalmente, los portaobjetos se montaron utilizando 4 µg de 
Hoechst 33342 (Thermo Fisher Scientific) y SlowFade™ Gold Antifade (S36936, Thermo 
Fisher Scientific). La enumeración y caracterización celular se realizó en un microscopio láser 
confocal (Zeiss LSM 710) y se tomaron fotografías usando un objetivo de inmersión en aceite 
×60. Las CECs se informaron como CECCK+/ASGR1+ (para tinción ASGR1 positiva) o CECCK+/ASGR1− 

(para tinción ASGR1 negativa). 

 
Figura 18. Ensayo de especificidad del anticuerpo anti-ASGR1. Se utilizaron células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) de individuos sanos como controles negativos para CK y ASGR1. Se utilizó la línea celular 
epitelial alveolar hAELVi como control negativo para la tinción de anticuerpos ASGR1 (con Alexa Fluor 633) y 
control positivo para el marcador epitelial CK (visualizado usando FR: FastRed). La línea celular de CHC (HEPG2) 
muestra tinción positiva de ambos marcadores, CK y ASGR1. Hoescht se utilizó como tinción nuclear. 

5.4.3. CARACTERIZACIÓN GENÉTICA DE LAS CECs MEDIANTE INMUNOFISH 

Como prueba de concepto, se seleccionaron 5 pacientes positivos para CECs pertenecientes 
a cada cohorte: 5 cirróticos (CH), 5 CHC en estadio temprano (CHCt) y 5 CHC en estadio 
avanzado (CHCa). Para cada paciente, en un segundo portaobjetos de vidrio se realizó la 
caracterización genética por inmunoFISH para la caracterización de la expresión de miR-
122-5p, usando una modificación del protocolo previamente estandarizado en nuestro 
grupo267.  

Este procedimiento no fue realizado en todos los pacientes debido a: disponibilidad 
insuficiente de muestra, dificultades en la combinación de tinción de cromógenos con 
detección de fluorescencia y por motivos financieros.  
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En pacientes positivos para CECs, se realizó hibridación fluorescente in situ (FISH) para 
miR-122-5p en combinación con inmunofluorescencia con CK para determinar el daño 
hepático de las CECs. Las CECs se aislaron como se indica en el apartado 4.1. 
Posteriormente, se trataron con pepsina al 0,1% filtrada (Merck) en HCL 10 mM durante 1 
minuto a 37°C, se lavaron dos veces con PBS al 1X y luego se hibridaron durante 1 hora a 
57°C con la sonda de detección de miARN miRCURY LNA para miR-122-5p (Qiagen, 
Cat#339453) según el protocolo del fabricante. La sonda U6 se usó como control positivo 
para la técnica. Después de aumentar los lavados de resistencia con SSC, las muestras se 
bloquearon (PBS 1X, 0.1% Tween-20, 2% suero de cabra, 1% BSA) e incubaron con el 
anticuerpo anti-digoxigenina (Roche, Cat#11093274910) durante 1 hora a temperatura 
ambiente. Después de varios lavados con PBS 1X, 0,1% Tween-20, las muestras se tiñeron 
usando el sustrato prefiltrado FastRed durante 1,5 horas a 30°C. La tinción se terminó 
añadiendo el tampón KTBT. Posteriormente, se realizó la inmunofluorescencia para la 
citoqueratina-FITC. En la Figura 19 se muestran los controles internos para la especificidad 
de las sondas y la metodología. 

 

Figura 19. Experimentos de control ImmunoFISH utilizando sondas LNA. Las células epiteliales alveolares 
hAELVi se utilizaron como control negativo para LNA-miR-122-5p y como control positivo para LNA-U6 (ambas 
sondas visualizadas con FastRed (FR)). La CK se tiñó con FITC (verde). La línea celular del carcinoma 
hepatocelular (HEPG2) muestra tinción positiva de ambos marcadores, CK y miR-122-5p, mientras que la línea 
celular hAELVi muestra tinción negativa para miR-122-5p. Hoescht se utilizó como tinción nuclear. Nota: Las 
sondas LNA se muestran en el eje “y” de la figura, ya que son diferentes para cada experimento. 

5.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis descriptivo de las variables se realizó mediante el software IBM SPSS Statistics 
2019. Para las variables numéricas, se calcularon las medidas de tendencia central y 
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dispersión; y para las variables cualitativas, también se calcularon frecuencias absolutas y 
porcentajes.  

Para contrastar la normalidad de los datos se realizó la prueba de Shapiro-Wilks. Se realizó 
un análisis bivariado para detectar posibles factores relacionados con las variables 
principales. Para las variables numéricas se aplicó la prueba de la t de Student en las 
muestras independientes o Mann-Whitney en casos no paramétricos. Para las variables 
cualitativas se aplicó la prueba Chi cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fisher. Para 
cada variable, se calculó la odds ratio y su intervalo de confianza al 95%.  

Con los resultados que fueron estadísticamente significativos, se propuso un modelo de 
regresión logística multivariante para predecir qué factores influyeron en la variable de 
estudio. El método de selección de variables se realizó por pasos sucesivos hacia atrás, 
eliminando en cada paso aquellas variables que no influían significativamente en el modelo, 
aplicando la prueba de razón de verosimilitud (likelihood ratio). Para evaluar la validez del 
ajuste del modelo se calculó el estadístico de Hosmer Lemeshow y las tasas de 
supervivencia, la supervivencia global (SG) y la supervivencia libre de progresión (SLP) se 
representaron como curvas de Kaplan Meier. El nivel de significación estadística 
considerado para los contrastes fue p < 0,05. Los gráficos se crearon con GraphPad. 

5.6. FINANCIACIÓN 

Este estudio fue financiado por la Consejería de Salud de la Junta de Andalucía con el 
código PC-0522-2016-0522. Fue aprobado por el CEI de Granada (Código PC-0267-2017, 
Anexo I) y cuenta con consentimiento informado firmado por los pacientes incluidos 
previamente a la extracción de las muestras (Anexo II y III). 
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6. RESULTADOS 

6.1. DESCRIPCIÓN Y ANÁLISIS DE LAS CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DE LA 
COHORTE A ESTUDIO 

La cohorte a estudio incluyó 113 individuos, de los cuales 42 (37,17%) tenían cirrosis 
hepática (CH) sin CHC y 71 (62,83%) CHC. De los 71 pacientes con CHC, el 12,68% no tenían 
antecedentes de cirrosis hepática. 

Los pacientes del estudio fueron mayoritariamente hombres (79,65%) siendo esta variable 
estadísticamente significativa (p<0,001). La mayor parte de los pacientes del estudio eran de 
raza caucásica excepto el 1,77% (2/113) con CHC, que eran de raza negra. 

Los 113 pacientes tenían una edad comprendida entre 32 y 86 años cuando fueron incluidos 
en el estudio. La edad media en el grupo de cirróticos fue de 66±9 años y en el grupo de 
CHC fue de 66±10 años. En cuanto a la edad de diagnóstico de cirrosis hepática, los 
pacientes tenían una edad comprendida entre 40 y 86 años, con una edad media de 
diagnóstico de cirrosis en el grupo de cirróticos de 61±10 años y de 62±11 años en el grupo 
de CHC. 

La etiología de la cirrosis más frecuente en los pacientes de nuestro estudio fue secundaria 
al alcohol (35,40% del total de pacientes, 28,57% de los CH y 39,44% de los CHC), seguida de 
la infección por VHC en el 31,86% de los pacientes (47,62% de los CH y 22,54% de los CHC), 
siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p=0,045).  

En cuanto a los factores de riesgo cardiovascular (FRCV), cabe destacar que el 46,02% de los 
pacientes eran fumadores, el 50,44% eran hipertensos, el 30,09% tenían diabetes mellitus y 
el 12,39% tenían hipercolesterolemia. 

Todos los pacientes del grupo de cirróticos tenían una función hepática clase A según la 
escala de Child Pugh, mientras que en el grupo de CHC el 71,64% eran Child Pugh A, el 
22,39% Child Pugh B y el 5,97% Child Pugh C. Estos resultados fueron estadísticamente 
significativos (p<0,0001). En 6 pacientes del estudio (2 CH y 4 CHC) no se calculó la función 
hepática mediante la escala Child Pugh por estar tomando sintrom. 

En el análisis univariante de parámetros de función hepática se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en los niveles de bilirrubina total (p=0,034), albúmina 
(p<0,001) y actividad de protrombina (p<0,001). También se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en los niveles de AFP basales (p<0,001).  

El análisis multivariante de las características clínicas de los pacientes no obtuvo resultados 
relevantes. 

En la Tabla 8 se resumen las características clínicas de los pacientes del estudio. 
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LA COHORTE 
 CH sin CHC n=42 CHC n=71 Valor p 
Sexo, n(%) 
Mujer 
Hombre 

 
16 (38,10%) 
26 (61,90%) 

 
7 (9,90%) 
64 (90,10%) 

<0,001*** 

Edad, media±DE 
Mujer 
Hombre 

66±9 
67±9 
64±9 

66±10 
63±11 
66±10 

0,784 

Años Dx cirrosis, media±DE 
Mujer 
Hombre 

61±10 
63±10 
59±10 

62±11 
63±13 
62±11 

0,529 

Etiología cirrosis hepática, n (%) 
Alcohol 
VHC 
Alcohol+VHC 
VHB 
Alcohol+VHB 
EHGNA 
Hepatitis autoinmune 
Hemocromatosis 
Desconocida 

 
12 (28,57%) 
20 (47,62%) 
1 (2,38%) 
1 (2,38%) 
0 (0%) 
3 (7,14%) 
4 (9,52%) 
1 (2,38%) 
0 (0%) 

 
28 (39,44%) 
16 (22,54%) 
9 (12,68%) 
5 (7,04%) 
1 (1,41%) 
2 (2,82%) 
0 (0%) 
1 (1,41%) 
9 (12,68%) 

0,021** 
 
 

FRCV, n (%) 
Tabaco 
HTA 
DM 
Hipercolesterolemia 
Hipotiroidismo 
Hiperuricemia 

 
8 (19,05%) 
24 (57,14%) 
12 (28,57%) 
6 (14,29%) 
3 (7,14%) 
1 (2,38%) 

 
44 (61,97%) 
33 (46,48%) 
22 (30,99%) 
8 (11,27%) 
2 (2,82%) 
2 (2,82%) 

0,011** 

Niveles bilirrubina mg/dL, media±DE 
Mujer 
Hombre 

0,96±0,38 
0,90±0,44 
1,0±0,34 

1,70±2,82 
1,16±1,89 
1,76±2,91 

0,034** 

Niveles albúmina g/dL, media±DE 
Mujer 
Hombre 

4,10±0,40 
3,90±0,40 
4,20±0,30 

3,70±0,60 
3,70±0,70 
3,70±0,60 

<0,001*** 

Nº Plaquetas 106/L, media±DE  
Mujer 
Hombre 

146,524±78,641 
151,125±69,214 
143,692±85,125 

152,052±103,980 
173,957±172,546 
149,656±95,491 

0,767 

INR, media±DE 
Mujer 
Hombre 

1,13±0,35 
1,26±0,54 
1,05±0,12 

1,23±0,32 
1,12±0,18 
1,25±0,33 

0,116 

Act de protrombina %, media±DE 
Mujer 
Hombre 

90±21 
84±27 
94±16 

77±18 
83±77 
77±18 

<0,001*** 

AFP basal ng/mL, media±DE 
Mujer 
Hombre 

6,13±16,65 
11,15±27,64 
3,32±1,38 

1.111,62±4.685,08 
5.333,91±13.330,00 
619,03±2.030,34 

<0,001*** 

Child Pugh, n (%) 
A (5-6) 
B (7-9) 
C (10-15) 

 
40 (100%) 
0 
0 

 
48 (71,64%) 
15 (22,39%) 
4 (5,97%) 

<0,0001*** 

Tabla 8.  Características clínicas de los pacientes del estudio. Las abreviaturas son: CH, cirrosis hepática; CHC, 
carcinoma hepatocelular; n, número de individuos; DE, desviación típica o estándar; Dx, diagnóstico; VHC, virus 
de la hepatitis C; VHB, virus de la hepatitis b; EHGNA, enfermedad del hígado graso no alcohólica; FRCV, 
factores de riesgo cardiovascular; HTA, hipertensión arterial; DM, diabetes mellitus; Nº, número; INR, índice 
internacional normalizado; Act, actividad; AFP, alfa-fetoproteína. Para los análisis cuantitativos, se usaron las 
pruebas t-student y Mann-Whitney dependiendo de la normalidad de los datos. Para los datos cualitativos, se 
utilizó Chi-Cuadrado excepto en aquellos casos con menos del 20% de los datos con frecuencias esperadas 
menores a 5, en cuyo caso, se utilizó la prueba de Fisher. 
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En el grupo de cirróticos ningún paciente tenía antecedentes personales oncológicos 
mientras que en el grupo de CHC el 15,49% (11/71) tenían antecedente personal de otros 
cánceres diferentes al CHC. No se observaron diferencias relevantes en sus CECs en la 
muestra basal al diagnóstico de CHC. Los antecedentes personales oncológicos se resumen 
en la Tabla 9. 

ANTECEDENTES PERSONALES ONCOLÓGICOS 

Tumor primario antes del CHC 
1 cáncer renal células claras 
1 adenocarcinoma de colon 
1 adenocarcinoma de colon 
1 adenocarcinoma de colon 
2 adenocarcinoma de próstata 
1 cáncer basocelular nasal 
1 cáncer vesical 

Nº CECs y fenotipo en muestra basal 
3 CECs ASGR1- 
No CECs 
2 CECs ASGR1+ 
4 CECs ASGR1- y 1 CEC ASGR1+ 
1 CEC ASGR1+ 
2 CECs ASGR1- 
3 CECs ASGR1+ 

Tumor primario posterior al CHC 
1 adenocarcinoma de pulmón 
1 adenocarcinoma de pulmón 
1 carcinoma epidermoide cervical 

Nº CECs y fenotipo en muestra basal 
No CECs 
1 CEC ASGR1- y 1 CEC ASGR1+ 
5 CECs ASGR1- 

Tabla 9. Antecedentes personales oncológicos de los pacientes del grupo de hepatocarcinoma y CECs en 
muestra basal. Las abreviaturas son: CHC, hepatocarcinoma; Nº, número; CECs, células epiteliales circulantes; 
ASGR1, receptor de asialoglicoproteína 1. 

El 64,79% (46/71) de los pacientes con CHC de nuestro estudio se encontraban 
asintomáticos en el momento del diagnóstico. El dolor abdominal fue el síntoma más 
frecuente, presente en el 18,31% (13/71) de los CHC. Ver Tabla 10.  

SINTOMATOLOGÍA AL DIAGNÓSTICO DE CHC (n=71) 

Asintomáticos, n (%) 46 (64,79%) 
Dolor abdominal, n (%) 13 (18,31%) 

Descompensación ascítica, n (%) 7 (9,86%) 
Síndrome constitucional, n (%) 4 (5,63%) 

Ictericia, n (%) 1 (1,41%) 

Tabla 10. Sintomatología al diagnóstico de hepatocarcinoma. Las abreviaturas son: CHC, hepatocarcinoma; n, 
número de individuos. 

El diagnóstico definitivo de CHC precisó la realización de TC y RM dinámicas en el 39,44% 
(28/71) de los pacientes para el diagnóstico y estadificación definitivos. Cabe destacar que 
en el 8,45% (6/71) de los pacientes pacientes con CHC fue preciso el diagnóstico mediante 
biopsia de la lesión, al no tener en las pruebas de imagen un patrón específico de CHC. La 
localización del CHC más frecuente fue el lóbulo hepático derecho en el 52,11% (37/71) y la 
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mayor parte de los pacientes (97,18%, 69/71) tenían CHC nodular, presentando el 56,52% 
(39/69) un nódulo único. El 47,89% (34/71) de los pacientes cumplían los criterios de Milán y 
solo el 2,82% (2/71) tenían metástasis extrahepática de localización pulmonar en el 
momento del diagnóstico. Ver Tabla 11. 

DIAGNÓSTICO Y ESTUDIO DE EXTENSIÓN DE CHC (n=71) 

Técnica diagnóstica definitiva, n (%) 
TC dinámico 
RM dinámica 
TC + RM dinámicos 
Biopsia de lesión 

 
22 (30,99%) 
15 (21,13%) 
28 (39,44%) 

6 (8,45%) 
Localización, n (%) 
LHD 
LHI 
Bilobar 

 
37 (52,11%) 
18 (25,35%) 
16 (22,54%) 

Forma de presentación, n (%) 
Nodular 
Difuso 

 
69 (97,18%) 

2 (2,82%) 
Nº nódulos, n (%) 
Nódulo único 
< 3 nódulos 
> 3 nódulos 

 
39 (56,52%) 
15 (21,74%) 
15 (21,74%) 

Diámetro nódulo principal, n (%) 
< 5 cm 
> 5 cm 
> 10 cm 

 
37 (53,62%) 
20 (28,99%) 
12 (17,39%) 

Invasión vascular, n (%) 
No  
Si 

 
64 (90,14%) 

7 (9,86%) 
Trombosis portal, n (%) 
No  
Si 

 
69 (97,18%) 

2 (2,82%) 
Metástasis extrahepática, n (%) 
No  
Si 

 
69 (97,18%) 

2 (2,82%) 

Tabla 11. Técnicas para el diagnóstico definitivo de hepatocarcinoma y estudio de extensión locorregional y a 
distancia. Las abreviaturas son: CHC, hepatocarcinoma; n, número de individuos; TC, tomografía axial 
computarizada; RM, resonancia magnética; LHD, lóbulo hepático derecho; LHI, lóbulo hepático izquierdo; Nº, 
número. 
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Teniendo en cuenta la carga tumoral, la función hepática y el estado general de los 
pacientes, se estadificaron según la clasificación BCLC (Tabla 12), siendo la mayoría BCLC A 
(39,44%) y BCLC B (29,58%). 

ESTADIFICACIÓN CHC (n=71) 

BCLC 0, n (%) 2 (2,82%) 
BCLC A, n (%) 28 (39,44%) 
BCLC B, n (%) 21 (29,58%) 
BCLC C, n (%) 11 (15,49%) 
BCLC D, n (%) 9 (12,68%) 

Tabla 12. Estadificación según clasificación Barcelona Clínic Liver Cancer (BCLC). Las abreviaturas son: CHC, 
hepatocarcinoma; n, número de individuos. 

En cuanto al tratamiento recibido, solo el 22,54% (16/71) de los pacientes se realizaron 
tratamiento quirúrgico con intención curativa, de los cuales el 68,75% (11/16) fueron 
sometidos a THO. El 63,38% (45/71) de los pacientes recibieron otros tratamientos no 
quirúrgicos con intención de prolongar la supervivencia, siendo la TACE el tratamiento más 
frecuente (66,67%, 30/45). El 14,08% (10/71) de los pacientes recibieron únicamente 
tratamiento para el control de los síntomas ante la imposibilidad de administrar otros 
tratamientos. El tratamiento de los pacientes con CHC del estudio se resume en la Tabla 13. 

La respuesta al tratamiento recibido se evaluó mediante TC o RM dinámicas y se resume en 
la Tabla 13. Cabe destacar que el 25% (4/16) de los pacientes operados sufrieron recidiva 
tumoral y el 80% (36/45) de los no operados progresión tumoral. Sólo el 4,44% (2/45) de 
los pacientes no intervenidos quirúrgicamente presentaron regresión tumoral. 

En el grupo de 42 pacientes con cirrosis hepática, durante el seguimiento mediante cribado 
con ecografía abdominal cada 6 meses, el 7,14% (3/42) fueron diagnosticados de CHC: 

 2 pacientes fueron diagnosticados de CHC BCLC A con tumores únicos menores de 3 
cm a los 45 y 21 meses de la extracción de la muestra basal. Se les realizó resección 
hepática sin signos de recidiva tumoral en las pruebas de imagen de control. Estos 
dos pacientes no tenían CECs en la muestra basal extraída. 

 1 paciente se diagnosticó de CHC BCLC B con tumor único de 6,5 cm a los 21 meses 
de la extracción de la muestra basal. Fue tratado mediante TACE, sin recidiva 
tumoral en prueba de imagen de control. Este paciente tenía CECsCK+ASGR1+ en la 
muestra basal extraída. 

Al finalizar el seguimiento de la cohorte, el 59,98% (61/113) de los pacientes estaban vivos 
y el 44,25% (50/113) habían fallecido. La edad de éxitus estuvo comprendida estre los 33 y 
los 87 años con una media de 68±8 años. En el grupo de CHC, el 81,82% (45/55) de los 
pacientes que no habían recibido tratamiento quirúrgico con intención curativa fallecieron, 
el 68,89% (31/45) debido a la progresión tumoral y el 20% (9/45) debido a complicaciones de 
la cirrosis hepática. Sin embargo, el 75% (12/16) de pacientes que recibieron tratamiento 
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quirúrgico estaban vivos, solo 3 pacientes fallecieron como consecuencia de recidiva 
tumoral. En la Tabla 14 se detalla el estado de los pacientes al finalizar el seguimiento. 
También se describe la media de días entre la fecha de diagnóstico de CH o CHC y el éxitus 
según las diferentes causas de éxitus, destacando una supervivencia de 419 ± 280 días en los 
pacientes fallecidos por progresión tumoral (ver Tabla 14). Cabe destacar que las 
diferencias de supervivencia fueron estadísticamente significativas entre el grupo de CH y 
CHC (p < 0,0001) y entre los CHC sometidos a tratamiento quirúrgico y no quirúrgico o 
paliativo (p < 0,0001). 

TRATAMIENTO CHC (n=71) RESPUESTA A TRATAMIENTO (n=71) 

Tratamiento quirúrgico, n (%) 
Resección hepática 
THO 
 

16 (22,54%) 
5 (31,25%) 

11 (68,75%) 

Sin recidiva, n (%) 
Resección hepática 
THO 
Recidiva, n (%) 
Resección hepática 
THO 

12 (75%) 
2 (16,67%) 

10 (83,33%) 
4 (25%) 
3 (75%) 
1 (25%) 

Tratamiento no quirúrgico, n (%) 
Radiofrecuencia 
TACE 
Sorafenib 

45 (63,38%) 
5 (11,11%) 

30 (66,67%) 
10 (22,22%) 

Regresión tumoral, n (%) 
Radiofrecuencia 
TACE 
Sorafenib 
Lesión estable, n (%) 
Radiofrecuencia 
TACE 
Sorafenib 
Progresión tumoral, n (%) 
Radiofrecuencia  
TACE 
Sorafenib 

2 (4,44%) 
0 (0%) 

1 (50%) 
1 (50%) 

7 (15,56%) 
1 (14,29%) 
6 (85,71%) 

0 (0%) 
36 (80%) 

4 (11,11%) 
23 (63,89%) 

9 (25%) 
Tratamiento control de 
síntomas, n (%) 

10 (14,08%) No procede, n (%) 10 (100%) 

Tabla 13. Tratamiento realizado a los pacientes con hepatocarcinoma y respuesta al mismo evaluada 
mediante TC o RM dinámicas. Las abreviaturas son: CHC, hepatocarcinoma; n, número de individuos; THO, 
trasplante hepático ortotópico; TACE, quimioembolización transarterial (del inglés: transarterial 
chemoembolization). 
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ESTADO DE LA COHORTE AL FINALIZAR SEGUIMIENTO (n=113) 

Grupo CH (n=42) 
Vivos, n (%) 
Fallecidos, n (%) 
Infección respiratoria, n (días SV) 

41 (97,62%) 
1 (2,38%) 
1 (2.036) 

Grupo CHC (n=71) 
Tratamiento Qx (n=16) 
Vivos, n (%) 
Fallecidos, n (%) 
Recidiva tumoral, n (media días SV ± DE) 
Autolisis, n (días SV) 

 
12 (75%) 
4 (25%) 

3 (656 ± 321) 
1 (1.546) 

Tratamiento no Qx o paliativo (n=55) 
Estado desconocido, n (%) 
Vivos, n (%) 
Fallecidos, n (%) 
Progresión tumoral, n (media días SV ± DE) 
Complicaciones CH, n (media días SV ± DE) 
Infecciones respiratorias, n (media días SV ± DE) 
Insuficiencia cardíaca, n (días SV) 

 
2 (3,64%) 

8 (14,54%) 
45 (81,82%) 

31 (419 ± 280) 
9 (490 ± 165) 
4 (550 ± 288) 

1 (982) 

Tabla 14. Estado de los pacientes de la cohorte al finalizar el seguimiento. Las abreviaturas son: CH, cirrosis 
hepática, n, número de individuos; CHC, hepatocarcinoma; SV, supervivencia; Qx, quirúrgico; DE, desviación 
típica o estándar. Nota: para los fallecidos se han calculado los días desde el diagnóstico de CH hasta el éxitus 
en el grupo de CH y la media de días y desviación estándar desde el diagnóstico de CHC hasta el éxitus en el 
grupo de CHC. 

6.2. CARACTERIZACIÓN DE CÉLULAS EPITELIALES CIRCULANTES EN PACIENTES CON 
CIRROSIS HEPÁTICA Y HEPATOCARCINOMA 

Se detectaron CECs en 78 pacientes (69,03%), siendo significativamente más frecuente en 
pacientes con CHC (54/71; 76,05%) que en pacientes sin CHC (24/42; 57,14%) (p=0,023). 
Destaca la heterogeneidad fenotípica de las CECs en base a ASGR1 tanto intra como 
interindividualmente. En particular, se identificaron dos fenotipos: ASGR1 positivo 
(CK+/ASGR1+) y negativo (CK+/ASGR1−), con diferentes intensidades y tamaños (ver Figura 
20). No se observaron diferencias significativas entre los fenotipos ASGR1 positivo (46/78; 
58,97%) y ASGR1 negativo (32/78; 41,03%) (p=0,33), siendo la expresión de ASGR1 más 
prevalente en cirróticos (17/24; 70,83%) que en pacientes con CHC (29/54; 53,70%). En 
cuanto al número de CECs, fueron significativamente más numerosas en pacientes con CHC 
(p<0,0002), como se puede comprobar en la Tabla 15. 



 
 

    
Tesis doctoral de Amparo Roa Colomo                                     84 
 

 
Figura 20. Heterogeneidad de las CECs respecto a la expresión de Citokeratina (CK) y ASGR1 en pacientes con 
cirrosis hepática y CHC. La figura está dividida en tres partes: la parte superior muestra dos pacientes con CH 
(cirrosis hepática); la parte central muestra dos CHCt (hepatocarcinoma en estadio precoz o temprano) y las 
dos de abajo muestran CHCa (hepatocarcinoma avanzado). En cada caso, se muestra una CEC positiva para los 
dos marcadores (CK y ASGR1) y una CEC negativa para ASGR1. Hoescht: tinción nuclear. 
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CH sin CHC 

n=42 
CHC 

 n=71 
Valor p 

Fenotipo CECs, n (mediana, rango IQ) 
CK+/ASGR1+ 
CK+/ASGR1- 

Negativo 

 
17 (2;4) 
7 (1;4) 
18 (0) 

 
29 (2;2) 
25 (1;7) 
17 (0) 

0,044** 

Suma total de CECs 
CK+/ASGR1+ 
CK+/ASGR1- 

51 
36 
15 

122 
48 
74 

0,0002*** 

Tabla 15. Distribución del número de CECs y los fenotipos ASGR1+ y ASGR1- en el grupo de cirrosis hepática y 
CHC. Las abreviaturas son: CH, cirrosis hepática; n, número de individuos; CHC, hepatocarcinoma; CECs, células 
epiteliales circulantes; rango IQ, rango intercuartílico; CK, citoqueratina; ASGR1, receptor de 
asialoglicoproteína-1. 

Es importante destacar que todas CECs con fenotipo ASGR1 positivo también mostraron 
positividad para el marcador específico de hígado miR-122-5p (Ver Figura 21, filas 1,3 y 5), 
demostrando su origen hepático. Por el contrario, la ausencia de miR-122-5p se observó en 
todos los pacientes con CECs con tinción ASGR1 negativa (Ver Figura 21, filas 2,4 y 6). 
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Figura 21. Imágenes de microscopía confocal de immunoFISH en pacientes con cirrosis hepática y CHC. La CK 
se muestra en verde (FITC) y la sonda miR122-5p se muestra en rojo. La figura está dividida en tres partes: la 
parte superior muestra dos pacientes con CH (cirrosis hepática); la parte central muestra dos CHCt 
(hepatocarcinoma en estadio precoz o temprano) y las dos de abajo muestran CHCa (hepatocarcinoma 
avanzado). Para cada grupo de pacientes, se muestra una señal de miR-122-5p positiva (que coincide con la 
tinción ASGR1 positiva) y una señal de miR-122-5p negativa (que coincide con la tinción ASGR1 negativa). 
Hoescht: tinción nuclear. 
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6.3. CORRELACIÓN DE LOS FENOTIPOS DE CÉLULAS EPITELIALES CIRCULANTES CON LOS 
DATOS CLÍNICOS Y PATOLÓGICOS 

La cantidad de CECsCK+/ASGR1- fue significativamente mayor en pacientes con CHC que en 
pacientes cirróticos (p = 0,0096), incrementando de forma significativa el recuento total de 
CECs en pacientes con CHC respecto a los pacientes cirróticos (p = 0,035) (Figura 22A). 
Además, al tener en cuenta el estadio de la enfermedad: temprano (BCLC 0-A) o avanzado 
(BCLC B-C-D), no se observaron diferencias para la población ASGR1+ (Figura 22B). Sin 
embargo, las pruebas de Kruskal Wallis revelaron que el número de CECs con ausencia de 
expresión de ASGR1 fue significativamente diferente entre los distintos estadios de la 
enfermedad (p = 0,017). Hubo un aumento significativo de CECsCK+/ASGR1− entre cirróticos y 
CHC en estadios tempranos (CHCt) (p = 0,0051) pero no entre cirróticos y CHC en estadios 
avanzados (CHCa) (p = 0,08) o entre CHCt y CHCa (p = 0,23) (Figura 22C). 

 
Figura 22. Recuento de CECs en sangre periférica en pacientes con cirrosis hepática o CHC. Las CECs se han 
caracterizado mediante tinción doble (CK+/ASGR1+) o tinción simple (CK+/ASGR1-) en pacientes con cirrosis 
hepática (CH) y carcinoma hepatocelular (CHC) (Figura 22A). Los CHC se dividen en estadios tempranos (CHCt) 
y estadios avanzados (CHCa) tanto para tinción doble (Figura 22B) como simple (Figura 22C). Los valores de p 
para la prueba de Kruskal Wallis y las comparaciones múltiples son: **p = 0,0096 (A) y *p = 0,035 (A) y **p = 
0,0051 (C). 
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Nuestros resultados sugieren que tanto la presencia de CECs como la ausencia de la 
expresión de ASGR1 en CECs son biomarcadores de riesgo de CHC. De hecho, la presencia 
de CECs aumentó el riesgo de CHC en 2,58 veces (p = 0.023) (Figura 23A) y el número de 
CECs sin expresión de ASGR1 aumentó significativamente (p = 0,001) el riesgo de desarrollar 
CHC en 2,66 veces (Figura 23B). Significativamente, una mayor proporción de pacientes con 
CHCa y CHCt tenían CECs (tanto ASGR1+ como ASGR1-) en comparación con los pacientes 
cirróticos (p = 0,049) (Figura 23C) y este aumento se acompañó de una reducción 
significativa en el número de CECs que expresan ASGR1 en CHC en comparación con 
cirróticos (p = 0,003) (Figura 23D). 

 
Figura 23. Factores de riesgo para CHC. Figura 23A. Muestra la presencia/ausencia de CECs y la Figura 23B. 
muestra el número de CECs que expresan ASGR1 o no la expresan, en cirrosis hepática (CH) o en pacientes con 
carcinoma hepatocelular (CHC). Figuras 23C y D. muestran la misma información que en A y B 
respectivamente, pero dividiendo a los individuos con CHC entre los estadios tempranos (CHCt) o estadios 
avanzados de la enfermedad (CHCa). 

Al analizar los niveles patológicos de AFP, 13/13 pacientes (100%) con AFP superior a 400 
ng/mL tenían CHC (11 de los cuales tenían cirrosis hepática previa). Sin embargo, una 
proporción significativa (p = 0,0117) de individuos con niveles inferiores a 400 mg/dL de 
AFP (54/93; 58,06%) también tenían CHC, lo que demuestra la escasa utilidad de la AFP 
para identificar individuos con alto riesgo de CHC (Figura 24A). En cuanto a la AFP en el 
seguimiento de los pacientes con cirrosis hepática, se mantuvo estable en todos los 
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pacientes durante el seguimiento, excepto en uno de los pacientes, coincidiendo con el 
desarrollo de CHC. No se elevó en los otros 2 pacientes con cirrosis hepática que 
desarrollaron CHC, lo que apoya la escasa utilidad de este marcador. 

Curiosamente, se encontraron diferencias significativas en la expresión de ASGR1 al 
analizar la concurrencia de cirrosis hepática y CHC (p = 0,033). Así, del total de individuos 
con CECs negativas para expresión la de ASGR1, la mayoría eran pacientes con CHC con 
antecedentes cirrosis hepática (65,63%; 21/32). No se encontraron diferencias entre los 
pacientes con cirrosis hepática sin CHC (18,75%; 6/32) y CHC sin cirrosis hepática subyacente 
(5/32; 15,63%). Por el contrario, la expresión positiva de ASGR1 en CECs fue más frecuente 
en los pacientes con cirrosis hepática (42,86%; 18/42) que pacientes con CHC sin cirrosis 
hepática subyacente (22,22%; 2/9), lo que sugiere que los pacientes con cirrosis hepática 
(independientemente de la coexistencia de CHC) son más propensos a tener CECs con 
expresión positiva de ASGR1 (Figura 24B). De hecho, los pacientes con CHC sin cirrosis 
hepática subyacente tuvieron un mayor porcentaje de CECs ASGR1 negativa (mediana 100%) 
en comparación con los pacientes con CHC y cirrosis hepática (mediana 71%) y cirrosis 
hepática sin CHC (mediana 51%), aunque esta diferencia no fue significativa (p = 0,21) 
(Figura 24C). Además, se observó que el porcentaje de CECs sin expresión ASGR1 aumenta 
con la disfunción hepática según la puntuación de la escala Child Pugh (Figura 24D), aunque 
este aumento no fue significativo (p = 0,74). A su vez, la expresión de ASGR1 en CECs se 
correlacionó negativamente con el INR (p = 0,025). Se concluye así que la presencia de CECs 
con expresión negativa de ASGR1 se relaciona significativamente con la aparición de 
cáncer (p = 0,012).  
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Figura 24. Relación entre la caracterización de las CECs y las características clínicas y patológicas en pacientes 
con cirrosis hepática o CHC. Figura 24A. Muestra los niveles de AFP dividida en alta (>400 ng/mL) y baja (<400 
ng/mL) para tres grupos de pacientes: CH = cirrosis hepática; CHC con cirrosis hepática subyacente y CHC sin 
cirrosis hepática. Figura 24B. Muestra la distribución de frecuencias de las CECs para los mismos grupos de 
pacientes. Figuras 24C y D. Representan los porcentajes de CECs con falta de expresión de ASGR1 para los tres 
grupos de pacientes (C) o puntuación en la escala de Child-Pugh (D). Los valores de p para las pruebas de Chi-
cuadrado se muestran en los gráficos (A, B). No existen diferencias significativas en C y D para las pruebas de 
Kruskal Wallis. 

Finalmente, como era esperado, los pacientes con CHC en estadios tempranos mostraron 
significativamente mayor supervivencia global (SG) que los pacientes con CHC avanzado (p 
= 0,018) (Figura 25A). Sin embargo, esta diferencia sólo se observó en pacientes con CECs 
(Figura 25B; p = 0.021) y no en pacientes sin CECs (Figura 25C; p = 0,250). Además, la 
supervivencia libre de progresión (SLP) fue significativamente diferente en los dos fenotipos 
de CECs: mientras que no se observaron diferencias significativas en las CECs positivas para 
ASGR1 (Figura 25D; p = 0,126, p = 0,099 para cirróticos sin CHC en comparación con CHCt o 
CHCa, respectivamente), si se observó una SLP significativa en las CECs con expresión 
negativa de ASGR1 (Figura 25E; p < 0.0001, p = 0,002 para cirróticos sin CHC en comparación 
con CHCt o CHCa, respectivamente). De este modo, la SLP fue significativamente menor en 
los pacientes con CHCa y CHCt en comparación con los pacientes con cirrosis hepática sin 
CHC al considerar el fenotipo de las CECs (Figura 25F; p < 0,0001). 
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Figura 25. Curvas de supervivencia en pacientes con cirrosis hepática o CHC teniendo en cuenta el fenotipo y 
el número de CECs. La parte izquierda de la figura representa las curvas de supervivencia global (SG) para toda 
la pobración (Figura 25A), para los pacientes con CECs positivas (Figura 25B) y para los pacientes con CECs 
negativas (Figura 25C). Los colores son: amarilloCHCt y rojoCHCa. La parte derecha de la figura representa 
la supervivencia libre de progresión (SLP) para los pacientes con todas las CECs positivas para la expresión de 
ASGR1 (Figura 25D), pacientes con todas las CECs negativas para ASGR1 (Figura 25E) y pacientes con fenotipos 
de CECs heterogéneos (Figura 25F). Los colores son: verdecirrosis hepática; amarilloCHCt y rojoCHCa. 

6.4. EVOLUCIÓN TEMPORAL DE LAS CÉLULAS EPITELIALES CIRCULANTES TRAS EL 
TRATAMIENTO DE LOS CHC 

Se extrajeron muestras a 36 CHC un mes tras el tratamiento para el análisis de CECs, los 
resultados se resumen en la Tabla 16. Cabe destacar que en el grupo de pacientes con CHC 
sometidos a tratamiento quirúrgico con intención curativa el 66,67% (6/9) de los pacientes 
no tenían CECs un mes tras la resección o el trasplante hepático. Sin embargo, en el grupo 
de pacientes no sometidos a tratamiento quirúrgico, sólo el 22,22% (6/27) perdió las CECs al 
mes post-tratamiento (p < 0,0001). 
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Debido a los éxitus o salidas del estudio por comorbilidad u otros motivos, solo se extrajeron 
muestras a 27 pacientes a los 6 meses y a 12 pacientes a los 12 meses de la muestra basal, 
siendo este un número de muestras insuficiente para realizar el análisis de CECs y obtener 
resultados relevantes. 
 

SEGUIMIENTO DE CECs UN MES POST-TRATAMIENTO 

Tratamiento quirúrgico n=9 
Ausencia de CECs 6 (66,67%) 

Tratamiento no quirúrgico n=27 
Ausencia de CECs 
Aparición de CECs 

Cambio fenotipo a ASGR1+ 
Cambio fenotipo a ASGR1- 

Mismo fenotipo inicial 

6 (22,22%) 
4 (14,81%) 
4 (14,81%) 
3 (11,11%) 

10 (37,04%) 

Tabla 16. Seguimiento de CECs un mes post-tratamiento quirúrgico y no quirúrgico. Las abreviaturas son: 
CECs, células epiteliales circulantes; n, número de individuos; ASGR1+, receptor asialoglicoproteína 1 positivo; 
ASGR1-, receptor asialoglicoproteína 1 negativo. 
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7. DISCUSIÓN 

En este trabajo se demuestra la idoneidad de dos biomarcadores específicos del hígado 
(ASGR1 y miR-122-5p) para la caracterización de CECs en pacientes con cirrosis hepática 
y CHC, así como su utilidad como biomarcadores pronósticos. Este estudio es una prueba 
de concepto en la que se demuestra que la caracterización fenotípica con ASGR1 o 
genética con miR-122-5p permite estratificar el riesgo de los pacientes en etapas más 
tempranas de la enfermedad, objetivo principal de la medicina de precisión en la 
actualidad. Además, ASGR1 y miR-122-5p ayudan a identificar el origen hepático de las 
CECs. 

Como se resaltó en la introducción, actualmente existe la necesidad de buscar 
herramientas para mejorar en el diagnóstico y estratificación del riesgo de CHC.  Se sabe 
que la presencia de CTCs en estadios avanzados de la enfermedad es un marcador de 
alto riesgo de metástasis229 y que la presencia de CTCs después de la resección quirúrgica 
es un marcador pronóstico para la SLP en pacientes con CHC226. Qui et al194 identificaron 
CTCs en más de la mitad de los pacientes con CHC en estadio temprano (BCLC 0-A) lo que 
sugiere que las CTCs pueden ser una herramienta muy útil para la intercepción del 
cáncer172. Sin embargo, en la actualidad existen muy pocos estudios que aborden la 
identificación y caracterización de CECs en enfermedades pretumorales como la cirrosis 
hepática217. 

7.1. UTILIDAD DE ASGR1 EN CHC 

La expresión predominante de ASGR1 en los sinusoides hepáticos y membranas 
hepatocelulares basolaterales hacen de esta proteína un importante biomarcador de 
CHC. Dada su función de supresión tumoral, se ha investigado su utilidad en terapias 
dirigidas para el CHC. Por ejemplo, en el estudio realizado por Kim et al236 se evaluó la 
administración de oligonucleótidos antisentido (ASO) conjugados con N-
acetilgalactosamina (GalNAc) y su captación selectiva por ASGR como un enfoque 
terapéutico para atacar vías difíciles de fármacos en el CHC. Este estudio demostró que 
la actividad de los ASO conjugados con GalNAc fue superior a la del ASO parental no 
conjugado en células CHC humanas ASGR+ in vitro, pero no en células con expresión 
negativa de ASGR. La conjugación de GalNAc mejoró la actividad de ASO en CTCs 
humanas de pacientes con CHC, lo que sugiere su potencial utilidad en células tumorales 
primarias de CHC humano236. Otro estudio que utilizó ASGR1 en terapias dirigidas frente 
a CHC fue el realizado por Chen et al268, donde se evaluó la actividad y toxicidad de 
células T modificadas con receptor de antígeno quimérico (CAR-T) coexpresando 
glipicano-3 (GPC-3) y ASGR1 (células CAR-T de doble objetivo). En este estudio las células 
CAR-T de doble objetivo mostraron una secreción de citoquinas, proliferación y 
capacidad antiapoptosis significativamente mayores contra las células tumorales que 
portan ambos antígenos que las células CAR-T de un solo objetivo in vitro. Además, las 
células CAR-T de doble objetivo mostraron una potente actividad de supresión del 
crecimiento en xenoinjertos tumorales de CHC GPC3+ASGR1+, mientras que no se 
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observó una supresión obvia del crecimiento con xenoinjertos tumorales negativos a 
antígeno simple o doble. Las células T de doble objetivo ejercieron una actividad 
anticancerígena superior y persistencia contra las células T de un solo objetivo en dos 
modelos de xenoinjerto de CHC GPC3+ASGR1+. Estos resultados sugieren que las células 
T que portan dos CAR complementarios contra GPC3 y ASGR1 pueden reducir el riesgo 
de toxicidad, manteniendo al mismo tiempo actividades antitumorales relativamente 
potentes en CHC GPC3+ASGR1+268. Nair et al269 también utilizaron ASGR1 como diana 
terapéutica en su trabajo. Su estudio evaluó las nanopartículas de quitosano 
galactosiladas como portador específico del hígado para mejorar la eficacia terapéutica 
de la gemcitabina en el CHC al dirigirse a los ASGR1 expresados en los hepatocitos. Las 
nanopartículas se formularon (G1 – G5) mediante un método de gelificación iónica y se 
evaluaron diversas características fisicoquímicas. Se observó una rápida eliminación 
plasmática de gemcitabina (70% en 30 minutos) de G4 en ratas con CHC en comparación 
con el fármaco puro (p <0,05). La mayor absorción de gemcitabina predominantemente 
por parte del CHC (64 % de la dosis administrada; p < 0,0001) demostró una excelente 
focalización hepática por parte del G4, al tiempo que mitigaba la toxicidad sistémica. Los 
exámenes morfológicos, bioquímicos e histopatológicos, así como los niveles sanguíneos 
del marcador tumoral alfafetoproteína, en ratas confirmaron el efecto curativo del G4. 
Por lo tanto, este estudio demostró una administración específica y una mayor eficacia 
anti-CHC in vivo de gemcitabina mediante G4, y en conclusión, podría funcionar como un 
portador eficaz en CHC, aunque hacen falta estudios en CHC humano269. 

Otras funciones de ASGR1 como la unión con el VHC para permitir la infección viral270 o 
la promoción de la metástasis mediante la interacción con lectinas a través de la vía 
EGFR-ERK en el microambiente tumoral271, se han relacionado con la inducción del CHC. 
También se ha estudiado ASGR1 en el campo de la repoblación hepática y el trasplante 
de hepatocitos, describiendo Ise et al272 que los hepatocitos de ratón con niveles bajos 
de expresión de ASGR1 tienen un gran potencial proliferativo. Curiosamente, los 
hepatocitos que expresan niveles bajos de ASGR1 se caracterizaron como células 
progenitoras con niveles superiores de expresión de EFGR e integrinas β1 y α6272.  

Además, se ha observado una expresión variable de ASGR1 entre los diferentes 
estadios del tumor. Así, Shi et al.273 utilizando microarrays de tejido (basada en H-scores) 
demostraron que la expresión de ASGR1 en tejido adyacente normal era comparable a la 
de la cirrosis hepática con CHC en estadios tempranos (grado I o bien diferenciado), y 
que su expresión disminuyó significativamente conforme avanzaba el estadio tumoral. 
Esto sugiere que ASGR1 podría utilizarse como un indicador de enfermedad en estadio 
precoz. Asimismo, Witzigmann et al.250 demostraron que existen niveles más bajos de 
ARNm de ASGR1 en CHC en comparación con su tejido normal adyacente, así como una 
reducción del ARNm de ASGR1 conforme avanza el estadio de CHC. También observaron 
una disminución de la expresión del ARNm de ASGR1 en tumores metastásicos o muy 
proliferativos (definido por la positividad de Ki69)250. Estos resultados coinciden con los 
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obtenidos en nuestro trabajo, donde las CECs de los pacientes perdían la expresión de 
ASGR1 en los CHC avanzados. Esto concuerda con las observaciones publicadas por Gu 
et al.248 cuyo trabajo concluye que la sobreexpresión de ASGR1 inhibe la migración y la 
invasividad celular tanto in vitro como in vivo, suprimiendo la capacidad metastásica.  

Un hallazgo a resaltar es que a pesar de su expresión mayoritaria en el hígado, ASGR1 
también se expresa en otros tipos celulares como colon274 o células mononucleares en 
sangre periférica275, pero en niveles más bajos en comparación con los hepatocitos. En 
nuestro trabajo, también se ha observado cierto nivel de expresión de ASGR1 en células 
mononucleares de sangre periférica en algunos individuos (estos datos no han sido 
descritos en resultados, al ser en pacientes puntuales). Actualmente se sabe que una de 
las funciones de ASGR1 es el aclaramiento de plaquetas y otros componentes 
protrombóticos sanguíneos276, por lo que su presencia en las células mononucleares 
podría ser debida a esta función en el proceso de hemostasia sanguínea. De hecho, en 
nuestro trabajo se muestran correlaciones significativas entre las CECs con expresión 
positiva de ASGR1 y el INR (p = 0,025), así como con la actividad de protrombina (p = 
0,006), validando así el papel de ASGR1 en el mantenimiento de la homeostasis 
sanguínea. Además, el porcentaje de CECs con expresión de ASGR1 disminuyó a medida 
que aumentaba la puntuación en la escala Child Pugh. Como se detalló en la 
introducción, esta escala aumenta de puntuación con la disfución de la coagulación y por 
tanto, con la disfunción hepática.  

Todo lo anteriormente descrito demuestra la utilidad de ASGR1 como biomarcador 
pronóstico en etapas tempranas de la enfermedad, y como una excelente herramienta 
para la intercepción del cáncer172. 

7.2. UTILIDAD DE miR-122-5p EN CHC 

Junto a ASGR1, el miR-122-5p es otro biomarcador específico de hígado cuyo papel 
como supresor tumoral ha sido descrito en el CHC262,263. Jin et al262 demostraron en su 
trabajo que la regulación positiva de miR-122 inhibía la proliferación celular, la formación 
de colonias y la invasión celular en células de CHC; sin embargo, su regulación negativa 
tenía el efecto contrario. Además, demostraron que el aumento de los niveles de 
expresión de miR-122 en células de CHC inhibía la EMT al suprimir la expresión de 
ZEB1/2, Snail1/2, N-cadherina, vimentina y regulando positivamente la expresión de E-
cadherina. Sin embargo, la regulación negativa de miR-122 provocó el efecto opuesto. 
Además, también observaron que la expresión aumentada de miR-122 suprimía la vía de 
señalización Wnt/β-catenina. En el trabajo de Gramantieri et al263 se encontró que miR-
122a puede modular la expresión de ciclina G1 en líneas celulares derivadas de CHC y 
que existe una correlación inversa entre miR-122a y la expresión de ciclina G1 en 
carcinomas primarios de hígado como CHC. El conjunto de estos resultados unidos a los 
obtenidos en nuestro trabajo, indican que miR-122-5p no solo es un marcador 
específico hepático, sino que también es un buen biomarcador de patología y daño 
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hepático en estadio temprano264. En nuestro trabajo la expresión de miR-122-5p se 
correlacionó con la expresión de ASGR1 en las CECs, estando más presentes en CHC en 
estadios tempranos. Nuestros resultados indicaron que miR-122 puede ser un 
biomarcador para predecir el pronóstico del CHC y un objetivo terapéutico para los 
pacientes con CHC. De hecho, es uno de los mejores marcadores de diagnóstico de CHC, 
estando normalmente elevado en la circulación de pacientes con CHC264. Sin embargo, su 
sobreexpresión en la circulación no se correlacionó en el tejido tumoral, donde los 
niveles se encontraron regulados negativamente en CHC264.  

7.3. ESTRATIFICACIÓN DEL RIESGO CON ASGR1 Y miR-122-5p 

La heterogeneidad intratumoral presente en el CHC no puede ser caracterizada 
solamente con cuantificación y/o enumeración de CECs positivas para CK. Por ello, la 
caracterización fenotípica o genética con otros biomarcadores específicos de tejido, 
como ASGR1 o miR-122-5p, puede ser de gran importancia. De hecho, en nuestro 
estudio identificamos distintas subpoblaciones de CECs en un mismo paciente y entre 
los diferentes pacientes, basándonos en la tinción de ASGR1 y mir-122-5p. Hay que 
destacar que se observó una correlación positiva perfecta entre ambos marcadores, lo 
que sugiere que ambos podrían convertirse en excelentes biomarcadores pronósticos de 
CHC. 

Nuestros resultados mostraron que tanto la presencia de CECs como la pérdida de 
expresión de ASGR1 en las CECs son factores de riesgo de desarrollar CHC. Además, la 
tinción positiva de ASGR1 se correlacionó positivamente con la expresión de miR-122-5p, 
lo que sugiere que las CECs que expresan ambos marcadores se originaron a partir de 
hepatocitos. Por el contrario, la ausencia de los dos biomarcadores sugiere un estado 
más desdiferenciado, identificando fenotipos potencialmente más agresivos o estadios 
más avanzados. Estos resultados concuerdan con los presentados por Shi et al.273 y 
Witzigmann et al.250 quienes mostraron una disminución significativa de los niveles de 
expresión de ASGR1 en tejido tumoral de CHC conforme avanza el estadio tumoral, tanto 
a nivel de ARNm como de proteínas. Y con el trabajo publicado por Hu et al.261, quienes 
describen que la pérdida de expresión de miR-122 en CHC se relaciona con mal 
pronóstico y metástasis y con el aumento de la tumorogenicidad de las células.  

7.4. APLICACIONES CLÍNICAS DE LA CARACTERIZACIÓN DE CECs CON ASGR1 Y miR-122-
5p 

Es importante buscar la aplicabilidad de los resultados de este trabajo en la práctica 
clínica diaria y creemos que la caracterización de CECs con ASGR1 y miR-122-5p en 
pacientes con cirrosis hepática o CHC tiene utilidad en diferentes situaciones como se 
detalla a continuación. 
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7.4.1. CRIBADO DE CHC 

Los pacientes con alto riesgo de desarrollar CHC se someten a programas de cribado 
mediante ecografía abdominal con o sin AFP cada 6 meses con la intención de identificar 
CHC en estadios tempranos, aquellos en los que las técnicas quirúrgicas ofrecen un 
pronóstico favorable con tasas de supervivencia superiores al 70% a los 5 años277. Sin 
embargo, se sabe que la ecografía y la AFP son insuficientes para el diagnóstico precoz 
de CHC y son cada vez más las publicaciones que proponen la biopsia líquida como un 
método prometedor para el diagnóstico precoz de CHC188,277,278. En los pacientes con 
cirrosis hepática en seguimiento mediante cribado ecográfico cada 6 meses la 
búsqueda de CECs permitiría detectar aquellos pacientes con mayor riesgo de 
presentar un tumor de forma inminente, o aquellos que ya tienen un tumor todavía no 
detectable en la ecografía de cribado. Por ejemplo, uno de los pacientes cirróticos de 
nuestro estudio se diagnosticó de CHC en estadio BCLC B (tumor único de 6,5 cm) a los 
21 meses de la extracción de la muestra. En la muestra el paciente tenía CECsCK+ASGR1+ por 
lo que quizá si en este paciente en ese momento se hubiera realizado una técnica de 
imagen dinámica al sospechar la existencia de un tumor no visible por ecografía, se 
hubiera podido diagnosticar el CHC en un estadio temprano y hubiera podido acceder a 
tratamientos curativos como cirugía o THO, mejorando por lo tanto su pronóstico y 
supervivencia. Es por ello que el uso de la biopsia líquida optimizará la sensibilidad y 
especificidad en la vigilancia del CHC en poblaciones de riesgo278. 

7.4.2. DIAGNÓSTICO DE CHC 

Otra aplicabilidad de la caracterización de CECs mediante ASGR1 y miR-122-5p sería el 
valor pronóstico279 que aportan en el diagnóstico de CHC pudiendo identificar 
pacientes con fenotipos tumorales más agresivos y de peor pronóstico280, información 
que no es posible obtener a través de las pruebas de imagen. Además, en aquellos 
pacientes en los que el TC o la RM no tuvieran un patrón de captación de contraste 
diagnóstico de CHC, podría ser útil el aislamiento de CECs caracterizadas mediante 
ASGR1 y miR-122-5p con el fin de evitar la realización de una biopsia tisular y sus 
posibles complicaciones281. El uso de la biopsia tisular está limitado ya que es una 
prueba invasiva, con riesgo de provocar dolor, hematomas hepáticos, peritonitis biliar, 
hemobilia, hemotórax, neumotórax, hemoperitoneo, perforación de vísceras y otras 
complicaciones282. Además, en ocasiones puede resultar difícil realizar un diagnóstico 
diferencial debido a la presencia de necrosis o atipia reactiva en los hepatocitos vecinos a 
las lesiones metastásicas, siendo necesaria la realización de inmunohistoquímica cuyo 
uso está usualmente limitado debido a la ausencia de material suficiente en los aspirados 
citológicos283. Por lo tanto, en ocasiones la biopsia hepática de la lesión puede no ser 
diagnóstica a pesar de haber sometido al paciente a este riesgo. Es por todo ello que la 
biopsia líquida presenta múltiples ventajas sobre la biopsia tisular (ver Tabla 6183). En 
nuestro estudio el 8,45% (6 pacientes) de los CHC requirieron la realización de biopsia 
tisular para establecer el diagnóstico definitivo de CHC. De los 6 pacientes que se 
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realizaron biopsia tisular, 4 tenían CHC en estadio avanzado (3 BCLC-B y 1 BCLC-D) y sus 
CECs no expresaban ASGR1 mientras que los 2 pacientes con CHC en estadio temprano 
(2 CHC BCLC-A) tenían CECsCK+ASGR1+. Por lo tanto, en estos pacientes, la biopsia líquida 
además de confirmar la existencia de CHC proporciona información sobre el 
pronóstico, advirtiéndonos que aquellos pacientes con pérdida de expresión de ASGR1 
tenían tumores más avanzados. 

7.4.3. MONITORIZACIÓN Y SEGUIMIENTO DE LA ENFERMEDAD 

También es importante resaltar la utilidad de la biopsia líquida en la monitorización de 
la enfermedad188,279. Mientras que la biopsia tisular nos da información del tumor en el 
momento puntual que se tomó la muestra, la biopsia líquida permite obtener 
información del tumor de forma seriada y así conocer la evolución de la enfermedad y 
el pronóstico de los pacientes en tiempo real. En el CHC, la patogénesis molecular es 
extremadamente compleja y heterogénea. La información adquirida de una sola biopsia 
proporciona una instantánea limitada de un tumor y no siempre refleja su 
heterogeneidad. Sin embargo, la biopsia líquida puede superar esta debilidad, 
proporcionar el perfil genético de todas las lesiones cancerosas (tumores primarios y 
metastásicos) y ofrecer la oportunidad de realizar un seguimiento sistemático y dinámico 
de la evolución genómica188. Además, el análisis de dianas terapéuticas y mutaciones 
genéticas que confieren resistencia a los medicamentos a partir de las CTCs y ADNtc 
liberados en la circulación contribuye a una mejor comprensión y manejo clínico de la 
resistencia a los medicamentos en los pacientes con cáncer188. Otro aspecto a tener en 
cuenta es que la biopsia tisular es menos valorable en los pacientes que han recibido 
tratamiento locorregional (por ejemplo, TACE o ablación), resultando más difícil el 
análisis histológico y molecular posteriormente a estos tratamientos. Esto es importante, 
ya que son muchos los pacientes trasplantados que reciben tratamientos locorregionales 
en lista de espera y por lo tanto, en estos pacientes el estudio histológico molecular del 
tumor en el explante puede verse afectado por estos tratamientos. En estos casos, es 
posible el análisis de CECs tanto antes del tratamiento locorregional como después del 
mismo, y posteriormente al trasplante. De esta forma, sería posible el análisis fenotípico 
y genético del tumor a través de sus CECs y tendríamos información molecular y 
pronóstica de la enfermedad en el momento de obtención de la muestra. Esta idea se 
proyecta en los resultados obtenidos en nuestro trabajo donde el 66,67% (6/9) de los 
pacientes sometidos a tratamiento quirúrgico no tenían CECs un mes tras la cirugía. En 
estos pacientes, la aparición de CECs a lo largo del seguimiento podría advertirnos de la 
aparición de una recurrencia o recidiva de la enfermedad. En contraposición, de los 
pacientes sometidos a tratamientos no quirúrgicos solo el 22,22% (6/27) perdió las CECs 
un mes tras comenzar el tratamiento. Esto es razonable, ya que se trata de tumores 
avanzados en los que el tratamiento no tiene una intención curativa, sino que su 
intención es prolongar la supervivencia. Llama la atención que en este grupo de 
pacientes no sometidos a tratamiento quirúrgico, solo el 4,44% (2/45) presentaron 
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regresión tumoral tras recibir tratamiento con TACE y sorafenib. El análisis de CECs en 
estos pacientes muestra que el paciente que recibió tratamiento con sorafenib pasó de 
tener 1 CECCK+ASGR1- en la muestra basal a tener 3 CECsCK+ASGR1+ un mes tras iniciar el 
tratamiento y el paciente tratado mediante TACE pasó de no tener CECs a tener 4 
CECsCK+ASGR+ y 3 CECsCK+ASGR1- un mes tras el tratamiento. Por lo tanto, el análisis de CECs 
en estos pacientes nos da información sobre la mejoría de su pronóstico al presentar 
en la evolución células más diferenciadas con la recuperación de la expresión de 
ASGR1. 

7.4.4. SELECCIÓN Y SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON CRITERIOS EXPANDIDOS DE 
TRASPLANTE HEPÁTICO 

Como se ha explicado en la introducción, el THO es el principal tratamiento con intención 
curativa del CHC ya que no solo “cura” el tumor, sino que también desaparece la cirrosis 
hepática subyacente, algo que no ocurre en la resección hepática. Además, respecto a la 
resección quirúrgica tiene un menor porcentaje de recurrencia de la enfermedad158 y por 
lo tanto una mayor supervivencia (ver apartado 1.9). Sin embargo, tradicionalmente el 
THO se restringe a determinados pacientes ya que es un recurso limitado a la 
disponibilidad de órganos. Esto cambió a partir del año 2018, cuando España se 
encontraba en una situación muy particular en el ámbito de la donación y el trasplante. 
Los antivirales de acción directa frente a la hepatitis C, cuyo uso se extendió en los años 
2014 y 2015, habían curado la infección de todos los pacientes con cirrosis hepática o 
fibrosis avanzada, lo cual había provocado un descenso muy significativo en el número 
de candidatos a trasplante por esta etiología, la cual era la segunda causa de trasplante 
hepático por aquel entonces. Por otro lado, la ampliación de los criterios y las nuevas 
modalidades de donación, particularmente la donación en asistolia, habían 
incrementado sensiblemente el número de hígados disponibles para trasplante. Por 
primera vez en la historia, el número de donantes era superior al número de potenciales 
candidatos a trasplante, lo cual provocó un acortamiento de las listas de espera, 
descendiendo el número de pacientes en lista un 50% entre los años 2015 a 2018284. 

Por otro lado, en 2019 surge formalmente el término Transplant Oncology, que fue 
acuñado en una conferencia de consenso de la International Liver Transplantation 
Society (ILTS)285 y que abarca múltiples disciplinas del trasplante y la oncología. El 
principal beneficio del trasplante en el ámbito de las enfermedades neoplásicas sería 
alcanzar la resección completa del tumor con márgenes libres (R0) en un órgano, como el 
hígado, que de otra forma quedaría sin reserva funcional suficiente, bien porque se trate 
de un hígado cirrótico, bien porque la resección hepática necesaria sería demasiado 
extensa. La principal barrera para la generalización del Transplant Oncology era 
precisamente la escasez de donantes, pero con la situación de donación y trasplante en 
España, se abría la posibilidad a establecer nuevas indicaciones o ampliar las ya 
existentes en este ámbito. En esta situación, la Sociedad Española de Trasplante 
Hepático (SETH) llevó a cabo en 2019-2020 una conferencia de consenso284 entre los 25 
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centros de trasplante hepático a nivel nacional con el objetivo de identificar áreas en las 
que se pudiesen expandir los criterios de trasplante y otras en las que el trasplante 
pudiese empezar a considerarse y bajo qué condiciones. Una de las áreas que revisaron 
en esta conferencia de consenso fue el hepatocarcinoma que sobrepasa los criterios de 
Milán. 

La selección de candidatos a THO se realiza en la mayoría de los centros bajo los 
denominados criterios de Milán: un nódulo menor de 5 cm o hasta 3 nódulos, siendo 
todos ellos menores de 3 cm, y en ausencia de invasión macrovascular o extensión 
extrahepática. Sin embargo, es posible que los criterios de Milán sean demasiado 
restrictivos286. Expandir los criterios de Milán sería recomendable siempre y cuando no 
suponga un incremento significativo del riesgo de recidiva tumoral y no ponga en 
peligro los principios éticos de equidad y justicia que fundamentan el trasplante de 
órganos. La combinación de criterios morfológicos con marcadores no invasivos de 
agresividad biológica resulta particularmente atractiva287 y actualmente el biomarcador 
de CHC relacionado con la agresividad tumoral con mayor evidencia científica disponible 
es la AFP288. Existe unanimidad en cuanto a contraindicar el THO si existe evidencia de 
macroinvasión vascular o diseminación extrahepática94,129. Con este límite bien definido, 
existen múltiples opciones de expansión moderada de los criterios de Milán entre los 
que destacan por su base científica más sólida, los criterios “Up-to-seven” (del inglés 
“hasta siete”), en los que la suma del diámetro del nódulo mayor en cm y del número de 
tumores tiene que ser ≤7289. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, se 
establecieron los criterios expandidos de THO en CHC284 siguiendo el denominado 
Modelo Francés o modelo AFP, que combina el número de nódulos con el diámetro del 
nódulo mayor y la AFP290 y que ha sido externamente validado291. Según estos criterios, 
los pacientes dentro de los criterios de Milán que tienen una AFP >1000 ng/ml deben 
someterse a terapia locorregional para garantizar una disminución de la AFP por debajo 
500 ng/mL para ser incluido en lista de espera. Si la AFP permanece >500 ng/ml, se debe 
desaconsejar el trasplante. Los criterios de Milán se consideran el estándar de atención 
para seleccionar candidatos con CHC para THO, sin embargo, se aconseja una ampliación 
moderada de los criterios de Milán siempre que se preserve el equilibrio con otras 
indicaciones de THO. Los pacientes más allá de Milán pero dentro de los criterios "Up-to-
seven" con AFP sérica >400 ng/ml deben someterse a terapia locorregional con 
reestadificación completa 1 mes después, antes de ser incluidos en la lista de espera. En 
pacientes fuera de Milán pero dentro de “Up to 7” sin respuesta radiológica después de 
la terapia locorregional (parcial o completa según lo definido por los criterios RECIST 1.1) 
y el aumento progresivo de la AFP sérica a pesar de la terapia locorregional, se debe 
contraindicar el trasplante284.  

Las recomendaciones antes mencionadas no se aplican a las estrategias de downstaging. 
Dada la heterogeneidad y complejidad de la evidencia científica en torno a esta práctica, 
se justifica realizar un documento de consenso específico284. 
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Con los criterios expandidos de trasplante en vigor desde 2021, en la actualidad nos 
encontramos en un nuevo escenario en el que cobra especial importancia la utilidad de 
la biopsia líquida y su aplicabilidad en este contexto. El análisis de las CECs de los 
pacientes que sobrepasan los criterios de Milán podría ayudar a determinar aquellos 
pacientes con peor pronóstico y con mayor riesgo de recidiva. Sabemos que la pérdida 
de ASGR1 identifica pacientes con un fenotipo más agresivo, con lo cual posiblemente 
los pacientes con CECsCK+ASGR1- que superen los criterios de Milán no deberían ser 
trasplantados. La biopsia líquida también puede resultar de utilidad durante el 
seguimiento de pacientes trasplantados y que superaban los criterios de Milán antes 
del trasplante. En estos pacientes debería monitorizarse la aparición o el cambio de sus 
CECs así como el fenotipo y genotipo de las mismas. La detección de CECs en este 
contexto podría avisarnos de la recidiva de la enfermedad en el hígado trasplantado 
incluso antes de su visualización por técnicas de imagen. De esta forma, podríamos 
anticiparnos y tomar decisiones respecto al tratamiento más rápido, cuando la 
enfermedad aún no es visible, y quizá este grupo de pacientes podría beneficiarse de 
algún tipo de tratamiento adyuvante al trasplante. Dado que los pacientes con CHC de 
nuestro estudio fueron reclutados entre septiembre de 2017 y septiembre de 2020, 
cuando los criterios expandidos de trasplante no estaban en vigor, no contamos con 
ningún paciente trasplantado que superase los criterios de Milán. El análisis de CECs y su 
caracterización con ASGR1 y miR-122-5p en pacientes trasplantados que superen los 
criterios de Milán, tanto antes como después del trasplante, sería un proyecto 
interesante a realizar en el futuro para complementar los resultados de este trabajo. 

7.4.5. SELECCIÓN DE PACIENTES CANDIDATOS A TRASPLANTE AB INITIO 

La resección se considera la primera opción de tratamiento del CHC en los pacientes con 
cirrosis compensada sin hipertensión portal clínicamente significativa292. A pesar de una 
correcta selección de los candidatos a cirugía la resección quirúrgica del CHC en el 
paciente con cirrosis hepática se asocia con unas tasas de recidiva tumoral muy 
elevadas, pudiendo llegar al 70% a los 5 años292. Los factores de riesgo validados de 
recidiva tumoral son el tamaño tumoral, la multinodularidad o satelitosis, la presencia de 
invasión vascular macro o microscópica y el bajo grado de diferenciación celular293,294. 
Dado que la presencia de invasión microvascular y/o satelitosis en el análisis 
histológico de la pieza quirúrgica se correlaciona con la recidiva precoz y un mal 
pronóstico a largo plazo, la SETH recomienda valorar la inclusión del paciente en lista 
de trasplante hepático una vez conocida la diseminación en el segmento resecado, antes 
de la aparición de la recidiva tumoral292. Esta indicación de trasplante se llama trasplante 
ab initio (trasplante de inicio o de entrada). El hospital Clínic de Barcelona comprobó en 
su experiencia con el trasplante ab initio que dentro del grupo de alto riesgo, 9 pacientes 
de 28 presentaron una recidiva que impidió el trasplante hepático en un tiempo medio 
de 6,5 meses, y encontraron que todos los pacientes con recidiva en los primeros 6 
meses no pudieron ser trasplantados295. En función de estos resultados la SETH propone 
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de forma arbitraria un período de espera prudencial de 6 meses para identificar los 
pacientes con peor comportamiento tumoral y en los que se debería evitar el 
trasplante292. Así como la biopsia líquida es una herramienta prometedora en los 
pacientes con criterios expandidos de trasplante, también podría resultar útil en los 
pacientes candidatos a trasplate ab initio. El análisis de CECs en sangre periférica podría 
complementar al análisis histológico de la pieza quirúrgica226 y el estudio de la 
expresión de ASGR1 y miR-122-5p aportaría información pronóstica para así 
seleccionar mejor a los pacientes candidatos a THO de entrada. Esta idea sería 
necesario validarla en próximos estudios al respecto. 

7.5. β-CATENINA COMO NUEVO BIOMARCADOR PRONÓSTICO 

Un aspecto interesante a investigar sería el complejo E-cadherina/β-catenina. Como se 
ha detallado en la introducción, en las células epiteliales normales la β-catenina forma un 
complejo de adhesión con la E-cadherina y se localiza en las uniones adherentes célula-
célula de la membrana citoplasmática191. En las células tumorales, una porción de la β-
catenina se separa del complejo y se traslada al núcleo para realizar su función 
reguladora de la transcripción de factores represores directos de la E-cadherina, 
promoviendo la EMT y la metástasis tumoral191,192. Existen muchas incógnitas aún 
alrededor de este proceso que sería conveniente dilucidar, como por ejemplo, los 
mecanismos a través de los cuales la β-catenina se separa del compejo y se traslada al 
núcleo. En el trabajo publicado por Sun et al. se describió que las CTCs de CHC eran 
predominantemente epiteliales en el momento de su liberación al torrente sanguíneo, 
pero durante el tránsito hematógeno cambiaron su expresión de fenotipo epitelial a 
mesenquimal a través de las vías de señalización Smad2 y β-catenina296. Además, en un 
estudio recientemente publicado por Lin et al. en 2023 se describe que la mutación del 
gen de la β-catenina en ADNtc fue muy prevalente en pacientes con CHC comparado con 
pacientes con infección crónica por VHB297. En futuros trabajos, sería interesante 
analizar la presencia de β-catenina en las CECs de CHC y correlacionarla con el estadio 
tumoral, la presencia de metástasis y la evolución de la enfermedad, ya que podría 
tratarse de un nuevo biomarcador pronóstico. Además, sería de gran utilidad 
comprobar si los cambios de expresión de β-catenina a lo largo del seguimiento se 
correlacionan con un peor pronóstico. 

7.6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

Este trabajo cuenta con varias limitaciones, siendo la principal de ellas que el estudio se 
realiza sobre pacientes con una enfermedad grave de base, la cirrosis hepática. Este 
hecho complica la realización de cualquier estudio ya que a diferencia de otros tumores 
que aparecen en personas sanas, el hepatocarcinoma asienta sobre personas enfermas 
la mayoría de las veces, lo que conlleva gran cantidad de dificultades y complicaciones. El 
debut del hepatocarcinoma constituye muchas veces la causa de la descompensación de 
su enfermedad y a lo largo del tiempo, las descompensaciones de la cirrosis hepática 
pueden ser tan graves que causen la muerte del paciente. Así, en nuestro estudio, el 
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20% de pacientes con CHC no sometidos a tratamiento quirúrgico fallecieron por 
descompensación de su cirrosis hepática (hemorragias digestivas altas, 
descompensaciones edemoascíticas, fallo hepático agudo sobre crónico…).  

Como se ha detallado en la introducción, el hepatocarcinoma es un tumor con mal 
pronóstico y esto supone una limitación para el estudio ya que a lo largo del mismo los 
pacientes fallecían como consecuencia de la enfermedad u otras complicaciones que 
acontecían, dificultando la recogida de muestras. Tanto es así, que aunque inicialmente 
pretendíamos analizar los seguimientos de los pacientes a los 6 meses y 12 meses tras el 
inicio del tratamiento, al finalizar el período de recogida de muestras solo contábamos 
con 27 muestras de 6 meses y 12 muestras de 12 meses de la muestra basal, siendo este 
un número de muestras insuficiente para realizar el análisis de CECs y obtener resultados 
significativos, relevantes y extrapolables a la realidad. Además, la pandemia causada por 
el virus SARS-CoV-2, supuso un retraso en el final de recogida de muestras ya que 
durante los meses de marzo a junio de 2020 los pacientes no acudían al hospital para 
realizar revisiones y el laboratorio de Genyo permaneció cerrado. Finalmente, entre 
agosto y septiembre de 2020 se reabrieron las consultas presenciales y se pudieron 
terminar de recoger las muestras previstas. 

Es posible que el tamaño de la cohorte pueda afectar a nuestros buenos resultados 
utilizando CECs y ASGR1/miR-122-5p como biomarcadores, pero estudios similares194 o 
con cohortes más pequeñas218,219,229, ya han sido publicados por otros autores. También 
es cierto que la detección de miR-122-5p en CECs debería haberse realizado en todas las 
muestras positivas para CECs. Sin embargo, debido a limitaciones de financiación y a 
dificultades de la metodología, sólo evaluamos este biomarcador como prueba de 
concepto en una pequeña cohorte de pacientes. 

7.7. FUTURO 

Actualmente, se está trabajando en aumentar el tamaño de la cohorte y caracterizar las 
CECs utilizando un panel de biomarcadores más completo que incluye ASGR1 y miR-
122-5p simultáneamente, mediante el nuevo protocolo desarrollado por nuestro 
grupo214 con la intención de mejorar el poder estadístico y demostrar la utilidad 
diagnóstica de caracterización de CECs en pacientes con cirrosis hepática y CHC.  

Es primordial estandarizar la metodología de enriquecimiento, asilamiento y análisis de 
CECs entre los diferentes grupos de investigación de biopsia líquida y es necesaria la 
realización de un ensayo clínico más amplio que evalúe la utilidad clínica de estos dos 
biomarcadores, lo que permitiría actualizar las guías clínicas de manejo del CHC. La 
incorporación de la biopsia líquida basada en el aislamiento de CECs y su caracterización 
mediante ASGR1 y/o miR-122-5p podría convertirse en una estrategia no invasiva para la 
estratificación del riesgo de los pacientes y para mejorar en la identificación temprana de 
tumores en pacientes cirróticos.  
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8. CONCLUSIONES 

 
1. Nuestros resultados resaltan la utilidad clínica de la caracterización de CECs con 

ASGR1/miR-122-5p en pacientes con cirrosis hepática o CHC, para identificar el 
origen hepático de las CECs y para detectar fenotipos potencialmente más 
agresivos (con pérdida de ASGR1/miR-122-5p), lo que serviría como herramienta 
predictiva y pronóstica. 
 

2. El análisis de CECs durante el seguimiento post-tratamiento proporciona 
información sobre el pronóstico de los pacientes, nos permite estratificar su 
riesgo e interceptar el CHC. En aquellos pacientes sometidos a resección o 
trasplante hepático, la aparición de CECs durante el seguimiento se relaciona con 
la aparición de recidivas y en pacientes con tumores avanzados que no han 
recibido tratamientos quirúrgicos, la pérdida de expresión de ASGR1/miR-122-5p 
en el análisis de CECs indicaría una mala respuesta al tratamiento, un peor 
pronóstico y una menor supervivencia. 
 

3. Las CECs pueden convertirse en un biomarcador pronóstico muy útil para la 
identificación de individuos en riesgo de desarrollar CHC. El análisis de CECs en 
pacientes cirróticos y su caracterización con ASGR1/miR-122-5p podría 
identificar aquellos con un mayor riesgo de desarrollar CHC. Esto permitiría 
seleccionar pacientes que requieran un seguimiento más estrecho y realizar 
tratamientos con intención curativa a un mayor número de pacientes al 
diagnosticarse en estadios más tempranos. 
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9. ABREVIATURAS 

AAD Antivirales de acción directa 

ACR Colegio Americano de Radiología (del inglés: American College of Radiology) 

ADNlc ADN libre circulante 

ADNtc ADN tumoral circulante 

AFP Alfafetoproteína 

AFPR Receptores de alfafetoproteína 

AGO Proteínas argonauta 

AINES Antiinflamatorios no esteroideos 

ALBI Escala Albúmina-Bilirrubina 

ARNm ARN mensajero 

ASGR Receptor de asialoglicoproteína (del inglés: asialoglycoprotein receptor) 

ASO Oligonucleótidos antisentido (del inglés: antisense oligonucleotides) 

ATRA Ácido transretinoico (del inglés: all-trans retinoic acid) 

BCLC Barcelona Clinic Liver Cancer 

cAMP Adenosín monofosfato cíclico 

CAR-T 
Células T modificadas con receptor de antígeno quimérico (del inglés: chimeric 
antigen receptor) 

CBP Cirrosis biliar primaria 

CCI Colangiocarcinoma intrahepático 

CECs Células epiteliales circulantes 

CEI Comité Ético de Investigación 

CEP Colangitis esclerosante primaria 

CEUS Ecografía con contraste (del inglés: contrast-enhanced ultrasound) 

CH Cirrosis hepática 

CHC Carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma 

CK Citoqueratina 

CRD 
Dominio de reconocimiento de carbohidratos (del inglés: carbohydrate-
recognition domain) 

CTCs Células tumorales circulantes 
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CXCR4 Receptor de quimiocinas C-X-C tipo 4 (del inglés: chemokine receptor 4) 

DEB-
TACE 

TACE con partículas precargadas farmacológicamente (del inglés: drug-eluting bead 
transarterial chemoembolization) 

DM Diabetes mellitus 

DR5 Receptor de muerte 5 (del inglés: Death receptor 5) 

EASL 
Asociación Europea para el Estudio del Hígado (del inglés: European Association for 
the Study of the Liver) 

ECOG 
Grupo Cooperativo de Oncología Oriental (del inglés: Eastern Cooperative 
Oncology Group) 

EHGNA Enfermedad del hígado graso no alcohólica 

EHNA Esteatohepatitis no alcohólica 

EMT Transición epitelio-mesénquima (del inglés: epithelial to mesenchymal transition) 

EpCAM 
Molécula de adhesión de células epiteliales (del inglés: epithelial cell adhesion 
molecule) 

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

EVs Vesículas extracelulares (del inglés: extracellular vesicles) 

FRCV Factores de riesgo cardiovascular 

GalNAc N-acetilgalactosamina 

GLP-1 Péptido 1 similar al glucagón (del inglés: glucagon-like peptide-1) 

GP130 Glicoproteína 130 

GPC-3 Glipicano-3 

GPCR Receptores acoplados a proteína G (del inglés: G-protein-coupled receptors) 

GPx Glutation peroxidasa 

HBe Ag Antígeno e del virus de la Hepatitis B 

HBs Ag Antígeno s del virus de la Hepatitis B 

HDL Lipoproteínas de alta densidad (del inglés: high-density lipoprotein) 

HR Hazard ratio 

HSC Células estrelladas hepáticas (del inglés: hepatic stellate cells) 

HTA Hipertensión arterial 

IC Intervalo de confianza 
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IFN Interferón 

IGF-2 Factor de crecimiento insulínico tipo 2 (del inglés: insuline like growth factor 2) 

ILTS 
Sociedad Internacional de Trasplante Hepático (del inglés: International Liver 
Transplantation Society) 

INR Índice Internacional Normalizado (del inglés: international normalized ratio) 

LASS2 Longevity assurance homolog 2 of yeast LAG1 

LI-
RADS 

Liver Imaging Reporting and Data System 

LOH Pérdida de heterocigosidad (del inglés: loss of heterozygosity) 

MDA Malondialdehído 

MEC Matriz extracelular 

MELD Model for End-stage Liver Disease 

miARN microARN 

MMP Metaloproteinasa de matriz (del inglés: matrix metalloproteinases) 

MUC Mucina 

MV Microvesículas 

NK cells Células natural killer 

NLK Quinasa similar a Nemo (del inglés: nemo-like kinase) 

Nrf2 Factor nuclear eritroide 2 

OMS Organización Mundial de la Salud 

OR Odds ratio 

PET Tomografía por emisión de positrones (del inglés: positron emission tomography) 

PKA Proteína quinasa A 

PS Estado functional (del inglés: performance status) 

PTEN Gen homólogo de fosfatasa y tensina (del inglés: phosphatase and tensin homolog) 

QUETA Quimioembolización transarterial 

RAR-β Receptor beta del ácido retinoico (del inglés: retinoic acid receptor beta) 

Rb Retinoblastoma 

RM Resonancia magnética 

ROS Especies reactivas del oxígeno (del inglés: reactive oxygen species) 
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RR Riesgo relativo 

RVS Respuesta viral sostenida 

SETH Sociedad Española de Trasplante Hepático 

SG Supervivencia global 

SIBL 
Sociedad Internacional de Biopsia Líquida (del inglés: International Society of Liquid 
Biopsy) 

SLP Supervivencia libre de progresión 

SR Receptores scavenger (del inglés: scavenger receptors) 

SV Supervivencia 

TACE Quimioembolización transarterial (del inglés: transarterial chemoembolization) 

TACEc 
Quimioembolización transarterial convencional (del inglés: conventional 
transarterial chemoembolization) 

TARE Radioembolización transarterial (del inglés: transarterial radioembolization) 

TC Tomografía computarizada 

TERT 
Transcriptasa inversa de la telomerasa (del inglés: telomerase reverse 
transcriptase) 

TGF-α 
Factor de crecimiento transformante alfa (del inglés: transforming growth factor 
alpha) 

TGF-β 
Factor de crecimiento transformante beta (del inglés: transforming growth factor 
beta) 

THO Trasplante hepático ortotópico 

TRAIL 
Ligando inductor de apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (del 
inglés: tumour necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) 

VHB Virus de la hepatitis B 

VHC Virus de la hepatitis C 

VHD Virus de la hepatitis D 

VHE Virus de la hepatitis E 

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana 

18FDG 18F-fluorodeoxiglucosa 
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10. ANEXOS 

10.1. ANEXO I: APROBACIÓN POR EL COMITÉ ÉTICO DE INVESTIGACIÓN DE GRANADA 
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10.2. ANEXO II: CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PACIENTES CON 
HEPATOCARCINOMA 
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10.3. ANEXO III: CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PACIENTES CON CIRROSIS 
HEPÁTICA 
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