TESIS DOCTORAL

“Relacién del estrés oxidativo y lesion del material genético

con la patogenia del tumor colorrectal”

PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOMEDICINA Y BIOTECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR-INCLIVA

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA

VNIVERSITAT
BDGVALENCIA

DOCTORANDA: Delia Acevedo Ledn

DIRECTORES: Prof. Dr. Guillermo Saez Tormo

Dra. Celia Banuls Morant

VALENCIA, marzo de 2019






HOSPITAL UNIVERSITARI
P DOCTOR PESET

VNIVERSITAT .. e .
® VALENCIA Servicio de Andlisis Clinicos
Facultat

& oo [Medicina | Qdontologia

FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR.

Programa de Doctorado: BIOMEDICINA Y BIOTECNOLOGIA (Cédigo 3102).

Dia. Celia Bafiuls Morant, Doctora por la Universidad de Valencia e
Investigadora Postdoctoral del Servicio de Endocrinologia del Hospital

Universitario Dr. Peset-FISABIO de Valencia y

D. Guillermo Saez Tormo, Doctor en Medicina y Cirugia y Catedratico
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Medicina y
Odontologia de Valencia,

CERTIFICAN:

Que la tesis titulada “Relacion del estrés oxidativo y lesion del
material genético con la patogenia del tumor colorrectal” presentada por
DAa. Delia Acevedo Ledn, licenciada en Medicina y Cirugia, ha sido
realizada, para optar al Grado de Doctor, bajo nuestra direccién en el
Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Dr. Peset y la
Unidad de Patologia Oxidativa de la Facultad de Medicina y Odontologia
de la Universidad de Valencia.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmamos el presente

certificado, en Valencia, a 11 de marzo de 2019.

Fdo. Dra. Celia Bafiuls Morant Fdo. Dr. Guillermo Saez Tormo






“Me lo contaron y lo olvidé;

lo viy lo entendi;

lo hice y lo aprendi.”

(Confucio. Filésofo chino. 551 - 479 a. C.)






A mi marido Fernando,
por las horas de atencion que le ha robado este trabajo
Y pOr su apoyo comprensivo.

A mis hijos Delia y Fernando.

Gracias por formar parte de mi vida.






Agradecimientos

La presente tesis es el fruto del trabajo propio y de muchos

profesionales, sin los cuales no hubiera sido posible.

En primer lugar quiero agradecer al Dr. Guillermo Séez Tormo,
impulsor del proyecto, su confianza en mi y apoyo constante; por
introducirme en el mundo de la investigacion y por sus continuas

palabras de animo. Sin él, esta tesis no hubiera comenzado jamas.

A la Dra. Celia Bafiuls Morant, brillante profesional, muy
conocedora no solo de la metodologia investigadora, sino también
del mundo de la estadistica. Gracias a ella he aprendido muchisimo
de estos campos y ha hecho que me entusiasme por ellos. Sin ella,

esta tesis no hubiera sido posible.

Del Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo del
Hospital Universitario Dr. Peset quiero agradecer especialmente al
Dr. Segundo Angel Gomez Abril, excelente profesional e increible
persona, pilar importante de este proyecto por la coordinacion en el
reclutamiento de pacientes; por su interés e implicacion en este
proyecto, siempre dispuesto a ayudar y facilitar todo lo que he
necesitado, mil gracias. También quiero agradecer al resto del
equipo de cirujanos, médicos Adjuntos y Residentes: Carmen Paya
Llorente, Antonio Vazquez Torrejon y Gonzalo Garrigés Ortega; lo
mismos que a los administrativos del Servicio, Merche, Antonio y
Lola, por su inestimable ayuda. Gracias a todos, pues sin vosotros
este trabajo no hubiera siquiera empezado.



Del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitario
Dr. Peset, agradecer a las Dras. Natalia Camarasa Lillo, Marisa
Pérez Ebri y al Dr. Jorge Escandon Alvarez, por su implicacion y
facilitarme todos los medios y datos necesarios para el desarrollo del

trabajo. Muchas gracias.

Del laboratorio de Bioquimica del Hospital Universitario Dr.
Peset, agradecer la colaboracion de la especialista en Analisis
Clinicos Sara Ferrer Suay; también a mi comparfera Técnico
especialista de Laboratorio Eva Naranjo y a las enfermeras Nati
Lerma y especialmente a Adela Montagud, por ser siempre tan
serviciales y ayudarme no solo en la extraccion de las muestras de
los pacientes, sino también en su analisis. Y por ultimo a mi jefa, la
Dra. Nuria Estaii Capell, por facilitarme el trabajo compartido
investigador / asistencial.

Del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular-
INCLIVA, Facultad de Medicina y Odontologia de la Universidad de
Valencia, también quiero agradecer el trabajo e interés de Paula
Garcia Lopez (Técnico de Laboratorio), Beatriz Dominguez Galvan y
especialmente Lidia Monzé Beltrdn (ambas graduadas en
Biotecnologia), por su tesén y su bien hacer. Te deseo mucha

suerte, Lidia, en tu proyecto.

Y, por ultimo, agradecer a mis hijos su apoyo constante y
especialmente a mi marido Fernando, su comprension y paciencia

conmigo.



Y a todas las personas y amigos que han puesto su granito de

arena para que este trabajo pudiera llegar a buen puerto.

Muchas gracias a todos.






INDICE







INDICE ...ttt 1
ABREVIATURAS Y SIGLAS ..ottt 11
LISTADO DE TABLAS Y FIGURAS........coo it 19
L. RESUMEN ... e 29
2. INTRODUGCCION ..ottt 37
2.1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER.........coiiiriieeice e, 39
2.2 CANCER COLORRECTAL. c.cviiticececeeeceee e 42
2.2.1 ANATOMIA-FISIOLOGIA DEL INTESTINO GRUESO. ..... 42
2.2.2 INCIDENCIA/PREVALENCIA. ..., 44
2.2.2.1 Cifras en Espana.............cccevvvvuiiiiiiiiie e 45
2.2.2.2 Cifras en la Comunidad Valenciana. ..........cccccccc....... 47

2.2.3 MORTALIDAD. ..ot 49
2.2.3.1 Cifras en Espafa..........cccccceeviiiiiiiiiiiiee 49
2.2.3.2 Cifras en la Comunidad Valenciana. ..........cccccccc....... 52

2.2 4 HISTOLOGIA. ....oeieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 54
2.2.4.1 Lesiones premalignas. .........ccccevveiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeee 54
2.2.4.2 Lesiones malignas. ........ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 55

2.2.5 NEOPLASIAS MALIGNAS MULTIPLES. ....c.ccocveeevennne. 57
2.2.6 PRONOSTICO. ....cooiviieecieeeeeeceee e, 58
2.2.6.1 Afectacion de la pared. ........cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie, 58
2.2.6.2 Afectacion ganglionar..........ccccceveveiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeee, 66
2.2.6.3 Infiltracion linfovascular y perineural. ........................ 68
2.2.6.4 Grado de diferenciacion. ..........ccccccccvvviiiiiiiiiiiiiieeen, 69
2.2.6.5 Margenes del tumor. ........ccccccvvviiiiiiiiieeee 70
2.2.6.6 Inestabilidad de microsatélites. ..........cccccccvvvvieininnnnn. 71

3



2.2.6.7 Localizacién colon derecho (proximal)/izquierdo

(01151 2= 1) ISP RURPPR 73
2.2.6.8 TAMAMO. ...cciiiiiiiiiiie e 74
2.2.6.9 Marcadores tumorales. ..............evvvvvuiiviiieieneiiiiiiiinnann. 74
2.2.7 ETIOLOGIA. ....oiiiiieie et 76
2.2.7.1 TIPOS DE CANCER COLORRECTAL. ....ccoveevvenneee. 76
2.2.7.1.1 Hereditario. .........cccceurummmmmmmnnnniininnnnnnnnnnnnnnnnnns 76
2.2.7.1.2 FAMIliAr. ....ouuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeennanenes 80
2.2.7.1.3 ESPOradiCo. .......uuvveeeiieeiiiiiiiiiiieieee e 81

2.2.7.2 FACTORES DE RIESGO......cccccceviiiiiiiieiiieeeie e, 81
2.2.7.2.1 Factores no modificables. .............cccccurunnnnnnns 81
2.2.7.2.2 Factores modificables. ...........cccccccviiiiiininnnnns 89

2.2.8 CUADRO CLINICO DEL CCR. ....eoveiiiiiiiieieieice e, 92
2.2.8.1 Colon derecho.........cccoevvveeeiiiiiiiiee e 92
2.2.8.2 Colon izQUIerdo. .........cccovveviiiiiiiie e 93
2.2.8.3 RECIO. oo 93
2.2.9 DIAGNOSTICO. ..ottt 94
2.2.9.1 Sospecha ClNICA. .........uuuvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 94
2.2.9.2 Exploracion fisiCa. ..........ccouuvviiiiieie e 99
2.2.9.3 Analitica sanguinea. ...........cccceeeeeeiiiiiiiiiiiene e, 100
2.2.9.4 Confirmacion diagnostica y estudio de extension. ... 100
2.2.10 TRATAMIENTO. ..cooiiiiiee e 106
2.2.10.1 QUIRURGICO.......c.coeieieeirieieceeeee e 107
2.2.10.2 NEOADYUVANTE. ..ot 111
2.2.10.3 ADYUVANTE. ..o 112
2.2.11 PREVENCION. ....oooviieieieeeeeeeee e 114

4



2.2.11.1 Primaria: estilos de vida saludable..........ccccooveeenanl. 114

2.2.11.1.1 Dieta mediterrdnea.........ccccccccvvveveeeeeeeennnnnn. 115

2.2.11.2 Secundaria: cribado del CCR............ccceeviiviiiennnn. 118
2.2.11.3 Terciaria: vigilancCia. ..........ccccvvvvviiiiiiiieeeceecee e 121
2.3 ESTRES OXIDATIVO. ..ottt 122
2.3.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO. .......coovvevreene 122
2.3.1.1 Radicales libres. .........ccccccvviiiiiiiiiie 124
2.3.2 DANO CELULAR PRODUCIDO POR LAS EROs. ........... 132
2.3.2.1 LIPIOS. ..evveiiiiiiieiee e 132
2.3.2.1.1 F2-ISOProsStanos. ..........ceeeeeeeemmriiiiiieeeeeeeeennns 135

2.3.2.2 Proteinas. ... 136
2.3.2.3 GIUCIOS. ...vvvviiieeeei et 138
2.3.2.4 ADN ..o 139
2.3.2.4.1 8-o0x0-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina............ 140

2.3.3 MECANISMOS DE PROTECCION FRENTE AL ESTRES
OXIDATIVO (ANTIOXIDANTES). ..cooeeeiiiiiiiieieeeee e 146
2.3.3.1 Antioxidantes enzimaticos. .........ccccccevvvveeeeeeeeeiennnnnn, 150
2.3.3.1.1 Catalasa.........cceeeuvveviiiee e 150

2.3.3.2 Antioxidantes No enzimaticos. ..........cccccvvvveveeeeeeeennnn. 151
2.3.3.2.1 Antioxidantes endOgenos. ..........cccceeeeeeeeennns 151
2.3.3.2.1.1 Glutation reducido (GSH). ............. 151

2.3.3.2.2 Antioxidantes ex0genos ...........ccccvveeeeeeeenenn. 157

2.4 ESTRES OXIDATIVO Y CANCER.......ccooeiiririniiiieeeee e, 160
2.4.1 MECANISMOS DE LAS EROs EN LA PATOGENESIS
DEL CANCER ...ttt 160
2.4.1.1 Dafo celular producido por las EROs. ..................... 160

5



2.4.1.2 Modulacién de la sefalizacién celular..................... 162
2.4.2 ESTRES OXIDATIVO Y CARCINOGENESIS

COLORRECTAL. ..ctttttie e ettt e e ee e 163
2.4.2.1 Fuentes de radicales libres en colon....................... 165
2.4.2.2 Efectos nocivos, beneficiosos y modificadores. ...... 167
2.4.2.3 Microbiota intestinal. ...........cccooveiiiiiiiiiiiii s 167
2.4.2.4 INflamacCiOn............uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 168
2.4.2.5 AlIMENLACION. .......uvvvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirireeereeeaaeaaees 172
2.4.2.6 Obesidad...........ccooviiiiiiiiiiiiii s 173
2.4.2.7 ENVEJECIMIENTO. ....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiieeieiiieee 174
2.4.2.8 Actividad fiSICA. ......uuvvvrriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaes 174

3. HIPOTESIS. JUSTIFICACION ....coiviiiiiiiieieieiee e 177
4. OBIETIVOS ..o 181
4.1 PRINCIPALES. ... e e 183
4.2 SECUNDARIOS.......otiiiiiiie ettt 183
5. MATERIAL Y METODOS ......ccuiiiiieeieeeceeee e 185
5.1 DISENO DEL ESTUDIO. ....oveiieeeeeeeeeeee e 187
5.2 MATERIAL. SELECCION DE MUESTRAS DEL ESTUDIO.... 187
5.2.1 PACIENLES. ... 187
5.2.1.1 Tamafio muestral. ............ceiiiiiiiiiiic e 187
5.2.1.2 Criterios de INCIUSION...........ccooviieieiiiiiiiiiii e 188
5.2.1.3 Criterios de exCluSiON..........cccooveeeeiivieeiiiiiinee e 188

5.2.2 CONLroIES SANOS ....uuuiiei et 189
5.3 PROTOCOLO DEL ESTUDIO ......ciiiiiiiiiiieceieceeeev e, 190
5.4 METODOS. ..ottt e eene s 191
5.4.1 Recogida de datos. Historia clinica............c..cccceevvvevnvnnnnnn. 191

6



5.4.2 Reclutamiento de los pacientes. Extraccion vy

preparacion de las Muestras. ........cccccovviiiiiiiiiiieeeenn e 193
5.4.3 Andlisis de las muestras. ........cccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 193
5.4.3.1 Estudio bioquimicCo..........ccccccieiiiiieeieeeeeee e 193
5.4.3.2 Estudio hematoldgiCo..............evvvrvevrrriirniniiiiiinnnnns 196
5.4.3.3 Estudio de estrés oxidativo. ............cccvveeeeeeeennnnne 197

5.4.4 Andlisis estadistico de 10S datos.........cccccvvvveviiiieieeennnn. 205

6. RESULTADOS ....ooiiiieiiiiciiiiiee et e e 209
6.1 ANALISIS COMPARATIVO DE PACIENTES Y
CONTROLES EN PERIODO BASAL. ....oovvieeeiieeeieeeee e, 211
6.1.1 Caracteristicas demografico-antropométricas. ............. 211

6.1.2 Marcadores bioquimicos, hematologicos y tumorales. .212

6.1.3 Marcadores de estrés oxidativo. ..........cccceeeeeeeeiiiinnnnee. 214
6.2 VARIABLES ESTUDIADAS EN LOS PACIENTES............. 214
6.2.1 PARAMETROS ANALITICOS BASALES PATOLOGICOS
............................................................................................ 214
6.2.2 PARAMETROS CLINICOS. ......oooiiiiiiiecicee e 215
6.2.2.1 Signos/sintomas iniciales. ............ccccuvvvviiiiinnnnnnn. 215
6.2.2.2 Comorbilidades. ... 216
6.2.2.3 HADItOS tOXICOS. ... .uuvevriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiininienenennes 217
6.2.2.4 Adherencia a la dieta mediterranea. .................... 218
6.2.2.5 Variables referidas al tumor. ...........cccccvvveeeenenn. 218
6.2.2.5.1 Antecedentes familiares de CCR.............. 218

6.2.2.5.2 Tamafio tumoral..........cccccceeiiviiiiinieiiinn. 219

6.2.2.5.3 Histologia. .........evvvvrveiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 219
6.2.2.5.4 Estadio tumoral. ..............eeevveiiiiiiiiiiiiinnnnns 220

7



6.2.2.5.5 LocalizacCion. ..o 221

6.2.2.5.6 Afectacion peritumoral. ..........ccccceeeeiiiiiinnnen. 222

6.2.2.5.7 Tipo de cirugia. .......ccevvvviiiiieeeeeeeeicee e 222
6.2.2.5.8 Tratamiento pre y postcirugia (neoadyuvante

Y adYUVANTE). .o 223

6.2.2.5.9 Lesiones asociadas.........cccceeeeeveeeiiiinninnnnenn. 224
6.2.2.5.10 Estudio de IMS, KRAS, NRAS, BRAF y Kit 225
6.2.2.5.11 Evolucién post-tratamiento......................... 225

6.2.3 COMPARACION ADENOMAS/CARCINOMAS. ............... 226
6.2.4 COMPARACION DEL TUMOR GIST CON ADENOMAS/
CARCINOMAS. ... 229
6.2.5 CORRELACION DE LA HEMOGLOBINA..........ccccvenenne... 230
6.2.6 CORRELACION DE MARCADORES DE INFLAMACION
CON MARCADORES TUMORALES.........cciieeeeeeeeeeee, 233
6.2.7 ASOCIACIONES DE LA DIETA MEDITERRANEA. ......... 233
6.2.8 RELACION DEL ESTRES OXIDATIVO CON DISTINTOS
FACTORES CLINICOS DE LOS PACIENTES. .....cccooveeveeennne. 237
6.2.8.1 Con las comorbilidades y factores de riesgo............ 238
6.2.8.2 Con factores con potencial preventivo de CCR ....... 239
6.2.8.3 Con factores relacionados con el tumor................... 241
6.2.8.4 Con localizacion derechalizquierda de colon........... 242
6.2.9 CORRELACION DE LOS MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO CON OTROS MARCADORES........cccocviveeeeeeeins 244
6.2.9.1 Con marcadores tumorales............ccevvvuviiiineeeieeennne 244
6.2.9.2 Con marcadores de inflamacion. ..............ccccccvvvennnns 247
6.2.9.3 Con marcadores de anemia. .............cccuevvvverennnnnnnnnns 248

8



6.2.10 ASOCIACION CON ESTADIO TUMORAL. ...ccvveeere . 249
6.2.10.1 Comorbilidades y factores de riesgo................... 250
6.2.10.2 Variables referidas al tumor. ...........ccoeevvveeiinnnnnns 251

6.2.10.3 Marcadores bioquimicos de anemia e inflamacion

....................................................................................... 252

6.2.10.4 Marcadores de estrés oxidativo .............ccccceee..... 254
6.2.10.5 Marcadores tumorales. .........ccccoeeeeevvriiiiiiiinneeennn. 255

6.3 ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE DISTINTOS ANALITOS
EN LOS PACIENTES ANTES Y DESPUES DE LA CIRUGIA. ...... 256
6.3.1 Marcadores de estrés oxidativo. ............ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 256
6.3.2 Marcadores tumorales. ...........cccovvvviiiiiiie e 258
6.3.3 Marcadores de inflamacion sistémica. .............ccccceeeeeee.. 259
6.3.4 Marcadores de anemia. ..........ccceeeeeveniiinieeeeeeeeeiien e 260
6.4 EVALUACION DE LOS MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO: TABLAS DE CONTINGENCIA Y CURVAS ROC. ....262
6.5 ANALISIS INFERENCIAL ......ocoviiiieeeee e, 264
6.5.1 REGRESION LINEAL MULTIPLE. ......ccceoveiiviiereireienan, 265
6.5.2 REGRESION LOGISTICA BINARIA. .......cocovoveveiireinnn. 268

7. DISCUSION .....ocviiiiiiiiieeietete ettt 271
CANCER COLORRECTAL Y ESTRES OXIDATIVO.......ccccocu..... 273
MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO.......cooveiiieeeeeeeeeeeeeen. 279

7.1 Evaluacion de los marcadores de estrés oxidativo en los
pacientes frente al grupo de controles sanos.............ccccceeeveeeeinnnnnn. 283
7.2 Evaluacion de los marcadores de estrés oxidativo en
situacién basal y en los diferentes tiempos de evolucion del



7.3 Caracteristicas diagnosticas de los marcadores de estrés
oxidativo en la evolucibn del CCR.Comparacion con los
marcadores tumorales utilizados en la practica clinica................. 290
7.4 Valor predictivo pronoéstico de los marcadores de estrés
oxidativo y otros marcadores en la evolucién del CCR.................. 291
7.5 Influencia de las comorbilidades y factores de riesgo en la
evolucion del proceso tumoral. ..........cccevveeeeiiiiieiiiciee e, 292
7.6 Influencia de factores con potencial preventivo en los niveles
de estrés oxidativo y en la evolucion del CCR............cccccvvvvvvvnnnnnns 293
7.7 Influencia de factores asociados al tumor en los niveles de
estrés oxidativo y en la evolucion del CCR...........cccooeeevvevviiiinnnnnn. 296
7.8 Marcadores de estrés oxidativo en adenomas, carcinomas y
tumor GIST. Comparacion con el grupo control..............c.cceeueeeee. 296
7.9 Estudio evolutivo de otros analitos: marcadores tumorales, de
inflamacion y de anemia. ...........ccooovvviiiiiiie e 297

7.10 Asociacion con estadio tumoral de los distintosmarcadores.310

7.11 Otras aSOCIACIONES. ....uuiieeeeeeeeeeiiiiiiaeeeeeeeeeeeeinnanseeeeeeeeeennnnnnnns 313
COMENTARIO FINAL. ..ot 315
8. CONCLUSIONES......citiii ittt 317
9. ANEXOS ...t 323
ANEXO |: HOJA DE INFORMACION A LOS PARTICIPANTES
EN EL ESTUDIO. ... 325
ANEXO II: HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.............. 329
ANEXO [ll: CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA
MEDITERRANEA. ..ottt 331
10. BIBLIOGRAFIA ...ttt 333



ABREVIATURAS Y SIGLAS

11



12



Abreviaturas y siglas

AAS: Acido acetil-salicilico.
Ache: Acetilcolinesterasa.
ADN: Acido desoxirribonucleico.
ADP: Adenosin difosfato.
AECC: Asociaciéon Espafiola
Contra el Cancer.

AGPI: Acidos grasos
poliinsaturados.

AINES: Antiinflamatorios no
esteroideos.

AJCC: American Joint Committee
on Cancer.

ANOVA: Andlisis de la varianza.
APC: Adenomatous polyposis
coli.

ARN: Acido ribonucleico.
ASGE: American Society of
Gastrointestinal Endoscopy.
ATP: Adenosin trifosfato.

C": Radical con centro de
oxigeno.

CA 19.9: Antigeno
carbohidratado 19.9.

CAT: Catalasa.

CCI3": Radical triclorometilo.
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CCCG: Cochrane colorectal
cancer group.

CCR: Cancer colorrectal.

CEA: Antigeno carcino-
embrionario.

CEIC: Comité ético de
investigacion clinica.
CIBERobnN: Centro de
investigacion biomeédica en red-
de la obesidad y la nutricion.
CKD-EPI: Chronic kidney
disease epidemiology
collaboration.

COQ": Radical peroxi con centro
de oxigeno.

COX: Ciclooxigenasa.

CpG: Guanines phosphate and
cytosines islands.

CTC: Colonografia tomografica
computarizada.

DGSP: Direccion General de
Salud Publica.

DE: Desviacion estandar.

DM: Diabetes mellitus.

DTNB: Acido 5-5"-ditio-bis-2-

nitrobenzoéico.



Abreviaturas y siglas

EDTA: Acido
etilendiaminotetraacético.
EGF: Epidermal growth factor.
EGFR: Epidermal growth factor
receptor.

Ell: Enfermedad inflamatoria
intestinal.

EO: Estrés Oxidativo.

ERNSs: Especies reactivas de
nitrégeno.

EROs: Especies reactivas de
oxigeno.

ESGE: European Society for
Gastrointestinal Endoscopy.
EUCAN: Europe & Canada
Business Unit.

FAP: Familial Adenomatous

Polyposis.

8EDG: Fliior-18 deoxi-glucosa.

FGF: Fibroblast growth factor.
GIST: Gastrointestinal stromal
tumor.

GPx: Glutation peroxidasa.
GR: Glutatién reductasa.
GSH: Glutation reducido.
GSSG: Glutation oxidado.
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GST: Glutation-S-transferasa.
GSTNB: Disulfuro mixto entre
GSHy TNB.

HDL: High Density Lipoproteins.
HNPCC: Hereditary non-
polyposis colorectal cancer.
HIPEC: Hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy.
HCIO: Acido hipocloroso.
4-HNE: 4-hydroxy-2-nonenal.
HO™: Radical hidroxilo.

H,O,: Perdxido de hidrogeno.
hOGGL1: 8-oxoguanina
glicosilasa.

HOO™: Radical hidroperoxilo.
HPLC-EC: Cromatografia liquida
de alta resolucion con deteccion
electroquimica.

HTA: Hipertension arterial.
IARC: International Agency for
Research on Cancer.

IL-6: Interleuquina 6.

IMC: indice de masa corporal.
IMS: Inestabilidad de
microsatélites.

IRC: Insuficiencia renal crénica.



Abreviaturas y siglas

IST: Indice de saturacién de la
transferrina.

JPS: Juvenile polyposis
syndrome.

K-RAS: Oncogén del virus del
sarcoma de Kirsten RAt.

LDL: Low Density Lipoproteins.

LNR: Lymph Node Ratio.
LOQ": Radical lipido peroxilo.
LOOH: Hidroperoxido lipidico.
LOX: Lipoxigenasa.

MAPK: Mitogen-Activated
Protein Kinases.

mARN: Acido ribonucleico
mensajero.

MDA: Malondialdehido.

MMR: Mismatch Repair.

MPA: Acido metafosférico.
MS: Microsatélites.

MUTYH: Gen homdlogo
humano de mutY de E. coli.
NADP": Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato oxidada.
NADPH: Nicotinamida adenina

dinucleotido fosfato reducida.
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NCCN: National Comprehensive
Cancer Network.

NF-kB: Factor nuclear-cadenas
ligeras kappa de células B
activadas.
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Resumen

1. RESUMEN.

Introduccion. El cancer colorrectal representa un problema de
salud importante en los paises occidentales; en Espafia supone la
segunda causa de muerte por cancer en hombres y mujeres tras los
tumores de pulmén y mama, respectivamente. Se prevé que el
namero de nuevos casos aumente aproximadamente en un 70% en
los proximos 20 afios, por lo que constituye un problema de salud
publica en los paises desarrollados. Por ello, la identificacion de
nuevos biomarcadores que, solos o0 como complemento de pruebas
existentes, permitan reconocer fases tempranas de la enfermedad,
es de gran importancia para el manejo mas adecuado de los
pacientes afectos.

Se consideran factores pronoésticos el estadio avanzado (de la
clasificacion TNM), el tamafio tumoral, la localizacién derecha o
izquierda y el grado histologico de la OMS. ElI 70-80% son
esporadicos Yy el resto tiene una base genética, de los cuales un 15-
20% se considera familiar (de herencia poligénica) y un 3-5% es
hereditario, incluyendo el cancer de colon hereditario no polipdsico
(HNPCC) o Sindrome de Lynch y la Poliposis adenomatosa familiar
(FAP), entre otros. El tratamiento quirargico puede requerir de
tratamiento neoadyuvante (que se aplica como primera opcion de
tratamiento con la finalidad de reducir el tamafo del tumor) y
adyuvante, posterior a la cirugia; en ambos casos consiste en
administrar radio o quimioterapia. En su prevencién juega un papel
muy importante el programa de deteccion de sangre oculta de la

Direccion General de Salud Publica.
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Resumen

Una de las caracteristicas fisiopatogénicas de las enfermedades
tumorales es la influencia del componente inflamatorio sistémico,
gue contribuye en gran manera a la expansion de las células
tumorales y a la aparicidon de complicaciones. La inflamacion implica
la interaccion entre células inmunitarias, células inflamatorias,
qguimioquinas, citoquinas y mediadores pro-inflamatorios, que a
través de las distintas vias de sefalizacion puede llevar hacia la
proliferacion, crecimiento e invasion tumoral. En estrecha relacion
con este hecho esta el fendmeno de oxidacibn espontdnea de
moléculas de gran importancia homeostatica o estrés oxidativo, a
través de la formacion de especies reactivas de oxigeno, que
incluyen iones de oxigeno, radicales libres y peréxidos. El estrés
oxidativo, la inflamacion crénica y el cancer estan estrechamente
relacionados.

Objetivos. Principales: evaluar los marcadores de estrés
oxidativo en los pacientes con cancer colorrectal frente a los
controles sanos, y durante la evolucion de la enfermedad, antes y
después de la cirugia; calcular sus caracteristicas diagnosticas,
estudiar asociacién con estadio tumoral y su potencial valor
predictivo pronéstico. Secundarios: analizar asociacion de
comorbilidades, caracteristicas clinicas y factores de riesgo con
niveles de estrés oxidativo, asi como con factores potencialmente
preventivos (como la dieta mediterranea); estudiar evolucion de otros
analitos en los pacientes antes y después de la cirugia (marcadores
tumorales, de inflamacion sistémica y de anemia) y asociacién con

estadio tumoral. Evaluar marcadores de estrés oxidativo en
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adenomas frente a carcinomas y segun localizacién del tumor en
colon derecho o izquierdo.

Material y métodos. Estudio prospectivo observacional que
incluyd 60 controles sanos y 80 pacientes con diagnostico de
tumoracion colorrectal, con control evolutivo durante un afio. Se
recogieron datos clinicos de interés y los referentes a la tumoracion;
ademas, los pacientes cumplimentaron el cuestionario de adherencia
a la dieta mediterranea (del estudio PREDIMED). Se determinaron
en sangre marcadores bioquimicos, de inflamacién, de anemia,
tumorales y de estrés oxidativo; entre estos ultimos, Catalasa y
sistema glutation (GSH, GSSG, indice GSSG/GSH) en suero; 8-oxo-
7’8-dihidro-2’-deoxiguanosina (8-oxodG) y F2-lsoprotanos en orina.
Para todas las determinaciones (excepto 8-oxodG) se utilizaron los
ensayos espectrofotométricos de Cayman Chemical; la 8-oxodG se
determind por Cromatografia de alta resolucién con deteccion
electroquimica (HPLC-EC). Para el tratamiento estadistico se utilizo
el programa SPSS 17.0 y se aplicaron tests estadisticos
paramétricos y no parameétricos en funcion de la homogeneidad de la
varianza y la normalidad de las variables. El nivel de significacién
estadistica utilizado en todos los casos ha sido a, existiendo
diferencias significativas cuando p< 0,05.

Resultados y Discusion. La comparacion de medias entre
ambos grupos de pacientes y controles presenté diferencias muy
significativas (p<0,001) en todos los marcadores de estrés oxidativo
estudiados. Las medias fueron inferiores en Catalasa y GSH en los

pacientes respecto a los controles sanos, y superiores en GSSG,
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indice GSSG/GSH, 8-oxodG y F2-Isoprostanos. Evolucion en el
tiempo de los marcadores de estrés oxidativo: aumento progresivo
de Catalasa y GSH, con descenso de GSSG y relacion GSSG/GSH,
alcanzando casi los niveles de los controles sanos a los 12 meses;
pero la 8-oxodG y los F2-Isoprostanos siguieron aumentados en
dicho periodo. Todos ellos exhibieron buena sensibilidad y
especificidad, a diferencia de los marcadores tumorales CEA y CA
19.9. Presentaron asociacion con mal prondstico 8-oxodG, F2-
Isoprostanos y CEA. En los pacientes con adherencia a la dieta
mediterranea se observaron niveles disminuidos de 8-o0xodG,
aumento del HDL-colesterol, asociacion con estadios localizados,
bajo grado histolégico de la OMS y menor presencia de adenomas
sincrénicos, todos ellos factores de buen pronéstico. La IL-6, el
fibrinbgeno y las plaquetas correlacionaron con todos los
marcadores de estrés oxidativo (negativamente con Catalasa y GSH
y positivamente con el resto); en cambio la PCR y los marcadores de
anemia no correlacionaron con ninguno. Los pacientes con
adenomas presentaron menos estrés oxidativo (niveles mas
elevados de Catalasa y GSH y mas bajos de F2-Isoprostanos) que
los carcinomas. No se encontrd asociacion entre localizacion
derecha o izquierda en colon con tamafio o estadio tumoral, mientras
gue la anemia si se asocio al colon derecho, en consonancia con los
trabajos publicados.

Conclusiones. A la vista de los resultados obtenidos, los
marcadores de estrés oxidativo serian de aplicacion tanto para la

determinacion basal como para el seguimiento posterior a la cirugia
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de estos pacientes, especialmente la 8-oxodG y F2-Isoprostanos.
Ambos, junto con el indice GSSG/GSH, presentaron muy buenas
pruebas diagnosticas y fueron predictoras de mal prondstico en la
evolucion del cancer colorrectal junto al CEA, por lo que pueden
constituir una herramienta atil de apoyo en el seguimiento de estos

pacientes.
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Introduccién

2. INTRODUCCION.

2 .1 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER.

El cancer como enfermedad ya se menciona en documentos
histéricos muy antiguos, entre ellos papiros egipcios del afio 1600
a.C. (papiro de Edwin Smith), que hacen una descripcién de la
enfermedad (Lopez-Espinosa, 2002).

El término cancer proviene de la palabra en latin cancer, que
significa “cangrejo”; el término griego equivalente es karkinos que,
ademas de cangrejo significa “ulcera maligna” y “cancer”, término
que documenta Hipdcrates (siglo V a.C.) por la semejanza del
crecimiento anormal celular con el cuerpo del cangrejo (Salaverry,
2013).

En general podriamos definir el cancer como todo tumor
maligno que tiende a invadir y destruir los tejidos circundantes y que
puede provocar metastasis en puntos distantes del organismo (OMS,
2018), entendiendo por tumor cualquier alteracion de los tejidos que
produzca un aumento de volumen; se trata de una enfermedad
degenerativa que afecta al crecimiento y diferenciacion celular,
presenta una etiologia multifactorial y se caracteriza por una
evolucion progresiva de tendencia invasiva (Peto, 2001).

El cancer constituye una de las principales causas de morbi-
mortalidad en el mundo. De acuerdo con los dultimos datos
disponibles estimados dentro del proyecto GLOBOCAN 2018, su
frecuencia contintda creciendo, habiendo aumentado desde los 14
millones de casos en el mundo estimados en el afio 2012 a los 18,1
millones en 2018. Se estima que el numero de casos nuevos
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aumentara en las dos proximas décadas, alcanzando los 29,5
millones en 2040 (SEOM, 2019). El envejecimiento de la poblacion,
el incremento de la incidencia de muchos tumores malignos y la
mayor supervivencia de los enfermos de cancer debida a los
avances diagnosticos y terapéuticos, han supuesto un aumento
significativo de su prevalencia (SEOM 2017).

Casi una de cada seis defunciones en el mundo se debe a esta
enfermedad. Cerca del 70% de las muertes por cancer se registran

en paises de ingresos medios y bajos.

Segun la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer
(IARC) dependiente de la OMS, los datos estimados en 2018 en
cuanto a incidencia y mortalidad por cancer a nivel mundial se

muestran en las siguientes figuras (SEOM, 2019):

 PULMON

. OTROS -

4.446.448 (24,6 v

; MAMA

i "UTkERU' % 2.088.849(11,6
 RINON.
TOTAL: 18.078.957 LEUCEMIA COLURRECTU
PANCREAS
Linfoma no ‘Hlodgkin

PROSTATA

VEJIGA 1278106

ESTOMAGO
TIROIDES 1033701 (5

Figura 1. Numero de nuevos casos estimados en el mundo en 2018, todos
los canceres, todas las edades, ambos sexos (SEOM, 2019).
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Los cénceres diagnosticados con més frecuencia a nivel mundial
en 2018 fueron el de pulmén (2,09 millones de casos, esto es, el
11,6% del total), el de mama (2,088 millones, es decir, el 11,6%) y el
cancer colorrectal (CCR) con 1,85 millones de casos, esto es, el
10,2% del total.

PULMON
1.761.007 (18,4%)
_OTROS
3.113.208(32,6%) N
)\ COLORRECTO
880.792 (9,2%)
TOTAL: 9.555.027
ESTOMAGO
LEUCEMIA ESTOMAGO
309.006 (3,2%) —
358.989 (3,8%) L
PANCREAS | 67M€‘\0M5Agn
432242 (45%) ., °0co8/960A)
ESOFAGO
508.585 (5,3%)

Figura 2. Namero de fallecimientos estimados en el mundo en 2018, todos

los canceres, todas las edades, ambos sexos (SEOM, 2019).

La primera causa de mortalidad por cancer en el mundo en 2018,
en ambos sexos, fue el de pulmon (1,76 millones de casos, es decir,
el 18,4% del total), seguido por el CCR (0,88 millones, esto es, el
9,2% del total) y en tercer lugar el cancer de estémago (0,78

millones, es decir, el 8,2% del total).
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2.2 CANCER COLORRECTAL.
2.2.1 ANATOMIA-FISIOLOGIA DEL INTESTINO GRUESO.

El intestino grueso o colon es la ultima porcion del aparato
digestivo; mide 1,5 m de longitud y 6,5 cm de diametro,
extendiéndose entre el ileon y el ano. Comprende las siguientes
porciones (Figura 3): ciego con el apéndice, colon ascendente o
derecho, flexura hepatica, colon transverso, flexura esplénica, colon
descendente o izquierdo, colon sigmoide o sigma y recto (EcuRed,
2019). El punto de diferenciacion entre colon derecho e izquierdo
corresponde a la unién del 1/3 medio del colon transverso con el 1/3
izquierdo del mismo, frente a la arteria célica aproximadamente.

El recto se prolonga entre 12 y 15 cm desde la unién recto-
sigmoidea hasta el margen anal y se divide en 3 porciones (tercios)
de aproximadamente 5 cm de longitud cada una; son los tercios
superior, medio e inferior (Crespo, 2012).

Colon
transverso

M descendente

Apendice

Figura 3. Anatomia del intestino grueso (https://www.ecured.cu/Colon).
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Es un 6rgano hueco, alargado y con forma de tubo. El colon
comunica el intestino delgado con el recto que, a su vez, termina en
el ano; se encuentra muy cerca de otros 6rganos abdominales como
el higado, el estbmago y el bazo. El recto esta proximo a la prostata,
la vejiga, el utero y los ovarios.

El colon extrae el agua de las heces, hace que sean compactas
y evita la pérdida de liquidos por la deposicion. El recto funciona
como un reservorio donde se almacenan las heces y evita la
incontinencia fecal (SEOM, 2019).

Las paredes del colon/recto, del interior al exterior, incluyen
(Figura 4):

- El revestimiento interno (mucosa), que incluye una capa

muscular delgada (muscularis mucosae).

- Una capa de tejido fibroso (submucosa).

- Una capa muscular gruesa (muscularis propia).

- Las capas delgadas mas externas de tejido conectivo (la

subserosa y la serosa) que cubren la mayor parte del colon,

pero no del recto.
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Figura 4. Capas de la pared del colon (American Cancer Society, 2018).

Por lo que respecta al CCR, el tumor infiltra las distintas capas
del colon/recto, desde mucosa a peritoneo, invadiendo con el tiempo

los ganglios linfaticos y érganos proximos o mas distantes.

2.2.2 INCIDENCIA/PREVALENCIA.

El CCR ocupa en los paises occidentales el segundo lugar en
incidencia (numero de casos nuevos por 100.000 habitantes/afio),
detras del cancer de pulmén en el hombre y del cancer de mama en
la mujer; es una enfermedad muy prevalente en nuestro medio,
suponiendo casi el 10% de la incidencia mundial anual de cancer y
la segunda causa de muerte por tumores en Europa occidental y
Norteamérica. Los datos provienen del proyecto GLOBOCAN 2018,
cuyo objetivo es proporcionar estimaciones contemporaneas de la
incidencia, prevalencia y mortalidad de los principales tipos de

cancer de 185 paises. La edad media de presentacion es de 69-70
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afios y la mayoria de los pacientes tiene mas de 50 afios en el
momento del diagndstico, si bien se esta apreciando un aumento de
su incidencia en adultos jovenes menores de 50 afios (Siegel et al.,
2017).

Afecta a hombres y mujeres casi por igual (OMS, 2018). En
general, existe acuerdo en que la mayoria de los casos de CCR son
esporadicos y no se asocian a ninguna mutacion hereditaria
conocida. La raza es también un factor que influye en la incidencia
del CCR, siendo més elevada en personas de raza negra; ademas,
los afroamericanos diagnosticados de CCR a una edad joven tienen
indices de supervivencia significativamente peores que pacientes
jovenes blancos (NIH 2018). En términos generales, la incidencia y
las tasas de mortalidad del CCR son mayores en paises
desarrollados.

2.2.2.1 Cifras en Espafia.

En nuestro pais, segun el informe de la Sociedad Espafiola de
Oncologia Médica (SEOM), que recoge las cifras de cancer en
Espaia del afio 2018, el nimero de tumores diagnosticados en el
afio 2019 alcanzara los 277.234 casos, superando ya los previstos
para 2020 (246.700), en base a las estimaciones de la Red Espafiola
de Registros de Cancer (REDECAN), en comparacion con los
247.771 casos diagnosticados en el afio 2015 (figura 5): 148.827 en

varones y 98.944 en mujeres.
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Evolucién del cancer en Esparfia *

En miles de casos
2012 mm 2015 mmm 2020 (estimacion)

247.8 246.7
215.5
148.8 149.0
1286
97.7
I I B i I
TOTAL Hombre Mujer

* excluyendo tumores cutdaneos no melanoma

Figura 5. Cifras de cancer en Espafia (SEOM, 2017).

Los tumores mas prevalentes en 2015 fueron el cancer de colon,

seguido del de prostata, pulmon, mama y vejiga (Figura 6).

Los tumores mas frecuentes en 2015

. Total en Espana
Colorrecto 41441
Prostata
33370

Pulmén Mama
28347 27747

22% 18% 15.2% 15%

* {excluyendo tumores cutdneos no melanoma)

Vejiga
21093

Linfoma no

Estémago
O bodgkin  pineress
7670 6914 igado Rifion

- - - = =
% 4.5% 4.1% 3.7% % 6

11

Figura 6. Canceres mas frecuentes en Espafia en ambos sexos
(SEOM, 2017).

Por sexos, los tumores mas frecuentemente diagnosticados en

Espafia en el afio 2018 fueron en varones los canceres de prostata,
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CCR, vejiga, y pulmon; en mujeres fueron el de mama, CCR y Utero
(Figura 7):

Los tumores mas frecuentes en 2015

Total en Espafia

Colorrecto 41.441

Préstata
33370
Pulmén ma
28347 277 7
Vejiga
21093
infoma ne
E"‘"“’?"‘ Hudgki h
7670 Higado Rifién
- - - -
22% 18%

(excluyendo tumares cutdneos no melanoma)

Figura 7. Prevalencia del cancer en Espafia en 2018 en hombres (A) y
mujeres (B) (SEOM, 2019).

De entre los canceres mas prevalentes en Espafia en 2018, el
CCR representa el tercer tumor mas frecuente cuando se consideran
ambos sexos conjuntamente, suponiendo el 13,7% de todos los
tumores, tras el cancer de mama (16,8%) y el de prostata (13,8%).
Por sexos ocupa la segunda posicion, tras el cancer de prostata en
hombres y el de mama en mujeres (SEOM, 2019).

Como podemos apreciar, el cancer afecta mayormente al sexo
masculino (a uno de cada dos hombres y a una de cada tres
mujeres), ocupando el CCR el tercer lugar en incidencia global y

segundo por sexos.

2.2.2.2 Cifras en la Comunidad Valenciana.
En nuestra Comunidad, y segun datos de la Direccion General

de Salud Publica de 2018 correspondientes a 2015, de los 25.838
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casos de cancer registrados, el CCR supuso 3.864 casos (15%),
ocupando el segundo lugar en ambos sexos, tras el cancer de

préstata y el de mama (Figura 8).
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Figura 8. Incidencia de los principales tumores en la Comunidad
Valenciana por sexos en 2015 (Direccion General de Salud Publica, 2018).

Por sexos, el CCR afect6 a 2.305 varones y a 1.559 mujeres
(59,7% y 40,3%). La mediana de edad de aparicién fue similar, de
69,3 afios en el varon y de 70,5 en la mujer.

La grafica de incidencia por edades se dispara en ambos sexos
a partir de los 50 afios, si bien en las mujeres sufre un descenso a
partir de los 84 afios (Figura 9):
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Colorectal: Incidéncia

Colorectal: Incidéncia

Figura 9. Incidencia del cancer colorrectal por edad y sexo en la
Comunidad Valenciana en 2015. Varones en rojo y mujeres en
azul (Direccién General de Salud Publica, 2018).

2.2.3 MORTALIDAD.

2.2.3.1 Cifras en Espafia.
Segun el Instituto Nacional de Estadistica (INE, 2017), los

tumores fueron la segunda causa de muerte tras las enfermedades

del aparato circulatorio (Figura 10).
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Tasas brutas por 100,000 habitantes segln causa de muerte por capitulos
de la CIE-10 y sexo. Afio 2015

2070
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Enf. endocrinas, nutricionales y metabdlicas

Enf. infecciosas y parasitarias

Enf. del sistema osteomuscular )
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Figura 10. Tasa bruta de mortalidad en Espafia segln causa
de muerte en 2015 (INE, 2017).

Por sexos, los tumores fueron la primera causa de muerte en los
hombres (con una tasa de 297,0 fallecidos/100.000 habitantes) y la
segunda en mujeres (con 184,9/100.000 habitantes) tras las
enfermedades del sistema circulatorio.

Por tipo de tumor, el de mayor mortalidad globalmente en
Espafa es el de pulmon, seguido del CCR, y a gran distancia los de
pancreas y mama (Figura 11); el cancer de pulmén es un tumor muy
frecuente; sin embargo, debido a su alta mortalidad, su prevalencia a

los 5 afos es relativamente baja.
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Mortalidad por tipo de tumor en Esparia (2014)
Pulmén
Colorrectal
Péncreas
Mama
Prostata
Estomago

Higado
bm
Leucemia
HHW

8% 20% 83% 82% 77% 73% 6% 57% 45% 38%

15.449

1

Figura 11. Mortalidad en Espafia por tipo de tumor (SEOM 2017).

Por sexos (Figura 12), el CCR también ocupa el segundo puesto
como causa de muerte, tras el de pulmén en varones y el de mama
en mujeres (SEOM, 2017).

Mortalidad por tipo de tumor en hombres y mujeres (2014)

Higado 3.389 T. Mal definidos
Pulmon 2.237
17.173

Vejiga
3.8%4

Mama

Pancreas
3.085 &

" Hombres Mujeres

Prbstata Pulmoén
5.855 Colon 6.951 4,047 Colon 4.827

Figura 12. Mortalidad en Espafia por tipo de tumor y sexo (SEOM 2017).
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Aunque de forma ligera, la supervivencia de los pacientes
afectos de CCR ha mejorado en los ultimos afios en Espafia; en los
pacientes diagnosticados durante el periodo 2000-2007, la
supervivencia relativa a los 5 afios fue de 56,10%, siendo la
estandarizada por edad de 56,4% en hombres y de 55,8% en
mujeres. Estos resultados proceden del EUROCARE-5: estudio
observacional retrospectivo de supervivencia por cancer en Europa,
de 1999 a 2007, por pais y edad (De Angelis et al., 2014).

2.2.3.2 Cifras en la Comunidad Valenciana.

Segun datos de la DGSP de 2018, referidos a 2015, de un total
de 44.342 muertes anuales en nuestra Comunidad, el cancer fue la
segunda causa de muerte con 11.125 casos (25,1%) tras los
accidentes cardiovasculares (30,4%), siendo el 61,9% de los
afectados varones y el restante 38,1% mujeres (Figura 13).

{ 44342 muertes anuales ;
‘ Cardiovasculares Cancer  Respiratorias Otras '
30,4% 251%  11,6%

p——

619% | 38,1% ’ﬁ
f 6,887 s 22 =]

Figura 13. Causas de muerte en la Comunidad Valenciana en 2015
(Direccion General de Salud Publica, 2018).
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Por lo que respecta al CCR, supone la segunda causa también
de muerte, tras el cancer de pulmon en el varén y el de mama en la

mujer (Figura 14):
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Figura 14. Mortalidad por los principales tumores en
ambos sexos en la Comunidad Valenciana en 2015
(Direccion General de Salud Publica, 2018).

Al observar las tasas de mortalidad por edad y sexo, podemos
apreciar un notable incremento a partir de los 50 afios en varones y

de los 60 en mujeres (Figura 15).
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Colorectal: Mortalitat aianctalg

Figura 15. Tasas de mortalidad por edad y sexo en la Comunidad
Valenciana 2015. Varones en rojo y mujeres en azul (Direccién
General de Salud Publica, 2018).

En nuestra Comunidad se estima una pérdida de afios
potenciales de vida del 10% en el varon y del 8% en la mujer
(DGSP, 2018).

Por todo ello, el aumento de la prevalencia en la actualidad del
CCR en paises desarrollados constituye un problema de Salud
Pulblica. Su incidencia aumenta con la edad, sobre todo después de

los 50 afios, y predomina en el género masculino.

2.2.4 HISTOLOGIA.
2.2.4.1 Lesiones premalignas.

La mayoria de cénceres colorrectales proceden de un pdélipo
adenomatoso epitelial benigno (adenoma) malignizado. Los
adenomas son los tumores benignos mas frecuentes del intestino, la
mayoria de los cuales se localizan en colon y recto. Un pdlipo

adenomatoso tarda unos 2-3 afios en hacerse mayor de 1 cm y unos
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7-10 afos en hacerse un cancer invasivo (Garrido Botella y Garrido
Gomez, 2007).

También existen pdlipos no neoplasicos, como los
hamartomatosos (pélipo juvenil o pdlipo de Peutz-Jeghers),
inflamatorios (polipo linfoide benigno) e hiperplasicos. No suelen ser
malignos, aunque pueden muy ocasionalmente desarrollar cancer,
pero siempre ocurre sobre una transformacion adenomatosa previa,
parcial o total, siendo esta parte la que degenera (Arévalo et al.,
2012; Garrido Botella y Garrido Gémez, 2007).

Histolégicamente, los polipos adenomatosos 0 neoplasicos
epiteliales pueden ser tubulares, vellosos (con mas del 50% de
componente velloso), tubulo-velloso o mixtos (del 25% al 50% de
componente velloso) y serrados (OncoSur, 2009).

El tipo de pdlipo mas comun es el tubular, constituyendo hasta
el 87% de los polipos resecados, seguidos de los tubulo-vellosos
(8%) y sblo el 5% son vellosos (Mahmoud et al., 2007). Diferentes
estudios han demostrado que el potencial de degeneracién esta
relacionado con el tamafio, la proporcion de componente velloso y el
grado de displasia, de tal manera que se considera que tienen mayor
riesgo de malignizacién los polipos mayores de 1 cm, con displasia
de alto grado y componente velloso, asi como la presencia de
multiples polipos. También indican alta probablilidad de malignidad la
vision endoscopica de lesiébn no pediculada (plana o ulcerada) y

contornos irregulares o deformados (Mahmoud et al., 2007).

2.2.4.2 Lesiones malignas.

Los tumores malignos colorrectales pueden originarse en
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cada una de las tres capas: mucosa, muscular y serosa.

Desde el punto de vista histoloégico, podemos clasificar los

tumores de colon y recto en epiteliales y no epiteliales (IARC, 2018):

2.2.4.2.1 Tumores epiteliales (carcinomas).

La clasificacion de los tipos histopatoldgicos sustentada por el

American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2010) es aplicable

solamente a los carcinomas:

Adenocarcinoma: se origina en las glandulas de la mucosa y es
el tipo histolégico més frecuente con diferencia (mas del 95%).
Carcinoma mucinoso (tipo coloide): mas del 50% de la lesion
estd formada por lagos de mucina extracelular, que contienen
epitelio maligno formando acinos, tiras epiteliales o células
sueltas.

Carcinoma de células en anillo de sello de Signet: mas del 50%
de las células neoplasicas muestran abundante mucina
intracelular (que empuja al ndcleo a la periferia, dando esta
morfologia tipica), independientemente de que pueda también
haber lagos de mucina extracelular.

Carcinoma adenoescamoso: posee caracteristicas de carcinoma
epidermoide y de adenocarcinoma, bien en areas separadas del
mismo tumor o bien entremezcladas. Se requiere mas de un foco
ocasional de diferenciacion escamosa.

Carcinoma de células espinosas (epidermoide): raro. No debe
haber contigtiidad con ninguna estructura revestida de epitelio
escamoso.

Carcinoma medular.
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- Carcinoma de células pequenas.

- Carcinoma indiferenciado: tumor maligno epitelial sin ninguna
evidencia de diferenciacion mas alla de la propiamente epitelial
(sin diferenciacién glandular, escamosa, ni neuroendocrina).

- Carcinoma NOS (not otherwise specified), no especificado de

otro modo.

2.2.4.2.2 Tumores no epiteliales.

Comprenden otros tipos histoldgicos como sarcoma, linfoma,
tumor carcinoide, lipoma, melanoma, leiomioma, hemangioma,
leiomiosarcoma, angiosarcoma, neurofioromas y tumores del
estroma mesenquimatoso o GIST (Gastrointestinal Stromal Tumor).
Estos GIST son los tumores mesenquimales mas frecuentes del
tracto gastro-intestinal (Ramos Socarras et al, 2014).

Son tumores menos frecuentes y diferentes del CCR y por tanto,
su tratamiento, también difiere (SEOM, 2018).

2.2.5 NEOPLASIAS MALIGNAS MULTIPLES.
Se denomina asi a la presencia de dos o mas tumores malignos
distintos, que se generan en el mismo paciente. Se ha de cumplir

que:

Los tumores diagnosticados sean de naturaleza maligna.

Sean histologicamente distintos.

Uno no sea metastasis del otro.

Desde el punto de vista de su aparicion en el tiempo, se
distinguen las neoplasias primarias, las sincrénicas y las

metacronicas. Se entiende por neoplasia sincronica a la
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diagnosticada al mismo tiempo que la neoplasia primaria o indice y
metacrdnica aquella que aparece tras el diagnéstico de la neoplasia
indice; pero no hay una unanimidad de criterios en el intervalo de
tiempo entre el diagnéstico del cancer indice y el de la segunda
neoplasia, variando notablemente de unos autores a otros, entre 6
meses y 1 a 3 afos, ya que en intervalos menores el porcentaje de
neoplasias sincrénicas que han pasado desapercibidas puede ser

elevado (Cuquerella, 2000; Pajares y Perea, 2015).

2.2.6  PRONOSTICO.
2.2.6.1 Afectacion de la pared.

El grado de invasién tumoral de la pared es el factor mas
importante en la estadificacion del CCR, ya que es el principal factor
pronéstico del mismo. Con el objetivo de establecer grupos basados
en las caracteristicas histopatolégicas de los tumores y con ello
hacer una aproximacion pronéstica, se han ido realizando distintas
clasificaciones a lo largo de la historia. En un principio, el sistema de
clasificacion utilizado era el elaborado por Dukes en 1932,
modificado posteriormente por Astler-Coller y por otros autores a lo
largo de los afos.

En esta clasificacion se utilizan las letras que van desde la A
hasta la C:

- Estadio A: lesion limitada a la mucosa, sin afectacion
ganglionar.

- Estadio B1: el tumor afecta a parte de la pared del colon, sin
atravesarla ni afectar a ganglios.
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- Estadio B2: afecta a toda la pared del colon, sin invasion
ganglionar.

- Estadio B3: afecta a toda la pared del colon e infiltra 6rganos
vecinos, sin afectacion ganglionar.

- Estadio C1: la enfermedad puede afectar a parte de la pared
del colon, con afectacion de 4 o més ganglios regionales, o a toda la
pared, con afectacion de 1 a 3 ganglios.

- Estadio C2: afecta a toda la pared del colon y existe
afectacion de 4 o més ganglios.

- Estadio C3: el tumor invade érganos adyacentes y existen
adenopatias ganglionares regionales.

Posteriormente, Turnbull et al. (1968) para estadificar la
diseminacién a distancia introdujeron para el cancer del colon un
grado D, que incluye las metastasis alejadas y la invasion de
organos adyacentes.

Pero la clasificacibn mas ampliamente utilizada es la elaborada
por el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la International
Union Against Cancer (UICC), el conocido sistema TNM, que se
basa en el grado de invasion de la pared (T), el nUmero de ganglios
afectados (N) y la presencia de metastasis (M), aplicable so6lo a los
carcinomas. En la siguiente tabla se puede observar la

correspondencia entre ambas clasificaciones.
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ANATOMIC STAGE/PROGNOSTIC GROUPS
Stage T N M Dukes* MAC*
0 Tis NO Mo - -
1 T1 NO Mo A A
T2 NO MO A Bl
1A T3 NO M0 B B2
1B Tda NO M0 B B2
1C Tdb NO M0 B B3
IMA TI-T2 NI/Nlc M0 C Cl1
T1 N2a MO C Cl1
B T3-T4a NI/NIc MO C c2
T2-T3 N2a MO C Cl/C2
T1-T2 N2b MO C Cl1
IIC  Tda N2a MO C c2
T3-T4a N2b MO C c2
Tdb NI-N2 M0 C c3
IVA  AmyT AnyN  Mla - -
IVB  AnyT AnyN  Mlb - -

Tabla 1. Clasificacion TNM para carcinomas de colon y recto de
la American Joint Committee on Cancer 2010. MAC*
clasificacion de Astler-Coller modificada (AJCC, 2010).

En la actualidad ha sido afiadido en la octava edicion de la AJCC
y la UICC un nuevo grupo al estadio IV, el IVC (AJCC, 2018) o
carcinomatosis peritoneal, cuando el tumor se ha propagado a
partes distantes del peritoneo (M1c), se haya propagado o0 no a
organos o ganglios linfaticos distantes. También considera como
metastasis tumorales las micrometastasis (nidos celulares menores

de 0,2 mm), detectables por inmunohistoquimica (Tabla 2):
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Estadio Descripcion
0 TO o Tis NO MO
| TloT2 NO MO
1A T3
1IB T4a NO MO
|[e T4b
A TloT2 N1/N1lc
T1 N2a
T3 0T4a N1/N1lc
1B T20T3 N2a MO
TloT2 N2b
T4a N2a
nc T3 0T4a N2b
T4b N1o N2
IVA Mla
IVB Cualquier T Cualquier N M1b
IVC Mlc

Tabla 2. Clasificaciéon TNM para carcinomas de colon y recto
de la American Joint Committee on Cancer 2018 (AJCC, 2018).

De este modo, los estadios serian (Figura 16):

Spread to other organs

Figura 16. Etapas evolutivas del cancer colorrectal
(Mufoz Barabino y Sanchez Garcia, 2010).
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- Estadio O: es la fase mas precoz. No hay evidencia de tumor
primario (TO), o bien existe una lesion premaligna o un carcinoma in
situ (Tis). Las células tumorales se encuentran en la parte mas
superficial de la mucosa del colon/recto, sin traspasarla. No afecta a
ganglios linfaticos (NO, MO).

- Estadio I: el tumor afecta a la mucosa hasta la submucosa (T1),
0 puede haber crecido hasta la muscularis propia (T2). No se ha
propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (NO), ni a distancia
(MO).

- Estadio II: el tumor ha crecido hacia las capas més externas del
colon/recto. Se subdivide en:

= |IA, cuando no ha atravesado todas las capas (T3).

= |IB, si ha crecido a través de la pared del colon o del recto,
pero no ha crecido hacia otros tejidos u érganos adyacentes (T4a);

= |IC, cuando crece hacia otros tejidos u 6rganos adyacentes
(T4b). No existe afectacion ganglionar (NO) ni metastasis a distancia
(MO).

- Estadio lll: en funcién de la invasion de la pared y del numero
de ganglios afectos se subdivide en:

= |lIA: El cancer ha crecido a través de la mucosa hasta la

submucosa (T1) o la muscular propia (T2). Se propago a 1-3

ganglios linfaticos adyacentes (N1) o hacia areas de grasa

cercanas a los ganglios linfaticos, pero no a los ganglios en si

(N1c). O bien el cancer ha atravesado la mucosa hasta la

submucosa (T1) y ha afectado a 4-6 ganglios linfaticos cercanos

(N2a). No se ha propagado a distancia (MO).
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= |lIB: El tumor ha crecido hacia la muscular propia (T2) o
hacia las capas méas externas del colon/recto (T3) y estan
afectados 4-6 ganglios linfaticos cercanos (N2a). O el cancer ha
crecido hasta la submucosa (T1) o hasta la muscular propia (T2),
propagandose a 7 o0 mas ganglios linfaticos adyacentes (N2b).
No se ha propagado a sitios distantes (MO0).

= |lIC: El cancer ha crecido a través de la pared del
colon/recto (incluyendo el peritoneo Vvisceral), pero no ha
alcanzado los dérganos adyacentes (T4a), afectando a 4-6
ganglios linfaticos cercanos (N2a). O ha crecido hacia las capas
mas externas del colon/recto (T3), o a través del peritoneo
visceral (T4a), pero no ha alcanzado los 6rganos adyacentes,
propagandose a 7 o mas ganglios linfaticos adyacentes (N2b). O
ha crecido a través de la pared del colon/recto y crece hacia otros
tejidos u organos adyacentes (T4b) y se propagd al menos a un
ganglio linfatico cercano o hacia areas de grasa cercanas a los
ganglios linfaticos (N1 o N2).

No hay propagacion a sitios distantes (MO).

- Estadio IV: el tumor pudo o no haber crecido a través de la

pared del colon o del recto (cualquier T), y podria o no haberse

propagado a los ganglios linfaticos adyacentes (cualquier N). Se

subdivide en:

= |VA: el tumor se propagd a un 6rgano distante (tal como el

higado o el pulmén) o a un grupo de ganglios linfaticos distantes,

pero no se ha propagado a partes distantes del peritoneo (M1a).

= |VB: el cancer se propag6 a mas de un organo distante o0 a
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un grupo de ganglios linfaticos distantes, pero no se ha propagado a
partes distantes del peritoneo (M1b).

= |VC: puede o no haberse propagado a 6rganos o a ganglios
linfaticos distantes, pero se ha propagado a partes distantes del
peritoneo (M1c) (American Cancer Society, 2018).

La clasificacion de la Agencia Internacional de Investigacion
sobre Cancer, en colaboracién con la OMS (Tabla 3), afiade en los
estadios los Tx, Nx y Mx cuando las afectaciones no pueden ser
evaluadas (IARC, 2018).

TNM classification of tumours of the colon and rectum
TNM classification™*
T - Primary Tumour M — Distant Metastasis
™ Primary tumour cannot be assessed MX Distant metastasis cannot be assessed
T0 No evidence of primary tumour Mo No distant metastasis
Tis Carcinoma in situ: intraepithelial or invasion of lamina propria® M1 Distant metastasis
T Tumour invades submucosa
T2 Tumour invades muscularis propria
T3 Tumour invades through muscularis propria into subserosa Stage Grouping
or into non-peritonealized pericolic or perirectal tissues
T4 Tumour directly invades other organs or structures* Stage 0 Tis NO Mo
and/or perforates visceral peritoneum Stagel T1 NO Mo
T2 NO Mo
N - Regional Lymph Nodes Stage Il T3 NO Mo
NX Regional lymph nodes cannot be assessed T4 NO Mo
NO No regional lymph node metastasis Stage lll AnyT N1 Mo
N1 Metastasis in 1 to 3 regional lymph nodes Any T N2 Mo
N2 Metastasis in 4 or more regional lymph nodes Stage IV AnyT Any N M1

Tabla 3. Clasificacién TNM para carcinomas de colon y recto de la

Agencia Internacional de Investigacion sobre Céancer (IARC 2018).

Es de suma importancia la exactitud de la estadificacion clinica
porque de ella dependera el manejo y pronéstico de los pacientes,
no solo de la técnica quirdrgica a realizar, sino también a la hora de
decidir la necesidad o no de tratamiento neoadyuvante con

guimioterapia y/o radioterapia.
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Los tumores que no alcanzan la serosa (T1 y T2) se consideran
lesiones tempranas con buen prondstico, potencialmente curables
con una adecuada reseccion; algunos autores describen un riesgo
de afectacion linfatica del 13-14% en T1 y un 17-18% en T2 (Fang et
al., 2005).

Los datos de la American Cancer Society (2018) provienen de la
base de datos SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program) del Instituto Nacional del Cancer, que examiné a las
personas diagnosticadas de CCR entre 2004 y 2010. Separ0 la tasa
de supervivencia relativa (comparada con poblacién general) a 5
afios para las personas con cancer de colon de las de cancer de
recto:

- en estadio I: 92 % (colon) y 87% (recto).

- en estadio lIA: 87% (colon) y 80% (recto).

- en estadio IIB: 63% (colon) y 49% (recto).

- en estadio IlIA: 89% (colon) y 84% (recto).
- en estadio IlIB: 69% (colon) y 71% (recto).
- en estadio llIC: 53% (colon) y 58% (recto).
- enestadio IV: 11% (colon) y 12% (recto).

Estas estadisticas se basan en una version anterior del sistema
de estadificacion del TNM en la cual no habia estadio IIC (esos
canceres se consideraban estadio 11B). Ademas, algunos canceres
gue ahora se consideran estadio IlIC fueron clasificados como
estadio 11IB, mientras que otros canceres que ahora se consideran
en estadio 1B fueron clasificados como estadio IIIC.

En la actualidad, la base de datos SEER agrupa la supervivencia
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a 5 anos, en:
Tumores localizados (I-11B): 90% (colon) y 89% (recto).
Tumores regionales (IIC-111): 71% (colon) y 70% (recto).
Tumores distantes (IV): 14% (colon) y 15% (recto).

2.2.6.2 Afectacion ganglionar.

El segundo factor pronéstico del CCR, después del grado de
invasion de la pared, es la presencia de invasion ganglionar,
produciéndose importante caida de supervivencia entre los estadios
B (NO) y C (N1) de Dukes.

En los dltimos afios se ha estudiado la presencia de
micrometastasis ganglionares (de 0,2 a 2 mm de diametro) como
factor prondstico. Esta teoria comienza a plantearse al observar que
pacientes con ganglios negativos, y por tanto en un principio no
subsidiarios de quimioterapia, presentan una recurrencia
locorregional (afectacion de la pared y de ganglios linfaticos) y/o a
distancia del 10% en estadio | y del 15-30% en estadio Il; se
empiezan asi a realizar andlisis de los ganglios negativos con
técnicas inmunohistoquimicas, por adicion de anticuerpos anti-
citogueratina, indicando presencia de células epiteliales en el interior
del nédulo linfatico y, por ende, su transformacion neoplasica
(Uribarrena-Amezaga et al., 2010). Pero estos autores no
encuentran asociacion entre micrometastasis y menor supervivencia,
ni otros tampoco (Oh et al., 2011).

A partir de aqui se han hecho estudios en los que se apunta que
la presencia de micrometastasis podria disminuir la supervivencia y

el periodo libre de enfermedad, pero los datos no son concluyentes.
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Asi, actualmente se ha introducido un nuevo marcador de epitelio
gastrico e intestinal, el “proline-histidine-glycine-rich1” (PHGR1)
MARN (Oltedal et al., 2018); utilizan la reaccion en cadena de la
polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) cuantitativa para
medir sus niveles en ganglio centinela de pacientes afectos de CCR
estadios I-lll y en sujetos normales. Han encontrado niveles
elevados en el 89% de pacientes con ganglios afectos (N+), pero
también en el 48% de los pacientes sin invasion ganglionar (NO),
sugiriendo la presencia de metastasis ocultas. Aunque han
encontrado un periodo de recurrencia de la enfermedad mas corto
en los pacientes con ganglios afectos (factor prondstico
independiente), no ha sido asi en el subgrupo NO.

El nimero de ganglios que debe incluir la pieza quirtrgica y
que han de ser analizados para no clasificar al paciente por debajo
del estadio correspondiente es controvertido; Martinez-Ramos et al.
(2008) hacen una revision de la literatura y encuentran un rango de
entre 6 y 30 ganglios. En Espafa, siguiendo las guias de las
Sociedades Internacionales y la Guia Clinica de la Asociacion
Espafiola de Cirujanos, la obtencibn de al menos 12 ganglios
linfaticos es una exigencia para la estadificacion adecuada del CCR.
En cualquier caso, constituye un factor prondstico independiente, de
tal manera que parece una buena alternativa obtener la mayor
cantidad posible de ganglios.

Chin et al. (2009) comparan el valor pronéstico del nimero de
ganglios afectos (N1/N2) con el cociente entre numero de ganglios
afectados y numero de ganglios examinados (LNR, de Lymph Node

67



Introduccién

Ratio) en estadio Ill de cancer de colon; el periodo libre de
enfermedad a los 5 afios oscila entre 66,7%, 35,1 y 0% para LNRs
<0,4, de 0,4-0,7 y >0,7, respectivamente. Attaallah et al. (2013)
encuentran en el cancer de recto estadio Ill un periodo libre de
enfermedad de 2 afios en el 95,2% de pacientes con una LNR <0,15,
y del 67,6% cuando dicho ratio era >0,15.

Posteriormente, Zare Mirzaei et al. (2015), estratifican
pacientes con cancer de colon en LNR1: 0-0,12%, LNR2: 0,13-
0,40%, LNR3: 0,41-0,84% vy LNR4: 0,85-1%; la tasa de
supervivencia libre de enfermedad a los 5 afios para los cuatro
subgrupos de LNR fue de 52,6%, 42,9%, 17,6% y 18,8%
respectivamente. EI LNR fue mejor factor prondstico que el estadio
de los ganglios linfaticos, tanto en la supervivencia general como en
la supervivencia libre de enfermedad.

No se ha definido un valor limite aceptable para el LNR, por lo
gue es necesario disefiar estudios para determinar un punto limite

valido.

2.2.6.3 Infiltracion linfovascular y perineural.

Se ha demostrado que la infiltracion de vasos linfaticos por parte
del tumor en la pared del colon/recto se asocia con un alto riesgo de
metastasis linfaticas, constituyendo un factor pronostico en los
tumores iniciales.

La afectacion perineural juega también un papel importante
como factor prondstico negativo de los tumores iniciales. Asi, Huh et
al. (2010) estudian pacientes con CCR en estadios T1 y T2 y

encuentra que la presencia de invasion linfovascular o perineural fue
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un predictor independiente de metéstasis ganglionares (p<0,001 y
p=0,004, respectivamente). Posteriormente, Nikberg et al. (2016)
estudian ambas infiltraciones en pacientes con cancer rectal en
estadio Il y concluyen que éstos tienen un mayor riesgo de
recurrencia y enfatizan la necesidad de evaluar adecuadamente la
funcion de la quimioterapia adyuvante en estos subgrupos de
enfermos. A las mismas conclusiones llegan Al-Sukhni et al. (2017)
en un estudio de cohortes retrospectivo de 15.777 pacientes con
CCR: la invasion linfovascular y perineural se asocia con pobres
resultados.

2.2.6.4 Grado de diferenciacion.
Es el grado de similitud del tumor a la arquitectura normal del
colon. Se establecen cuatro niveles:
- G 1: bien diferenciado.
- G 2: moderadamente diferenciado.
- G 3: pobremente diferenciado.
- G 4: indiferenciado.

Aunque es preferible aplicar el término “bajo grado” (G1-G2) y
“alto grado” (G3-G4) de la OMS, porque alto y bajo grado se
relacionan con resultados independientes de la estadificacion TNM
(AJCC, 2010).

El riesgo de afectacion ganglionar también se relaciona
significativamente con el grado de diferenciacién tumoral. Un T2 de
bajo grado (G1) tiene un riesgo del 17% de invasion de los ganglios
linfaticos en comparacion con un 44% para un T2 de alto grado (G4)
(Derwinger et al., 2010).
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El pronéstico se correlaciona con el grado de diferenciacion, es
decir, mayor riesgo de afectacidén, tanto locorregional como de
metastasis a distancia, mayores tasas de recidiva y menor
supervivencia, cuanto menor es la diferenciacion. El grado
histolégico fue el Unico factor significativo que influyd en el tiempo de
supervivencia después de la reseccion del CCR; los pacientes con
adenocarcinoma pobremente diferenciado con frecuencia murieron
de recurrencia dentro de los 3 afios posteriores a la reseccion
colorrectal (Cho et al., 2009).

2.2.6.5 Margenes del tumor.

La presencia de pequefios grupos o islotes de células tumorales
indiferenciadas en el margen de invasion del tumor se asocia a mal
prondstico, correlacionando con invasion linfatica y metastasis a
distancia (Morodomi et al., 1989; Tanaka et al., 2003). Es el llamado
‘budding” tumoral, postulandose que representa una transicion
epitelial-mesenquimal del tumor. También se han hecho estudios del
“budding” intratumoral (presencia de estos islotes en el interior del
tumor), suponiendo también factor de mal pronéstico (Lugli et al.,
2011).

La aparicion de “budding” es un factor prondstico adverso
independiente en el CCR, que puede permitir la estratificacion de los
pacientes en categorias de riesgo mas significativas que las
definidas por la clasificacion del TNM (Mitrovic et al., 2012). Los
resultados de distintos estudios muestran una correlacion entre la
presencia de estos islotes e invasién ganglionar; ademas se asocia a

invasion vascular, metastasis a distancia y alto riesgo de recurrencia
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locorregional, por lo que indicaria necesidad de tratamiento
adyuvante (Liu et al., 2013; Labalde et al., 2014).
En carcinomas colorrectales T1 es el predictor mas fiable de

afectacion tumoral de ganglios linfaticos (Lee et al., 2018).

2.2.6.6 Inestabilidad de microsatélites.

Los microsatélites (MS) son secuencias simples repetidas de
ADN constituidas por unidades de 2 a 10 pb que se repiten en
tandem un numero variable de veces, dando lugar a alelos de
diferentes tamafos; son muy polimorficos, con una elevada tasa de
mutacion. Aunque la longitud de los MS es muy variable de persona
a persona, cada individuo tiene en todas sus células MS de una
longitud determinada. Desempefian un rol importante en la
estabilizacion y el mantenimiento de la estructura cromosémica
(Aranguren-Méndez et al., 2005).

La inestabilidad de microsatélites (IMS) se define como un
cambio de cualquier longitud debido a insercién o eliminacién de las
unidades repetidas de un MS dentro de un tumor en comparacion
con el tejido normal. Ello conlleva la aparicion de MS anormalmente
mas largos o cortos en el ADN y es causada por un fallo del sistema
de reparacion de errores durante la replicacién del ADN, controlado
por los genes MMR (“mismatch repair”), principalmente MLH1,
MSH2, MSH6 y PMS2. Como consecuencia tiene lugar una
acumulacion acelerada de mutaciones de un sélo nucleétido y
alteraciones en la longitud de secuencias de MS simples y
repetitivas, que se producen de forma ubicua en todo el genoma.

La IMS ocurre cuando la region promotora MLH1 es silenciada
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por hipermetilacion de las islas CpG, provocando su silenciamiento.
Las islas CpG son regiones de ADN donde existe una gran
concentracion de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos,
gue conforman aproximadamente un 40% de los promotores de los
genes de mamiferos. En la mayoria de los casos, la citosina en
estas islas CpG estd desmetilada, mientras que su metilacion puede
inhibir la expresion de un gen (Rodriguez Dorantes et al., 2004).

En base a un panel de cinco MS validados, los tumores se
pueden caracterizar como tumores con IMS de alta frecuencia (IMS-
H), si dos 0 mas de los cinco marcadores muestran inestabilidad (es
decir, tienen mutaciones de insercién/eliminacion) e IMS de baja
frecuencia (IMS-L) si s6lo uno de los cinco marcadores muestra
inestabilidad (Boland et al., 1998). Los tumores colorrectales IMS-H
se encuentran predominantemente en el colon proximal, tienen
caracteristicas histopatolégicas Unicas y se asocian con un curso
clinico menos agresivo que los IMS-L coincidentes en etapas.
Numerosos estudios han determinado el valor pronéstico de los
tumores con IMS. En enfermedad resecable (estadios Il y Ill), su
presencia confiere un mejor pronostico (Ogino et al., 2009); esta
asociada con un aumento significativo de la supervivencia,
independientemente de otros factores prondsticos, incluido el TNM;
ademas, se reduce la probabilidad de aparicion de metastasis, tanto
en ganglios linfaticos como en érganos distantes (Gryfe et al., 2000).
En cambio, la IMS en la enfermedad avanzada ha sido asociada a
un peor prongstico; ademas, estos pacientes no se benefician de los

tratamientos quimioterapicos basados en terapias con 5-fluorouracilo
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(Paya Roma et al., 2006; Bertagnolli et al., 2009).

Los tumores con IMS presentan un prondéstico ligeramente
mejor y responden diferente a la quimioterapia que los tumores sin
IMS (Boland y Goel, 2010); suelen localizarse en el colon proximal y
son muy poco frecuentes en el recto (Hoogerbrugge et al., 2003).
Son mas frecuentes en los canceres mucinosos (Messerini et al.,
1997; Boland y Goel, 2010).

Mas del 95% de los CCR que se producen en el sindrome de
Lynch y un 10-15% de los CCR esporadicos presentan IMS (Jover y
Paya, 2003; Morales y Peinado, 2006; Boland y Goel, 2010).

2.2.6.7 Localizaciéon colon derecho (proximal)/izquierdo (distal).

En diversos estudios de seguimiento de hasta cinco afios de un
elevado nimero de pacientes con cancer de colon, en los que se
analizaron las caracteristicas del tumor segun su localizacion en
colon derecho o izquierdo, se han observado diferencias no sélo
epidemioldgicas, sino también clinicas e histologicas, que podrian
ser causadas por diferencias genéticas que explicarian la distinta
carcinogenesis y comportamiento biologico, siendo la supervivencia
significativamente peor en pacientes con carcinomas del lado
derecho; hay quien considera que se deberia hablar de dos
entidades distintas (Meguid et al., 2008; Benedix et al., 2010).

Un 70% de los tumores se originan en el colon izquierdo y un
30% en el colon derecho, siendo la sintomatologia del lado izquierdo
MAas precoz, y por tanto su deteccion (Gomez-Esparia et al., 2019);
con respecto a la histologia, los tumores con mayor grado de

diferenciacion y menor estadificacion son mas prevalentes en el
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colon izquierdo que en el derecho. De esta forma, la localizaciéon del
tumor se considera un factor prondéstico (aunque en menor medida
gue otras variables), presentando una mayor supervivencia los

situados en el colon izquierdo (Lim et al., 2017).

2.2.6.8 Tamafo.

El tamafio tumoral constituye un factor pronéstico en el CCR,
estando asociado con el grado de invasion de la pared y la
afectacion ganglionar. Wolmark et al. (1984) encontraron relacion
entre el grado de invasion en la pared y el tamafio tumoral;
posteriormente también Balta et al. (2014) hallaron que la progresion
del estadio tumoral se acompafia de un aumento de su diametro
horizontal. Mientras que la importancia prondstica del tamafio
tumoral es fuerte para canceres de colon, parece ser de menor valor
para los de recto (Kornprat et al., 2011).

Estudios como el de Adachi et al. (1999), demostraron también
mayor afectacion ganglionar en tumores de mas de 6 cm.

Otro punto importante es la relacion entre el tamafio tumoral y el
grado de diferenciacion, encontrando un mayor tamafo en los
tumores indiferenciados frente a los diferenciados (Balta et al.,
2014).

2.2.6.9 Marcadores tumorales (MT).
2.2.6.9.1 Antigeno carcinoembrionario (CEA).
Aunque de poca utilidad en la deteccién temprana del CCR, las
altas concentraciones preoperatorias de CEA se correlacionan con
un pronostico adverso (Bannura et al.,, 2008). Su elevacion en

sangre tras la reseccion quirdrgica del tumor sugiere recidiva
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tumoral, por lo que su aumento obliga a descartarla. En una revision
se concluye que mediciones seriadas pueden detectar la recurrencia
con una sensibilidad de aproximadamente el 80% y una
especificidad cercana al 70%, pero su uso es limitado en
enfermedad temprana (Duffy, 2001).

Para Lépez et al. (2005), la aplicacién mas util del CEA es en
la deteccion de metéstasis hepéticas de CCR.

Fijar un punto de corte es importante, ya que si es bajo
aumentara la sensibilidad, pero también causard alarmas
innecesarias al clasificar incorrectamente demasiados casos que en
realidad no presentan recidiva (falsos positivos). Ademas, el CEA no
aumenta en hasta el 20% de los pacientes con una verdadera
recidiva (falsos negativos). Las pruebas actuales apoyan el uso de
los puntos de corte mas altos (10, en lugar de 5 ng/mL), pero que es
necesario agregar otras formas de diagndéstico para evitar la pérdida
de casos (CCCG, 2015).

2.2.6.9.2 Antigeno carbohidrato (CA) 19.9.

Aunque el CEA es el marcador habitualmente usado en
pacientes con CCR, el CA 19.9 o antigeno sializado de Lewis (a)
puede ser usado como marcador adicional, ya que su determinacién
conjunta aumenta la sensibilidad en la deteccién del CCR (Filella et
al., 1992). Los pacientes con CCR con niveles elevados tanto de
CEA como de CA 19.9 tienen un prondstico significativamente peor
que aquellos con niveles normales de estos MT (Basbug et al.,
2011).

Pero, dado que no en todos los casos de CCR se produce
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aumento del CEA, lo que ocurre en el 7,3% (Stiksma et al., 2014) y
en el 6,5% (Zhang et al., 2015) de casos de CCR estudiados,

respectivamente, se hace necesaria la determinacion de CA 19.9.

2.2.7 ETIOLOGIA.
2.2.7.1 TIPOS DE CANCER COLORRECTAL.

El riesgo de desarrollar este tumor en la poblacion general se
sitla en el 5-6%, pero aumenta exponencialmente con la edad. Se
estima que entre un 20-30% de los casos tendrian una base
genética (hereditaria o agrupacion familiar) y que alrededor del 70-
80% serian debidos fundamentalmente a factores ambientales
(dieta, estilo de vida, etc...). La mayoria de los casos de CCR son
diagnosticados entre los 65-70 afios y suelen corresponderse con
casos de CCR esporadico. Los casos diagnosticados a edades mas
tempranas (por debajo de 50 afios) suelen corresponder a casos
familiares o hereditarios; son la minoria de los casos y se
diagnostican a edades comprendidas entre 35 y 40 afios.

El CCR se puede clasificar en tres tipos atendiendo a su forma
de transmision y a la participacion de genes y ambiente en su

desarrollo:

2.2.7.1.1 Hereditario.

Es la forma menos comun de CCR. Supone aproximadamente
un 3-5% de los CCR y es definido por una historia familiar de CCR,
gue ocurre con un patron que indica herencia autosémica dominante
(aunque también se describen casos con herencia autosdmica

recesiva) y que también puede asociar ciertos signos fenotipicos
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como abundantes poélipos adenomatosos, lesiones extracolonicas
benignas y malignas, cancer de inicio temprano, y multiples
canceres primarios, particularmente CCR sincronico y metacronico
(Lynch et al., 1992).

Las formas hereditarias de CCR més conocidas son la Poliposis
Adenomatosa Familiar (FAP, 1%) y el Cancer Colorrectal Hereditario
No Polipdsico (HNPCC) o Sindrome de Lynch (3-5%).

2.2.7.1.1.1 Cancer de colon hereditario no polipésico
(HNPCC) o Sindrome de Lynch.

Es el tipo mas comun de CCR heredado; el carcinoma de colon
se caracteriza por aparecer a una edad temprana, localizarse en el
colon derecho y presentar una mayor frecuencia de tumores
sincrénicos o metacronicos. Otros canceres asociados son los de
ovario, endometrio, estbmago, intestino delgado, pancreas, rifion,
encéfalo y uréter.

No suelen coexistir pdlipos, a diferencia de otras entidades; es
autosdOmica dominante y causado por cambios en los genes
reparadores del ADN dafiado MLH1 (3p), MSH2 (2p), MSH6 (2p),
PMS1 (29) y PMS2 (7p), con una frecuencia de IMS del 90%
(Wielandt et al., 2012).

Se deben derivar a consejo genético a todos los pacientes o
familiares que cumplan alguno de los criterios de Bethesda (SEOM
2017):

= un CCR diagnosticado antes de los 50 afios.
= un céncer de colon sincrénico o metacronico.

= un caso de CCR y la presencia de otro tumor relacionado
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con el sindrome de Lynch.
= un CCR y un familiar de primer grado con un tumor asociado
al sindrome de Lynch antes de los 50 afios.
= un CCR y dos familiares de primero o segundo grado con un
tumor asociado al sindrome de Lynch (independientemente de la
edad).
Variantes:
- Sindrome de Muir Torre: se asocia a un mayor riesgo de
determinados tumores cutaneos.
- Sindrome de Turcot tipo 1: enfermedad autosbmca recesiva
ocasionada por mutaciones en los genes reparadores de errores
MLH1 y PMS2; se asocia a determinados tumores cerebrales, como

glioblastoma (lza et al., 2006).

227112 Poliposis adenomatosa familiar (FAP).

Es una enfermedad rara, también autosémica dominante,
caracterizada por la presencia de polipos adenomatosos multiples en
colon y recto (més de 100), asi como también en intestino delgado.
Es causada por cambios en el gen supresor de tumores APC
(Adenomatous Polyposis Coli), en el cromosoma 5g. La presentacion
preferente del CCR es en colon izquierdo, suponiendo un 1% del
total. Variantes:

- Sindrome de Turcot tipo 2: enfermedad autosomca dominante
ocasionada por mutaciones en el gen APC.

- Sindrome de Gardner: multiples pélipos en el colon que se
asocian a quistes epidérmicos, tumores desmoides, fibromas,

osteomas y carcinoma papilar de tiroides.

78



Introduccion

2.2.7.1.1.3 Sindrome de Peutz-Jeghers.

Tienden a presentar pecas alrededor de la boca (y algunas
veces en las manos y los pies) y un tipo especial de polipo en el
tracto digestivo, el hamartoma, proliferacion de células diferenciadas
maduras que son nativas del 6rgano en que se desarrolla, pero que
se disponen y crecen de manera desorganizada, alcanzando en
ocasiones gran tamafio. Adoptan la forma de un nédulo semejante a
un tumor benigno, aunque se consideran una malformacion y no un
tumor. Es causado por mutaciones en el gen STK11 (19p). Es

autosémica dominante.

227114 Poliposis MAP o poliposis relacionada con
MUTYH.

Ademas de en colon, también tienen un riesgo aumentado de
canceres de intestino delgado, piel, ovario y vejiga. Es causado por
mutaciones en el gen reparador MYH o MUTYH, localizado en 1p.
Es autosOmica recesiva. Los pélipos no aparecen hasta la edad
adulta y son menos numerosos que los que se encuentran en
pacientes con mutaciones del gen APC (American Cancer Society,
2018).

2.2.7.1.1.5 Sindrome de poliposis juvenil (JPS).

Es una enfermedad rara, caracterizada por la presencia de
polipos hamartomatosos juveniles en el tracto gastrointestinal. La
incidencia anual se estima entre 1/100.000 y 1/150.000. Los pdlipos
pueden desarrollarse a cualquier edad desde la infancia hasta la
edad adulta, si bien la mayoria de individuos afectados se halla en la

adolescencia o al principio de la edad adulta. El diagndstico se hace
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en base a uno o varios de los siguientes hallazgos: presencia de
mas de cinco polipos en colon y/o recto; presencia de pélipos a lo
largo del tracto digestivo, incluido el estdbmago y presencia de
cualquier numero de pélipos juveniles en asociacion con una historia
familiar de JPS (Cancer.net, 2018).

2.2.7.1.2 Familiar.

El CCR familiar ocurre cuando al menos un familiar de primer
grado tiene CCR; constituye alrededor del 15-20% de los casos. La
aparicion suele ser en mayores de 50 afios y existe agregacion
familiar de CCR u otro tipo de tumores en mas miembros de la
familia de lo que corresponderia por azar. A diferencia de las formas
hereditarias de CCR, causadas por mutaciones en un anico gen y
patrén de herencia mendeliana (correspondiendo a alelos poco
frecuentes, pero con una alta penetrancia), en el CCR familiar los
alelos implicados son mas comunes y con una penetrancia menor,
por lo que se postula que es la accibn combinada de diversas
variantes génicas la que contribuye al riesgo de desarrollar esta
enfermedad. Seran los factores ambientales probablemente los que
determinen quiénes de los individuos predispuestos genéticamente
desarrollardn CCR. A este tipo de modelo se lo conoce como
herencia poligénica e implica la interaccion de multiples variantes
alélicas, cada una ligada a un riesgo bajo-moderado de CCR. El
componente ambiental desempefia un papel importante porque los
miembros de una misma familia comparten hdabitos dietéticos y
estilos de vida parecidos (Adan et al., 2010). Por ello, se considera

que los canceres que “vienen de familia” pueden deberse a genes
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heredados, a que se comparten factores ambientales o a cierta

combinacion de estos factores (American Cancer Society, 2018).

2.2.7.1.3 Esporadico.
Agrupa la mayor parte de los CCR (75-80%) y ocurre en
ausencia de familiar de primer grado afecto, ni existencia de historia
familiar de CCR.

2.2.7.2 FACTORES DE RIESGO.

Si bien no es posible saber con certeza por qué unas personas
padecen cancer y otras no, ciertos factores pueden aumentar la
posibilidad de padecerlo (NIH, 2018); estos factores de riesgo para
el CCR se pueden agrupar en dos grupos, no modificables y

modificables.
2.2.7.2.1 Factores no modificables.

227211 Edad superior a 50 afios.

El riesgo de CCR aumenta con la edad; los adultos jévenes
pueden llegar a tenerlo, pero es mucho mas comun después de los
50 afios de edad (American Cancer Society, 2018); mas del 90 %
son diagnosticados después de esta edad. La edad promedio al
momento del diagnoéstico es alrededor de 68 afos (NIH, 2018).

2.2.7.2.1.2 Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).
Aunque el CCR se considera la complicacion mas grave de la
Ell (colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn), solo explica el 1-2% de
todos los casos de CCR en la poblacion general, y representa
aproximadamente el 15% de todas las muertes en pacientes con Ell

(Munkholm, 2003).
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El riesgo de desarrollar el carcinoma esta relacionado con la
extension/duracién/actividad de la enfermedad (Matkowskyj et al.,
2013). Se acepta generalmente que la displasia precede, en la
mayoria de los casos, al desarrollo del CCR en estos pacientes
(Mark-Christensen et al., 2018), por lo que las pruebas de deteccion

se han de realizar a una edad mas temprana.

2.2.7.2.1.3 Antecedente personal de cancer o poélipos
colorrectales.

Los pdlipos son comunes en personas de mas de 50 afios de
edad siendo, en su mayoria, benignos. Sin embargo, algunos polipos
(adenomatosos o adenomas, vellosos y tubulo-vellosos) pueden
hacerse cancerosos. Esto es especialmente cierto si existen mas de
tres adenomas o algun adenoma es avanzado, es decir, los mayores
de 1 cm de diametro, presentan componente velloso o displasia de
alto grado (Oncoguia de colon y recto, 2008). Al extirpar estos
poélipos puede reducirse el riesgo de CCR (Hano et al., 2011).

En caso de haber sufrido de CCR, aunque se haya extirpado en
su totalidad, existen mas probabilidades de desarrollar nuevos
canceres en otras areas del colon y recto. Las probabilidades de que
esto suceda son mucho mayores si el primer CCR apareci6 en la

juventud (American Cancer Society, 2018).

227214 Antecedente familiar de CCR o pdlipos
adenomatosos.

Los estudios poblacionales asocian un riesgo 2-3 veces mayor

de adquirir un CCR que la poblacién general. Ademas, tener un

familiar de primer grado (padres o hijos) con CCR antes de los 45
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afos, o tener dos parientes de primer grado afectados de CCR
confiere un riesgo de 3-6 veces en comparacion con la poblacion
general (Jasperson et al, 2010). Tener un familiar que haya tenido
polipos adenomatosos también esta relacionado con un mayor
riesgo de cancer de colon (Cancer.net, 2018), por lo que estaria
indicada la realizacién de colonoscopia con mayor frecuencia que en

el resto de poblacién.

2.2.7.2.1.5 Sindromes hereditarios.

En el sindrome de Lynch existe un riesgo elevado de padecer
diversos tipos de cancer, siendo el riesgo de CCR del 52 a 82%; la
edad media al diagnostico es de 44-61 afos (Kohlmanny Gruber,
2004).

2.2.7.2.1.6  Antecedentes étnicos y raciales.

Por razones aun desconocidas, las personas de raza negra
tienen las tasas de incidencia y de mortalidad de CCR mas altas de
todos los grupos raciales de los Estados Unidos. Asimismo, los
judios procedentes de Europa Oriental tienen uno de los mayores
riesgos de CCR en comparacion con cualquier otro grupo étnico en
el mundo (American Cancer Society, 2018).

2.2.7.2.1.7 Respuesta inflamatoria.

Una de las caracteristicas fisiopatogénicas de las enfermedades
tumorales en general es la influencia del componente inflamatorio
sistémico, que contribuye en gran manera a la expansién de las
células tumorales y a la aparicion de complicaciones. La inflamacion

implica la interaccion entre varias células inmunitarias, células
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inflamatorias, quimioquinas, citoquinas y mediadores pro-
inflamatorios, tales como las vias de la ciclooxigenasa (COX) y la
lipoxigenasa (LOX), lo cual puede llevar a la sefializacion hacia la
proliferacion, crecimiento e invasion de las células tumorales
(Janakiram y Rao, 2014). La concomitante elevacién de citoquinas y
otros mediadores inflamatorios inhibiria la apoptosis tumoral,
promoveria la angiogénesis y dafaria el ADN. Todos estos factores
contribuirian a una mayor probabilidad de recidiva local o sistémica
(Urrejola et al., 2013).

El organismo presenta una respuesta inmunologica frente al
tumor. Se han hecho estudios en los que se ha visto que la
presencia de un elevado infiltrado linfocitario peri o intratumoral
constituye un factor de buen prondstico en el CCR; esto es debido a
gue se asocia a un sistema inmunolégico general capaz de evitar las
micrometastasis, tanto locorregionales como a distancia. Asi,
Deschoolmeester et al. (2010) encuentran que los linfocitos T
infiltrantes CD3+ y CD8+ tienen un impacto importante en la
supervivencia global de los pacientes, aunque independientemente
de su asociacién con la IMS, ya que la infiltraciébn tumoral podria
reflejar un principio general de inmunidad antitumoral.

Una enorme cantidad de evidencia clinica (Uribe-Querol y
Rosales, 2015) ha mostrado que los neutrofilos promueven la
progresion del tumor de varias maneras: pueden inducir la
proliferacion del tumor y la angiogénesis y mejorar la migracion de
las células tumorales y la metastasis (neutréfilos asociados al tumor

0 TAN). Sin embargo, un tipo de TAN, llamado N1, puede mostrar
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funciones antitumorales; se estan investigando nuevas formas
terapéuticas de reclutar y activar estos neutréfilos de tipo N1 para
convertir los neutréfilos pro-tumorigenos en células antitumorales.

Estudiando los marcadores leucocitarios mieloperioxidasa y
CD66b mediante inmunohistoquimica, Galdiero et al. (2016) evaltan
la importancia clinica de los TAN en el CCR como posibles
candidatos a marcadores. Encuentran que la densidad de los TAN
disminuye dramaticamente en los pacientes en el estadio IV en
comparacion con los estadios I-lll. También asocian una mayor
densidad del infitrado TAN con una mejor respuesta a la
guimioterapia basada en 5-Fluoracilo. Por lo tanto, la evaluacion de
la infiltracion de TAN puede ayudar a identificar a los pacientes que
probablemente se beneficiaran de esta quimioterapia y consideran
necesaria una reevaluacion del papel de los neutréfilos en el cancer
utilizando una metodologia cuantitativa rigurosa.

Recientemente, Xiong et al. (2018) evallan 22 subpoblaciones
de células inmunitarias y encuentran diferencias en la composicion
celular del infiltrado en el CCR, y es probable que estas diferencias
sean factores determinantes importantes, tanto para el prondstico
como para la respuesta al tratamiento. Asi encuentran que, de las
subpoblaciones celulares investigadas, los tumores que carecian de
macrofagos M1 (activados clasicamente o proinflamatorios) o con un
mayor numero de macréfagos M2 (activados alternativamente o
antiinflamatorios), eosinofilos y neutréfilos, se asociaron a mal
pronastico.

En estrecha relacion con este hecho estda el fendbmeno de
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oxidacion espontdnea de moléculas de gran importancia
homeostatica, a través de la formacién de especies reactivas de
oxigeno (EROs) (Crusz y Balkwill, 2015). Se entiende por estrés
oxidativo (EO) el dafio celular causado por las EROs resultante de la
oxidacion de sustratos para obtener energia o en el marco de un
proceso metabdlico.

En general, las observaciones hasta el momento actual sugieren
gue el EO, la inflamacién crénica y el cancer estan estrechamente
relacionados (Halliwell, 2007; Reuter et al., 2010; Brenner et al,
2014):

Modification
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Figura 17. Complejas interacciones del proceso de la inflamacion en el
espectro de progresion del cancer (Brenner et al, 2014).

2.2.7.2.1.8 Alteraciones genéticas.

Las lesiones precursoras del CCR han sido objeto de
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numerosos estudios basados en el modelo de carcinogénesis
colonica propuesto por Fearon y Vogelstein (1990). Segun este
modelo, la progresiéon de un polipo adenomatoso de bajo a alto
grado (carcinoma in situ), a carcinoma invasivo y metastatico, se
acompafa de una serie de alteraciones moleculares. Estas
alteraciones incluyen la activacion mutacional de oncogenes y la
inactivacion de genes supresores tumorales; se cree que son
necesarios, al menos, cuatro o cinco genes mutados para producir
un fenotipo completamente maligno. Esto debe incluir la mutacién
activadora del oncogén RAS, mutaciones en el gen p53 y delecion
del gen DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma); un cambio adicional
muy temprano es la mutacién del gen APC3. La acumulacion de
estas alteraciones genéticas en el epitelio colénico requiere algunos
afos, normalmente décadas.

Una de las alteraciones mas frecuentes en el CCR es la
presencia de mutaciones activantes en genes que forman parte de la
ruta RAS/MAPK, como los proto-oncogenes RAS (KRAS y NRAS),
en los exones 2, 3 y 4. Se trata de una familia de oncogenes
situados en los cromosomas 12 y 1, KRAS (12p) y NRAS (1p), cuyas
proteinas codificadas poseen actividad GTP-asa, actuando en la via
de transduccion de sefiales de crecimiento y diferenciacion celular
desde los receptores tirosin-kinasa (TK). Sus mutaciones se deben
determinar en todo paciente con enfermedad avanzada, no en
estadios locales o locorregionales. Permiten un tratamiento
individualizado y constituyen un factor predictivo de resistencia al

tratamiento con anticuerpos monoclonales contra EGFR (cetuximab
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y panitumumab).

Otro gen de la ruta RAS/MAPK es BRAF, que se encuentra en
79.34, cuya mutacién consiste en la sustitucion de una valina por
acido glutamico en el codon 600 (mutacion V600). Confiere un valor
pronostico desfavorable en enfermedad avanzada (medianas de
supervivencia en torno a los 12 meses frente a superiores a 24
meses en su ausencia); su positividad supone un beneficio minimo o
nulo con anticuerpos monoclonales contra EGFR.

Dado que las mutaciones en RAS o BRAF activan
constitutivamente la via RAS/MAPK en un punto inferior a la
intervencion de EGFR, los agentes tales como cetuximab y
panitumumab, que impiden la union al ligando del EGFR o los
inhibidores de la actividad kinasas de EGFR (Iressa) no tendrian
ninguna actividad inhibitoria significativa sobre la proliferacion celular
en presencia de RAS mutado; los anticuerpos anti-EGFR inducen su
dimerizacion e internalizacién, lo que impide secundariamente la
activacion de la TK y la posterior cascada de sefiales; también
impiden su accion los inhibidores de la actividad TK, con lo que
evitan la autofosforilaciéon del receptor y la fosforilacion de las
proteinas que intervienen en la cascada de sefiales (Feliu Batlle,
2003). Las mutaciones de KRAS y BRAF son excluyentes.

En el dltimo Consenso Nacional de la Sociedad Espafiola de
Anatomia Patolégica y de la Sociedad Espafiola de Oncologia
Médica (Navarro et al., 2012), se establecen las recomendaciones
sobre el uso de los biomarcadores que intervienen en estas rutas

moleculares, frente a las que se han disefiado medicamentos que
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bloquean algunas de ellas, y por lo que han pasado a formar parte

del arsenal terapéutico disponible.

2.2.7.2.1.9 Factores controvertidos.

La diverticulosis es muy frecuente en el sigma (Aller de la
Fuente, 2005), en relacion a su menor diametro; ésta y el
estrefiimiento se relacionan con dietas bajas en fibra y de ahi su
relacion con el CCR. Pero hay poco acuerdo en que, tanto el
estrefiimiento (Anderson y Lacy, 2014; Simons et al., 2010) como la
diverticulosis (Granlund et al., 2011) sean factores de riesgo de

CCR, encontrandose resultados contradictorios.

2.2.7.2.2  Factores modificables.
2.2.7.2.2.1 Obesidad.

La obesidad abdominal, la cual se puede medir por la
circunferencia de la cintura, asi como un indice de masa corporal
(IMC) mas alto, estan fuertemente asociados con un riesgo mayor de
CCR, siendo mas propio de los hombres. La dieta occidental, rica en
grasas e hidratos de carbono, ha provocado una epidemia de
obesidad, resistencia a la insulina, sindrome metabodlico vy
enfermedades cardiovasculares, estando relacionada con el cancer
de colon a través de distintos moduladores, hormonas, factores de
crecimiento, adipokinas y citoquinas (Stojsavijevi¢ et al., 2014). Las
concentraciones altas de insulina o de factores de crecimiento
relacionados con la insulina (IGF-1) en poblacién obesa pueden
fomentar la aparicion de cancer de colon.

2.2.7.2.2.2 Inactividad fisica.

Una persona que no sea fisicamente activa tiene una mayor
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probabilidad de desarrollar CCR; ser mas activos puede ayudar a
disminuir el riesgo (American Cancer Society, 2018). Realizar cada
semana 150 minutos de una actividad fisica moderada puede reducir
el riesgo de padecer cancer de colon, segun recomendaciones sobre
actividad fisica y salud (OMS, 2011).

2.2.7.2.2.3 Tabaco.

Fumar cigarrillos se cree que contribuye aproximadamente a un
12% de incidencia de CCR (Haggar y Boushey, 2009). Por razones
gue no estéan claras, el riesgo de CCR debido al tabaquismo parece
ser mayor en las mujeres que en los hombres, especialmente en
colon proximal (Parajuli et al., 2013). Fumar es una fuente
importante de radicales libres (RL), tanto en la fase gaseosa como
en la fase de alquitran y contribuye en gran medida al EO in vivo,
pues aumenta muchos biomarcadores sistémicos de EO, como el
pentano del aliento, proteinas plasmaticas carboniladas y F2-
Isoprostanos (Church y Pryor, 1985). EI humo del cigarrillo contiene
una cantidad significativa de especies reactivas de nitrégeno (ERNS)
asi como de EROs; ademas, es una fuente de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Ilo mismo que la coccién a altas temperaturas
de la carne), que posteriormente se activan a potentes mutagenos,
como el benzo[a]pireno, que se encuentra en las carnes cocidas y el
humo del tabaco. Se sabe desde hace mucho tiempo que la
activacion del mismo a su Ultimo agente carcinbgeno puede
promoverse mediante el proceso de peroxidacion lipidica
(Alexandrov et al., 1996).

Las personas que han fumado por mucho tiempo tienen una
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probabilidad mayor de desarrollar y morir de CCR que las personas
gue no fuman (American Cancer Society, 2018). Fumar mas de 35

cigarros/dia aumenta el riesgo.

2.2.7.2.2.4 Alcohol.

El consumo excesivo de alcohol se ha relacionado con un
aumento del riesgo de CCR, con una mayor incidencia de tumores
en el colon distal (Haggar y Boushey, 2009). Las personas
bebedoras y con antecedentes familiares de CCR corren un riesgo
especial, con un riesgo relativo de 2,8 en comparacion con las
personas que no beben alcohol y sin antecedentes familiares de
CCR (Cho et al., 2012).

Del mismo modo que el tabaco, los pacientes con dependencia
cronica del alcohol también muestran un mayor nivel de
biomarcadores de EO. Sin embargo, es probable que sea
procarcinégeno por multiples mecanismos; el alcohol metabolizado
por el sistema del citocromo P450 del reticulo endoplasmico
conduce a la produccion tanto de acetaldehido (mutageno altamente
toxico causante de mutaciones puntuales) como de EROs. Estas
altimas pueden provocar directamente dafio en el ADN y también
pueden conducir a una mayor peroxidacion de lipidos, cuya
descomposicion genera aldehidos genotoxicos y aldehidos reactivos,
como MDA y 4-HNE (Seitz y Stickel, 2007).

2.2.7.2.2.5 Factores dietéticos.
Dieta pobre en frutas y verduras frescas, alto consumo de carne
roja, cocinar las carnes a temperaturas muy altas y dieta rica en

grasas saturadas por su alta ingesta calérica aumentan el riesgo de
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CCR (American Cancer Society, 2018).
Los suplementos de fibra no han demostrado que puedan
ayudar a reducir este riesgo (Viies et al., 2003).

2.2.8 CUADRO CLINICO DEL CCR.

En tumoraciones incipientes los pacientes estan asintomaticos
y el CCR se diagnostica con un test de screening o es un hallazgo
casual al realizar otras exploraciones. En tumores sintomaticos la
forma de presentacion varia segun su localizacidén, existiendo
diferencias entre el colon derecho y el izquierdo.

Considerando que el limite entre colon derecho e izquierdo
corresponde a la parte distal del colon transverso, estas diferencias
estan relacionadas con el origen embriolégico, riego sanguineo,
funcién, contenido fecal, variedad de lesion mas comdun,
sintomatologia clinica, estudios diagnésticos y tipo de tratamiento
(Sabiston, 1980).

2.2.8.1 Colon derecho.

Embriol6gicamente, el colon derecho (0 proximal) y su riego
sanguineo se originan en el intestino medio; su contenido es
principalmente liquido, siendo su funcién principal la absorcién de
agua.

Las lesiones malignas son generalmente grandes, excrecentes
y a veces ulceradas, proyectandose en la luz del intestino
(polipoideas). Suelen producir una anemia crénica importante con
hierro bajo, debido a la gran superficie que sangra liboremente. Al
salir mezclada con las heces, el paciente no es consciente de su

pérdida (sangre oculta). Estas lesiones rara vez causan obstruccion.
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La triada clasica de las lesiones del lado derecho consiste en

anemia, debilidad y una masa en el cuadrante inferior derecho.

2.2.8.2 Colon izquierdo.

El colon izquierdo (o distal) y su irrigacion se relacionan con el
intestino posterior en cuanto a origen embrionario; su contenido es
mas solido y sus funciones principales son el almacenamiento y la
excrecion.

Es la localizacion més frecuente del CCR, sobre todo en colon
sigmoide y recto, pero hay evidencia de cambios en la distribucion
en los ultimos afios, con una creciente proporcion de carcinomas
mas proximales (IARC, 2018).

La lesion maligna mas comun es en “anillo de servilleta” que
ocupa toda la superficie del intestino y frecuentemente provoca
obstruccion; a diferencia de los tumores del colon derecho, los del
izquierdo son estenosantes. Aparecen frecuentemente cambios en la
motricidad intestinal (estrefiimiento, diarrea o alternancia de ambos),
sintomas de obstruccién (la aparicion de evacuaciones de pequefio
calibre, en forma de lapiz, es de considerable importancia), dolor
abdominal y sangre macroscoépica en las heces, pudiendo tratarse
de rectorragia (sangre roja en las heces) o de hematoquecia (sangre
mezclada con las heces). Los sintomas relacionados con una
obstruccion intestinal son ausencia de deposicion, nauseas, vomitos,

y dolor célico abdominal.

2.2.8.3 Recto.
En el caso del cancer rectal, la rectorragia puede ser de sangre

roja brillante independiente de la defecacion, por lo que, con
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frecuencia, se atribuye de forma errbnea a la existencia de
hemorroides. Otros sintomas son: necesidad urgente de defecar,
cambios en el calibre de las deposiciones e incontinencia (Sabiston,
1980). Esta sintomatologia, excepto en el caso de la clinica
obstructiva, no se correlaciona con el estadio de la enfermedad
(Majumdar et al., 1999).

Cuando el tumor invade estructuras periféricas provoca dolor
abdominal o pélvico, que en ocasiones se irradia a periné y
miembros inferiores. Igualmente, puede aparecer dolor anal por
invasion del conducto anal o incontinencia por afectacion del aparato
esfinteriano.

Con independencia de la localizacion, ademas de los sintomas
locales, en los casos de cancer avanzado frecuentemente aparecen
sintomas generales: astenia, anorexia, adelgazamiento, cansancio,
fiebre tumoral (sindrome constitucional), asi como los producidos por
las metéstasis: ictericia (hepéticas), ascitis (renales), disnea
(pulmonares), dolor 6seo, etc.

Una detallada anamnesis y una exploracion fisica completa son
de vital importancia y nunca deben infravalorarse. La existencia de
enfermedades concomitantes puede determinar que el paciente no
sea candidato a tratamiento quirdrgico, e influir en la decision de

realizar tratamiento adyuvante o paliativo.

2.29 DIAGNOSTICO.
2.2.9.1 Sospecha clinica.
Como en cualquier enfermedad, es muy importante la
elaboracion de una minuciosa historia clinica con los antecedentes
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familiares y personales, asi como los signos y/o sintomas que
presenta el paciente en el momento presente. Los CCR crecen
lentamente y pueden estar presentes varios afios antes de que
aparezca la sintomatologia, por lo que es importante identificarla
para realizar un diagnéstico lo mas precoz posible.

Debe sospecharse la existencia de CCR ante:

2.2.9.1.1 Rectorragia.

Es el signo mas frecuente en el CCR; en un estudio realizado en
Dinamarca en 2015 que abarcé casi 50.000 casos de pacientes
adultos mayores de 20 afos, la hemorragia rectal aparecié en el
33,8% de los casos. El dolor abdominal fue el sintoma de alarma
especifico mas frecuente (19,7%), mientras que el cansancio fue el
sintoma inespecifico mas frecuente (49,8%) (Rasmussen et al.,
2015).

Hay que destacar que la rectorragia presenta una baja
especifidad, ya que esta presente en una gran variedad de
patologias, tanto colénicas (enfermedad inflamatoria intestinal,
diverticulosis, @ adenomas...) como  proctolégicas  (fisuras,
hemorroides, etc.) (Hamilton y Sharp, 2004; Nikpour y Asgari, 2008).
La presencia de signos y sintomas asociados, tales como el cambio
en el habito intestinal, la hematoquecia o la anemia aumentan su

valor predictivo positivo (Lawrenson et al., 2006).

2.2.9.1.2 Anemia ferropénica.
En un estudio de Reino Unido de casi 65.000 pacientes con
CCR, el valor predictivo positivo (VPP) de la anemia con signos de

deficiencia de hierro, fue en hombres (hemoglobina <11ug/dL) del
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13,3 % y en mujeres (hemoglobina <10ug/dL) del 7,7%, por lo que
Su presencia hace necesario investigar y descartar una neoplasia
colorrectal (Hamilton et al., 2008).

Otros autores encuentran tasas superiores de anemia (51%),
afirmando que el sexo femenino, el tumor en el colon derecho vy el
diametro maximo del tumor igual o superior a 3 cm fueron factores
de riesgo de anemia en pacientes con carcinoma de colon (Ho et al.,
2008).

2.2.9.1.3 Cambios en el habito intestinal.

Es un sintoma importante en el CCR, aunque menos estudiado
quizas por su variabilidad en la poblacion general, siendo de entrada
un sintoma dificil de valorar y de diferenciar entre causa organica y
funcional.

Los pacientes con sintomas gastrointestinales no hemorragicos
persistentes, incluyendo dolor abdominal y cambio en los habitos
intestinales, tanto diarrea como estrefiimiento, tienen un rendimiento
diagnéstico casi tan alto de neoplasia colorrectal como los que
presentan sangrado rectal (Neugut et al., 1993).

En un estudio de los sintomas mas frecuentes en los cinco
canceres mas comunes en mas de 5.000 adultos realizado en
Suecia, se vio que en el caso del CCR los cambios en el habito
intestinal ocurren en el 37% de los varones y en el 20% de las

mujeres (Carlsson et al., 2001).

2.2.9.1.4 Oftros sintomas y signos.
Pueden aparecer otros sintomas como la palpacién de una

masa abdominal y/o rectal, dolor abdominal, tenesmo (sensacion de
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tener la necesidad de defecar), pérdida de peso, sindrome general
paraneoplasico, etc; estos Ultimos son sintomas mas inespecificos y

suelen ser indicativos de un proceso neoplasico avanzado.

2.2.9.1.5 Complicaciones.

La incidencia de complicaciones postoperatorias tras la cirugia
coldnica varia segun las diferentes series, pero se estima que oscila
entre el 10 y el 30%, (Ruiz-Tovar et al., 2000), situacion de alta
mortalidad que implica, ademas, un peor prondstico a largo plazo. La
obstruccion y la perforacion son las complicaciones mas frecuentes;
la hemorragia masiva es rara y las infecciones asociadas al CCR
(endocarditis, meningitis, gangrena gaseosa no traumaética,
empiema, absceso hepatico o retroperitoneal y sepsis por clostridios)
son anecddticas (Kreisler et al., 2006).

Las neoplasias complicadas de colon suelen tener peor
prondéstico que las intervenidas de forma electiva:

- Oclusion: es la complicacion mas frecuente, variando entre
un 8 y un 29% de las neoplasias de colon. El riesgo depende, entre
otros factores, de la localizacion del tumor; es mas frecuente en
tumores del angulo esplénico (49%), seguida por los tumores del
colon izquierdo o derecho, con similar riesgo (el 23 y el 22%,
respectivamente); la oclusién del rectosigma es rara (Biondo y
Ragué, 2003; Kreisler et al., 2006).

El inicio de los sintomas es habitualmente insidioso con
aparicion de estrefiimiento progresivo que termina con la obstruccion
completa de la luz intestinal y cuadro de dolor abdominal cdlico,

distension progresiva y cierre intestinal. En casos de neoplasias de
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ciego la oclusion se instaura de forma méas brusca. La aparicion de
vomitos o de deshidratacion sugiere un proceso muy evolucionado o
una valvula ileocecal incompetente (Gomez-Gras et al., 2008). Su
tratamiento requiere una cirugia de urgencia, y por tanto su
pronostico es malo, debido, por un lado, a la alta morbi-mortalidad
de una cirugia urgente y, por otro, a la mayor agresividad biolégica
del tumor y prevalencia de enfermedad avanzada.

- Perforacion: es una complicacion mucho menos frecuente, y
afecta entre el 2 y el 12% de los pacientes con cancer de colon. La
forma mas frecuente es en el propio tumor, por necrosis y ulceracion
del tejido neoplasico (65% de los casos), aunque puede ocurrir a
distancia, que suele presentarse en tumores izquierdos
estenosantes u oclusivos que provocan distensibn severa en
segmentos proximales, sobre todo en ciego, con estallido final a este
nivel (perforacion diastasica) (Carraro et al., 1998; Marcote et al.,
2000).

Las manifestaciones clinicas de la perforacion tumoral
dependen de si ésta da lugar a una peritonitis difusa (purulenta o
fecaloidea) o bien localizada. En el primer caso, la situacién se
traduce en un cuadro clinico catastrofico que pone en riesgo la vida
del paciente; en el segundo, la evolucion de cada caso podra abocar
en la formacion de abscesos, fijacion a estructuras vecinas, o
fistulas. La perforacién diastasica, que se produce sobre un colon
isquémico y a tension, provoca habitualmente un cuadro de
peritonitis fecaloidea fatal para el paciente (Kreisler et al., 2006).

- Hemorragia: en la mayoria de ocasiones la hemorragia es
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leve y cronica; s6lo de modo excepcional alcanza la gravedad

suficiente para requerir una intervencién urgente.

Resumiendo, tendremos una fuerte sospecha de CCR ante:

= Sujetos mayores de 50 afios con aparicion de cambios
en el ritmo intestinal, estrefiimiento persistente, diarrea, tenesmo
rectal y/o dolor abdominal célico coincidiendo con alteraciones en el
héabito intestinal.

= |as rectorragias con o sin deposicidn orientan a una
posible neoplasia recto-sigmoidea, mientras que las heces
melénicas o hematoquecia pueden corresponder a tumores situados
en colon derecho.

= La presencia de anemia microcitica hipocroma en
varones 0 mujeres postmenopausicas puede ser la Unica

manifestacion de CCR.

2.2.9.2  Exploracion fisica.

Es poco expresiva, salvo que exista un cancer palpable en el
tacto rectal o una masa abdominal. Se debe realizar un tacto rectal
para valorar la presencia de masas, y en dicho caso, determinar su
localizacion, movilidad, la presencia de adenopatias extrarrectales,
la invasion en profundidad y si el tumor esta adherido o fijo.

En caso de tumores de gran tamafio puede apreciarse una masa
abdominal de consistencia dura y escasa movilidad. Si existe
diseminacién a distancia puede aparecer hepatomegalia e ictericia
en caso de metastasis hepaticas y ascitis si presenta diseminacion
peritoneal.

Es esencial la exploracion pélvica cuidadosa en las mujeres y la
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evaluacion prostatica en los varones.

2.2.9.3  Analitica sanguinea.

El hemograma aportara informacion sobre la existencia de
anemia, al igual que la determinacion del metabolismo férrico (hierro,
ferritina, tranferrina y su % de saturacion). La bioquimica sanguinea
puede orientarnos sobre la funcion de érganos como el higado o el
rinon.

La determinacion del marcador tumoral CEA servira como valor
basal, una vez confirmado el diagndstico, para el seguimiento
evolutivo de los pacientes y verificar la respuesta al tratamiento
quirargico o radio-farmacoldgico; el CA 19.9 no suele utilizarse para
el control evolutivo de estos pacientes.

Es importante remarcar que los MT no deben utilizarse para el
screening o diagnostico de CCR (SEOM 2018).

2.29.4 Confirmacion diagndstica y estudio de extension.
Una vez se sospeche la presencia de tumoracién colorrectal por

la clinica, la técnica inicial ha de ser la colonoscopia.

2.29.4.1 Colonoscopia total.

El fibrocolonoscopio es un endoscopio flexible de 160 cm que
permite examinar todo el colon, a diferencia de otras técnicas
endoscopicas como la rectoscopia o colonoscopia, y permite obtener
biopsias de lesionas sospechosas para confirmar el diagndéstico del
tumor primario o extirpar pélipos durante la misma sesién, asi como
descartar la existencia de lesiones sincronicas, tanto adenomas

como carcinomas, en el resto del colon, que pueden estar presentes
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hasta en la mitad de los enfermos y pueden modificar en un 10% de
los casos el plan operatorio. Por todo esto hoy dia es considerada
como la técnica “gold estandar” en el diagndstico del CCR. En caso
de no disponer de colonoscopia total, porque sea técnicamente
imposible de completar o sea rechazada por el enfermo, se
recomienda realizar un enema opaco de doble contraste, siempre
completado con wuna rectosigmoidoscopia, ya que algunas
neoplasias distales son de dificil diagnéstico radiolégico (OncoSur,
2009).

La frecuencia en la indicacion y la realizacion del procedimiento
ha significado un colapso considerable de las unidades de
endoscopia y ha incrementado las listas de espera, lo que ha creado
la necesidad de establecer una serie de indicaciones para su
realizacion. Se ha elaborado una lista de indicaciones que las
Sociedades europeas y americanas de endoscopia gastrointestinal
(ESGE y ASGE, respectivamente) han aceptado por consenso. Las
indicaciones se han catalogado como apropiadas, inciertas e
inapropiadas. Cuando la indicacion es apropiada, se obtienen mas
diagnosticos de relevancia clinica (ASGE, 2012).

La sensibilidad de la colonoscopia para la deteccién de CCR y
sus lesiones precursoras es muy alta, superior a la de otras pruebas,
como el enema opaco o0 la colonografia por colonoscopia
computarizada (Sharma y Nguyen, 2005). Sin embargo, el 25% de
las lesiones no se diagnostican, especialmente cuando son planas o
sésiles (Kim et al., 2017).

Esta indicado hacer una colonoscopia completa de seguimiento
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al afo de la cirugia (excepcionalmente a los 3-6 meses de la misma
si no se pudo hacer preoperatoriamente por tratarse de una lesion
obstructiva), con el objetivo de detectar de forma precoz las lesiones
metacronicas y las recurrencias en la anastomosis, siendo éstas
dltimas mas frecuentes en los tumores de origen rectal. Las
colonoscopias sucesivas deberan realizarse a los 3 afios siguientes,
y si son normales, cada 5 afios, segun recomendacion de las guias
del National Comprehensive Cancer Network (NCCN, 2018).

2.2.9.4.2 Capsula endoscopica.

La capsula endoscdpica contiene una camara en miniatura, una
fuente de luz y un circuito inalambrico para la adquisicion y
transmision de sefiales. Proporciona alrededor de dos imagenes por
segundo para un maximo de ocho horas después de la deglucion, ya
gue viaja a través del intestino delgado. Es un procedimiento
ambulatorio que se puede utilizar para detectar lesiones, pero no se
puede tomar biopsias o realizar procedimientos terapéuticos. La
capsula pasa por el recto al cabo de uno a dos dias. En general es
seguro y con escasas complicaciones, aunque puede ocurrir
retenciéon sintomatica de la cpsula (en menos del 2% de los
examenes). Se utiliza principalmente para diagnosticar patologia del
intestino delgado, pero se ha considerado para el escrutinio de CCR
en pacientes que han sangrado. La sensibilidad de este
procedimiento para lesiones importantes es del 77%, la especificidad
del 70% y el VPP del 59% (Calva et al., 2009).

2.2.9.4.3 Radiografia simple de térax.

La capacidad de la radiografia de torax para detectar
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recurrencias pulmonares es muy limitada. Aunque no ha demostrado
aumentar el diagnostico de metastasis rescatables quirirgicamente,
se incluyen en la mayoria de protocolos de seguimiento por su bajo

coste.

2.2.9.4.4 Radiografia simple de abdomen.
Es facil de realizar y puede aportar informacion sobre si existe
obstruccion intestinal.
Ambas pueden ser sustituidas, en la mayoria de casos, por un

escaner toracico o abdominal (SEOM, 2018).

2.2.9.4.5 Colonografia tomografica computarizada (CTC).

Es un procedimiento no invasivo que permite valorar la luz y
pared del colon, asi como el resto de estructuras abdominales,
mediante imagenes tridimensionales, permitiendo que se puedan
encontrar en una colonoscopia posterior canceres y polipos
precancerosos. A pesar de que su sensibilidad para la deteccién de
CCR y adenomas avanzados (= 10 mm ) en la practica clinica diaria
€s un poco incierta, los estudios clinicos sugieren que las tasas son
superiores al 90% para deteccion de CCR, del 90% para la
deteccién de polipos = 10 mm y del 78% para la deteccion de pélipos
= 6 mm (Simon, 2016).

Es la técnica de eleccion en aquellos casos en los que la
colonoscopia completa no se ha podido realizar, pero presenta el
inconveniente de no ser una técnica terapéutica, a diferencia de la

colonoscopia (Campillo-Soto et al., 2007).
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2.29.4.6 Enema opaco con doble contraste.

Esta indicado para los casos en que la colonoscopia ha sido
incompleta y no disponemos de CTC. En los canceres estenosantes
es tipica la imagen en coraz6n de manzana o servilletero (Mufioz
Barabino y Sanchez Garcia, 2010). La sensibilidad es mas baja que
la de la CTC para la deteccién de podlipos colorrectales < 6 mm,
siendo del 41,9%, en los que miden entre 6 y 9 mm y del 67,8% en
los mayores de 10 mm, y (Sosna et al., 2008). Por todo lo anterior,
en la actualidad es una técnica poco empleada en el diagnéstico del
CCR.

2.2.9.4.7 Tomografia axial computarizada (TAC) toraco-
abdominal.

Es la técnica mas util para la deteccibn de enfermedad
metastasica y extension tumoral regional. Complicaciones como
obstruccion, perforacion vy fistula pueden ser visualizados; es util en
la identificacion de recurrencias, en la evaluacion de relaciones
anatémicas y en la confirmacion de nuevas lesiones durante y

después de la terapia (Calva et al., 2009).

2.2.9.4.8 Tomografia por emision de positrones-TAC (PET-
TAC).

El componente PET detecta la acumulacion de Fluor-18 deoxi-
glucosa (**rDG) en los tejidos y brinda un "mapa metabolico" al
concentrarse en los tejidos con mayor actividad metabdlica; permite
realizar un "mapa anatémico" para localizar las lesiones vy
diferenciarlas de captaciones fisiolégicas, ya que los tejidos

neoplasicos captan mas ‘®(FDG que los normales, pero también
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puede concentrarse en otro tipo de tejidos, como en procesos
inflamatorios o infecciosos. Por todo ello son necesarias otras
técnicas radioldgicas complementarias.

Tras evaluar mas de 2.000 PET-TAC con actividad focal
colonica o rectal, Fuertes et al. (2015) encuentran que cualquier
actividad focal incidental de ®FDG predice una probabilidad mayor
del 50% de corresponder a una lesion premaligna o maligna en el
analisis histopatologico.

Este estudio esta indicado en el control de respuesta al
tratamiento con quimioterapia y en la deteccion de recidivas
locorregionales y a distancia (Sobhani, 2008).

2.2.9.4.9 Resonancia magnética nuclear (RMN).

Es el método de eleccion para la valoracion de la pelvis en los
pacientes con CCR, ya que permite la prediccion de margenes de
reseccion negativos, la determinacion de metastasis a ganglios
linfaticos, el compromiso de 6rganos adyacentes y con las nuevas
secuencias incluso puede servir como predictor de respuesta a la
quimioterapia. Ademas de estos aspectos, la RMN tiene una alta
especificidad y reproducibilidad, por lo cual debe utilizarse como
primera linea para la imagenologia del cancer de recto (Kim et al.,
2000; Aluja y Upegui, 2016). La RMN con antena intrarrectal permite
establecer la relacion con las estructuras vecinas, fundamentalmente
con los esfinteres, por lo que es 6ptima para la planificacion de la

cirugia y de otros tratamientos (Crespo, 2012).

2.2.9.4.10 Ultrasonografia endorrectal (USER).

Junto con la anterior, son las dos uUnicas técnicas que permiten
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reconocer las distintas capas de la pared rectal y determinar la
profundidad de invasion del tumor en su pared. Presenta la ventaja
de ser una técnica poco invasiva, pero adolece de los
inconvenientes de ser operador-dependiente y de tener algunas
limitaciones en tumores estenosantes y en aquellos situados en la
parte mas proximal del recto.

En una revision de la literatura, que incluy6 4.897 pacientes, se
encontré mayor sensibilidad y exactitud con la USER que con la
RMN; ademas, la RMN es cara, requiere tiempo y una antena
especifica, por lo que la mayoria de los autores consideran la USER
como la técnica de eleccion para la estadificacion del cancer rectal
(Oncosur, 2009).

2.2.9.4.11 Otras.

En caso de clinica de dolores 06seos, en ocasiones sera
necesario el estudio de extension a huesos mediante una
gamagrafia 6sea o una laparoscopia abdominal diagnéstica para
comprobar si el tumor se ha extendido més alld del colon a

peritoneo, en tumores avanzados (SEOM 2018).

2.2.10 TRATAMIENTO.

En la eleccion del tratamiento mas adecuado para el paciente,
se tienen en cuenta distintos factores, que van a depender:

- Del paciente: edad, estado general, situacion nutricional,
enfermedades intercurrentes y, ademas, la voluntad y decision del
propio paciente.

- Del tumor: localizacién en colon o recto, histopatologia, estadio

tumoral, etc.
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- Del tratamiento: tipo de cirugia, tolerancia y eficacia de la
quimioterapia o de la radioterapia.

Los pacientes afectos de CCR han de ser evaluados por un
equipo multidisciplinar para establecer la mejor estrategia
terapéutica. La méas importante es la extirpacion quirargica del tumor,
pero también se dispone de otros tratamientos segun el estadio
evolutivo del mismo: quimioterapia, incluyendo los anticuerpos
monoclonales e inhibidores tirosin-quinasa, radioterapia y medidas
paliativas o sintométicas, aunque, en algunos pacientes el
tratamiento puede ser exclusivamente endoscopico (reseccion de
polipos o colocacion de prétesis). En muchas ocasiones se
combinan varios tipos de tratamiento, pero otras veces soOlo esta
indicado uno de ellos. La decision terapéutica se ajusta
concretamente a cada paciente.

Segun el grado de invasién de la pared del colon/recto o si
existe afectacion ganglionar, se recomienda administrar
quimioterapia complementaria. En el cancer de recto también puede
estar indicada la radioterapia preoperatoria, generalmente, aunque a
veces se administra después de la cirugia.

Si existen metastasis a distancia, la quimioterapia (mas
anticuerpos monoclonales) es el tratamiento clave, asociando

radioterapia o/y cirugia en situaciones determinadas (SEOM, 2018).

2.2.10.1 QUIRURGICO.
La cirugia es la base fundamental del tratamiento con éxito; su
objetivo es la extirpacion del tumor primario y de cualquier extension

locorregional que haya podido producirse, sin provocar diseminacion
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tumoral y procurando la mejor calidad de vida para el paciente.

Es importante distinguir entre el carcinoma de colon y el de
recto debido a su distinto comportamiento local y a distancia, es
decir, en cuanto al patron de diseminacion. El colon es
predominantemente intraperitoneal, moévil, lo que facilita su reseccion
con margenes amplios, y su diseminacion sera predominantemente
a distancia, con preferencia en el higado seguido del peritoneo,
guedando en ultimo lugar en frecuencia la recurrencia local. Por el
contrario, el recto y el recto-sigma, ambos extraperitoneales y
situados en el marco 6seo pélvico, plantean mayores dificultades
para resecar el tumor con margenes amplios, por lo que su

tendencia es a la recidiva local en la pelvis menor (Oncosur, 2009).

2.2.10.1.1 Cancer de colon.

El objetivo del tratamiento es realizar una reseccion RO, es
decir, evitando dejar tumor residual macroscépico en el campo
quirdrgico y con margenes de reseccion adecuados (proximal, distal
y circunferencial), asociado a una linfadenectomia completa del
territorio de drenaje linfatico del tumor; se habla asi de reseccion RO
si los margenes estan libres histolégicamente, R1 cuando los
margenes histolégicos son positivos y R2 cuando se ha dejado
tumor residual macroscopico.

Puede utilizarse la via abierta tradicional (laparotomia) o bien la
laparoscopica, si bien hoy dia existe evidencia de que la cirugia
laparoscOpica se asocia a mejor recuperacion postoperatoria y
menor dolor, por lo que preferentemente se utilizard esta via.

Actualmente se acepta que un margen de tejido sano de 5 cm

108



Introduccion

proximal y 2 cm distal al tumor en la pared del colon es suficiente
para evitar la recidiva local (Oncoguia del Cancer colorrectal de la
Comunidad Valenciana, 2007), aunque en la practica estos
margenes son mas amplios porque la extension de la reseccion
requerida para los tumores situados en los distintos segmentos del
colon esta determinada por la necesidad de una amplia extirpacion
de los linfaticos extramurales que acompafian a los vasos colicos
principales y que irrigan el segmento afectado. Cuando el ciujano
dispone de experiencia, es preferible una aproximacién a la
colectomia electiva minimamente invasiva.

En los carcinomas que asientan en el colon derecho se realizara
una hemicolectomia derecha, incluyendo 10-15 cm del ileon
terminal. Se restablecer4d la continuidad mediante una ileon-
transversostomia término-lateral, latero-lateral o término-terminal,
manual o mecanica, en funcion del calibre de los segmentos a
anastomosar y de las preferencias del cirujano. En colon transverso
y angulo esplénico se realizara una hemicolectomia derecha
ampliada.

En el caso del colon izquierdo se realizard una hemicolectomia
izquierda con anastomosis término-terminal manual o mecanica; en
tumores de sigma y unidn recto-sigmoidea, una reseccion anterior.
El margen de reseccion distal debe ser de 5 cm.

Los canceres de colon sincrénicos pueden tratarse con dos
resecciones separadas o con colectomia subtotal (Vogel et al.,
2017).
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2.2.10.1.2 Cancer de recto.

El tratamiento del cancer de recto implica una reseccion radical
del mismo, con excepcion de los tumores en estadio | bien
diferenciados, en los que puede optarse por una reseccion local
transanal, bien de forma directa, bien a través de microcirugia
transanal endoscopica.

- Reseccion local: se realizara reseccion endoscopica transanal
en pacientes con tumores en estadio TINOMO. El paciente debe
estar informado de que existe un riesgo de recidiva local que podria
hacer necesaria una amputacion abdémino-perineal.

- Reseccion radical: esta indicada en tumores en estadio Il y Il
Se pueden distinguir tres técnicas diferentes:

= Reseccion anterior baja: consiste en la exéresis del recto
seguido de una anastomosis colorrectal o coloanal.

= Amputacion abddmino-perineal: indicada cuando exista
invasion tumoral del aparato esfinteriano. Consiste en la exéresis del
recto y canal anal rodeado del aparato esfinteriano, musculo
elevador del ano y grasa isquiorrectal.

» Intervencion de Hartmann: consiste en realizar una reseccion
del tumor por via anterior, similar a la reseccién anterior baja, sin
restablecimiento  posterior de la  continuidad intestinal,
confeccionando una colostomia terminal. Se trata de un
procedimiento que se asocia a un elevado numero de
complicaciones sépticas, por lo que su uso se restringe a situaciones
muy ocasionales (Protocolo cancer colorrectal Junta de Andalucia,
2013).
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La reseccion del tumor en el CCR debe acompafarse de una
linfadenectomia adecuada, extendiéndose hasta el origen del tronco
vascular principal que irriga el tumor y ha de realizarse en bloque; se
han de resecar también aquellas adenopatias que, fuera del territorio

linfovascular resecado, sean sospechosas de malignidad.

2.2.10.2 NEOADYUVANTE.

Se designa con este nombre al tratamiento que se aplica como
primera opcion de tratamiento con la finalidad, generalmente, de
reducir el tamafio del tumor de cara a posterior cirugia. Cuando se
emplea en canceres avanzados se puede denominar también de
induccion o conversion, puesto que su objetivo serd promover la
reduccion de la enfermedad o convertirla en operable, en el caso de
que por las caracteristicas del tumor no lo fuera. También se emplea
para reducir focos metastasicos.

Consiste en la aplicacion de:

» Radiacién asociada o no a quimioterapia en pacientes con
carcinoma de recto extraperitoneal localmente avanzado. En este
caso, la radioterapia preoperatoria es preferible a la postoperatoria.

= Tratamiento quimioterapico en pacientes con cancer de
colon o recto con enfermedad localmente avanzada y dudosamente
resecable. En estos pacientes puede iniciarse un tratamiento
neoadyuvante quimioterapico 0 con radio-quimioterapia
preoperatoria con ciclo largo o de forma secuencial, una vez
comprobada una respuesta favorable al tratamiento quimioterépico si
se trata de un tumor de localizacién rectal. Los esquemas de

tratamiento neoadyuvante en estos pacientes se basan en la
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combinacion de dos farmacos mas un anticuerpo monoclonal (si no
existe contraindicaciébn para su utilizacién). La valoracion de la
respuesta se realizara tras 3 ciclos en los casos de utilizar esquemas
trisemanales (XELOX) o tras 6 en caso de esquemas bisemanales
(FOLFIRI, FOLFOX). En los casos de cancer de recto, una vez
valorada la respuesta favorable y las posibilidades de rescate
quirargico, se recomienda tratamiento con radio-quimioterapia (5-
Fluorouracilo o capecitabina), con posterior valoracion de
resecabilidad.

= Tratamiento quimioterdpico en pacientes con enfermedad
metastasica hepatica no resecable inicialmente, con intencion de
reevaluar la respuesta para realizar posteriormente un rescate
quirargico en caso de respuesta favorable. Al igual que en el caso
anterior, los esquemas de tratamiento neoadyuvante en estos casos
se basan en la combinacion de dos farmacos asociados a un
anticuerpo monoclonal si es posible. En ambos casos se realizara
PET-TAC antes y después del tratamiento para valorar enfermedad

diseminada que impida un tratamiento con pretension curativa.

2.2.10.3 ADYUVANTE.

Consiste en administrar radio o quimioterapia tras la
intervencién quirdrgica practicada para extirpar el tumor (SEOM,
2019).

2.2.10.3.1  Céancer de colon.

El tratamiento quimioterapico adyuvante estd indicado en los
estadios Ill (con afetacién ganglionar), ya que aumenta el intervalo

libre de enfermedad y la supervivencia global. También se encuentra
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indicado en pacientes con tumores en estadio Il de alto riesgo (con
obstruccion, perforacién, T4, presencia de invasion vascular, linfatica
o perineural, MT preoperatorios elevados y en linfadenectomias de
menos de 12 ganglios linfaticos).

El tratamiento debe iniciarse en las 6 primeras semanas tras la
cirugia y la duracion suele ser de 6 meses.

Los esquemas de tratamiento adyuvante deben basarse en
fluoropirimidinas con o sin Oxaliplatino. La adicion de éste aumenta
el intervalo libre de enfermedad y la supervivencia global en los
estadios IlI.

En los pacientes mayores de 70 afios el tratamiento
recomendado es monoterapia con Capecitabina, aunque se
individualizara el afiadir Oxaliplatino. Los esquemas utilizados en
adyuvancia son FOLFOX-4 y FOLFOX-6, ambos cada 2 semanas
durante 12 ciclos, para lo que se precisa de colocacién de un catéter
(port-a-cath) para su administracion. El otro esquema utilizado es
XELOX cada 21 dias durante 8 ciclos. En el caso de utilizar
monoterapia con Capecitabina seran 8 ciclos.

La presencia de IMS se ha relacionado como posible factor
pronéstico y predictivo de respuesta a fluoropirimidinas. La
determinacion se realizara en aquellos pacientes diagnosticados con
edad inferior a 50 afios y en los estadios Il cuando se proponga

tratamiento adyuvante con fluoropirimidina en monoterapia.

2.2.10.3.2 Cancer de recto.
En los pacientes con cancer de recto extraperitoneal se

recomienda tratamiento preoperatorio con radioterapia Yy
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qguimioterapia concomitante en los estadios Il y Il (T3, T4 ylo
afectacion ganglionar). El tratamiento quimioterapico indicado
durante la radioterapia es monoterapia con Capecitabina 6 5-
Fluoracilo si no existe contraindicacion para su administracion.

El tratamiento quimioterapico adyuvante postoperatorio sigue
las mismas recomendaciones que para el de colon estadios Il y IlI.

En la mayoria de casos el tamafio tumoral no es valorable por
fibrosis postratamiento neoadyuvante.

En los pacientes intervenidos en estadios Il y Il que no han
recibido tratamiento preoperatorio se recomienda tratamiento
adyuvante complementario con Capecitabina 6 5-Fluoracilo durante
la radioterapia adyuvante, completando posteriormente con
guimioterapia con los mismos esquemas que para el colon hasta

completar los 6 meses de tratamiento (SEOM, 2019).

2.2.11 PREVENCION.

2.2.11.1 Primaria: estilos de vida saludable.

La prevencion primaria del CCR consiste en la realizacion de
camparias informativas a la poblacion general con el fin de promover
habitos y estilos de vida saludables para que, de este modo,
disminuya, o al menos no aumente, el riesgo de desarrollar CCR.

Las principales recomendaciones en este sentido son:

- Moderar el consumo de carne roja y carne procesada, evitando
cocinarla mucho.

- Dieta baja en grasas y rica en fibra, fruta, verdura, leche y
productos lacteos.

El colesterol elevado puede ser un factor de riesgo para el CCR,
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pero no se observaron relaciones significativas entre este ultimo y la
ingesta de grasa total, diversos acidos grasos mayores o proteinas
totales de la dieta (Jarvinen et al., 2001).

Por otro lado, con respecto al uso de reductores del colesterol,
como los inhibidores de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A
reductasa (estatinas), en un estudio se asociaron con una reduccién
relativa en el riesgo de CCR del 47 % (Poynter et al., 2005) v,
aungque no esta claro que reduzcan de manera tan potente dicho
riesgo, no se puede descartar una pequefa reduccién en el riesgo o
un efecto asociado con algunos tipos o dosis especificos de
estatinas (Jacobs et al., 2006).

221111 Dieta mediterranea.

Todo lo anteriormente expuesto quedaria englobado en la
adherencia a la dieta mediterranea, la cual ha sido transmitida de
generacion en generacion desde hace muchos siglos, y esta
intimamente vinculada al estilo de vida de los pueblos mediterraneos
a lo largo de su historia. Se caracteriza por un alto consumo de
aceite de oliva, productos lacteos, frutas frescas, frutos secos,
verduras y cereales; un consumo moderado de pescado y aves de
corral y una baja ingesta de carnes rojas, carnes procesadas y
dulces, ademas del consumo de vino con moderacion en las
comidas.

Su importancia en la salud no se limita al hecho de que sea una
dieta equilibrada, variada y con un aporte de macronutrientes
adecuado; a los beneficios de su bajo contenido en acidos grasos

saturados y alto en monoinsaturados, asi como en carbohidratos
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complejos y fibra, hay que afadir los derivados de su rigueza en
sustancias antioxidantes, polifenoles y otras sustancias beneficiosas
de origen vegetal. De ahi que sea importante en la prevencion de
enfermedades hipertensivas y cardiovasculares (Storniolo et al,
2017), asi como inflamatorias, incluido el cancer.

A partir de un estudio sobre esta dieta en una poblacién griega
(Trichopoulou et al.,, 1995 y 2003) y del estudio PREDIMED
(Prevencion con Dieta Mediterranea), ensayo multicéntrico sobre
riesgo cardiovascular realizado en Espafia entre 2003 y 2009,
coordinado por la Universidad de Navarra y el Centro de
Investigacion Biomédica en Red-Fisiopatologia de la Obesidad y la
Nutricién (CIBERobn), se ha validado un cuestionario para estudiar
la adherencia de los pacientes a dicha dieta (Estruch et al., 2018;
Hebestreit et al., 2017). En estos estudios se ha observado relaciéon
entre la adherencia a la dieta mediterranea y mortalidad total,
mortalidad por cardiopatia coronaria y mortalidad por cancer, con
ajustes por edad, sexo, IMC, nivel de actividad fisica y otros factores

de confusion potenciales.

2.2.11.1.2 Fibra.

Por lo que respecta a la fibra, en un estudio reciente (Yao et al.,
2017) se ha visto que el aumento de la ingesta de fibra dietética
reduce la recurrencia de los polipos adenomatosos en las personas
con antecedentes de los mismos, en un periodo de 2 a 8 afios. Sin
embargo, estos resultados pueden ser poco confiables y deben
interpretarse con cautela, no so6lo debido a la alta tasa de pérdida de

pacientes durante el seguimiento, sino también porque el polipo
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adenomatoso es un resultado que sustituye al verdadero objetivo, el
CCR no observado. Por ello se necesitan ensayos a mas largo plazo
con niveles mas altos de fibra dietética para permitir una conclusion
segura.

221113 Otros.

- Ingesta adecuada de acido fdlico, calcio y vitamina D.

- Realizar ejercicio fisico y evitar el sobrepeso y la obesidad.

- Evitar el consumo de tabaco y moderar el consumo de alcohol
(Abad Esteve, 2009).

- En cuanto a la quimioprevencion, son varios los estudios que
demuestran el efecto beneficioso de dosis moderadas diarias de
antiinflamatorios no esteroideos (AINES): Asano y McLeod (2004)
concluyen que la aspirina (AAS) y los AINES reducen de forma
significativa la recurrencia de pélipos adenomatosos esporadicos
tras 1 a 3 afos. El uso regular de AAS a dosis igual o superior a 300
mg/dia durante 5 afios 0 mas es efectivo en la prevencion primaria
del CCR, siendo la asociacion menor y mas inconsistente con dosis
inferiores 0 si no se utliza diariamente (Flossmann y Rothwell,
2007).

Otros estudios realizados con los inhibidores selectivos de la
ciclooxigenasa-2 (celecoxib y rofecoxib) confirman también que
éstos reducen la recurrencia de adenomas colorrectales (Bertagnolli
et al., 2006; Baron et al., 2006). Hay pruebas de estudios a corto
plazo que apoyan la regresion, pero no la eliminacion o prevenciéon
de los padlipos (Latchford et al., 2012).
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2.2.11.2  Secundaria: cribado del CCR.

Tiene como objetivo detectar el cancer o los polipos en una fase
precoz, antes de que aparezcan sintomas y consiste en la
realizacion del test de sangre oculta en heces (SOH). Su finalidad es
evitar la aparicion de CCR mediante la extirpacion de las lesiones
precursoras o polipos antes de que degeneren y asi disminuir la
mortalidad por esta causa.

Se trata de un test inmunoldgico cuantitativo (con anticuerpos
anti-hemoglobina humana) de deteccion de sangre especifica de
origen humano en heces. Permite detectar restos no visibles de
sangre en las deposiciones, que puede indicar la presencia de un
polipo o un cancer; cuando el resultado es positivo, debe realizarse
una colonoscopia. En funcion del riesgo de cada persona de padecer
un CCR, las estrategias de cribado pueden variar:

2.2.11.2.1 Poblacion de riesgo medio.

Incluye las personas de 50-69 afios sin factores de riesgo para
padecer este cancer (no haber padecido CCR o polipos en el
pasado, y no tener ningun familiar con este cancer); se recomienda
su participacion en el programa de cribado poblacional de CCR cada
2 afios (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2013).

En otros paises de nuestro entorno europeo aconsejan realizar
el screening del CCR <con e SOH en heces mas
rectosigmoidoscopia flexible, al considerar que esta Ultima es mas
sensible que la primera para detectar lesiones precancerosas en
recto y colon distal (US Preventive Services Task Force, 2002;
Bretthauer M., 2010).
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Pese a la implantacion en nuestro pais en el afio 2000 del
Programa de Cribado del Sistema Nacional de Salud, programa
bienal dirigido a esta poblacion de riesgo medio, aun la cobertura no
es del 100% de la poblacion diana.

Con motivo del Dia Mundial para la prevencion del cancer de
colon, que cada afio se conmemora el 31 de marzo, la Asociacion
Espafiola Contra el Cancer (AECC) continla denunciando la
situacion de inequidad e injusticia en la implantacion de programas
de cribado de céancer de colon que existe en Espafia. En este
sentido, la AECC advierte de que casi 6 millones de personas en
Espafia en edad de riesgo siguen sin acceso a los programas de
cribado. El total de personas en edad de riesgo en Espafia, es decir,
entre 50 y 69 afos, es de 11.644.571 y solo alrededor del 50% de
esta poblacion estaria cubierta.

El Observatorio del Cancer AECC (2018) ha presentado un
informe de ‘“Incidencia y mortalidad de cancer de colon en
Comunidades Auténomas y provincias en la poblacién de edad de
riesgo entre 50 y 69 afos”. Sobre la base de este informe, se
observa que hay comunidades autbnomas como el Pais Vasco o la
Comunidad Valenciana que tienen el 100% de la poblacion en edad
de riesgo cubierta y otras consideradas puntos negros de la
cobertura de estos programas en Espafia, porque su grado de
implantacion esta por debajo del 20% de la poblacién de riesgo: tres
comunidades autbnomas (Andalucia, Extremadura y Madrid) y dos
ciudades autbnomas (Ceuta y Melilla).
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La evidencia cientifica ha demostrado que la deteccidén precoz
disminuye la mortalidad a corto plazo entre un 30 y un 35%, lo que
en Espafa equivaldria a salvar unas 4.000 vidas cada afio. Ademas
de salvar vidas, recuerda la AECC, también ahorran costes a las
arcas del Estado; la prueba utilizada es sencilla y barata, capaz de
detectar el tumor en sus etapas iniciales o las lesiones premalignas
que lo originan; cuesta aproximadamente 2€ y si da positivo, lo que
sucede entre el 6 y el 7% de la poblacion cribada, se realiza una
colonoscopia, que tiene como coste unos 180 €. El coste medio del
tratamiento de un CCR en Espana supera los 27.000 €, que
aumenta mucho mas si contabilizamos las nuevas terapias
biologicas y los tratamientos neoadyuvantes y quirdrgicos para la
enfermedad metastasica. El coste de dar cobertura a toda la
poblacion de entre 50 y 69 afios seria aproximadamente de 65
millones de €, lo que supone tan soélo un 6% del total gastado

actualmente en su tratamiento (1.000 millones de € anuales).

2.2.11.2.2  Familiares de pacientes con CCR esporéadico.
En estos casos aumenta el riesgo de la enfermedad, por lo que
la prueba de cribado apropiada es la colonoscopia. La edad de inicio
y el intervalo entre pruebas depende del numero de familiares

afectados, la edad en que se diagnostico y el grado de parentesco.

2.2.11.2.3  Familiares de pacientes con CCR hereditario.
En estos casos hay un riesgo elevado de desarrollar CCR, por
lo que se recomienda un seguimiento mediante colonoscopia en

unidades especializadas (Gomez-Gras, 2008).
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2.2.11.3 Terciaria: vigilancia.

Después del tratamiento radical del CCR es necesario realizar
revisiones o controles periédicos para vigilar la evoluciéon de la
enfermedad, controlar los efectos secundarios o complicaciones
tardias, si es que aparecen, y detectar de forma precoz nuevos
pélipos o canceres colorrectales. El riesgo de recaida es mas
elevado durante los 3 primeros afios desde la cirugia y luego va
disminuyendo progresivamente, aunque puede haber recidivas
tardias mas all4 de los 5 afios.

En general, las exploraciones complementarias consisten en
una analitica con hemograma, bioquimica y MT, una radiografia de
térax, una ecografia o un TAC abdominal/abdominopélvico y una
colonoscopia. La realizacién de PET-TAC no esta indicada de forma
rutinaria excepto en sospecha de recaida por las otras pruebas, o
bien en aquellos pacientes que se van a someter a cirugia de
metastasis hepaticas para descartar otras localizaciones
metastasicas (SEOM, 2018).

En el caso de los pdlipos (Oncoguia de cancer de colon y recto,
2008):

- Los pacientes con 3 a 10 adenomas o algin adenoma
avanzado (superior a 1 cm de diametro, componente velloso o
displasia de alto grado) se deben repetir la colonoscopia de control a
los tres afios.

- A los pacientes con mas de 10 adenomas en una primera
exploracién se les debe considerar la posibilidad de que se trate de

un sindrome de poliposis familiar.
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- Cuando los antecedentes familiares sugieren un sindrome
de cancer de colon hereditario, debe recomendarse la consulta a

una unidad de consejo genético.

2.3 ESTRES OXIDATIVO.
2.3.1 ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO.

El oxigeno es el elemento quimico mas abundante en los seres
vivos; forma parte de las biomoléculas, elemento importante para la
respiracion, formacion del agua, causante de la combustién y
produccién de la energia del organismo. Como molécula, en forma
de O, se encuentra en la atmosfera debido a la actividad
fotosintética de primitivos organismos. Aunque es indispensable para
la vida de los organismos aerobios, a altas concentraciones o bajo
ciertas condiciones a concentracion normal, llega a ser toxico (una
atmosfera de oxigeno puro produce dafios irreparables en las
células). A este hecho contrastante se le conoce como la “paradoja
del oxigeno” (Halliwell, 2013). Pero el metabolismo celular se adapt6
a usar la molécula de oxigeno como agente oxidante de los
alimentos, abriendo asi una nueva via de obtencion de energia
mucho mas eficiente que la anaerébica.

La toxicidad del oxigeno se puede explicar por la formacion de
las EROs; en su forma molecular, el O, o dioxigeno, es estable, poco
reactivo, con una velocidad de reaccion baja a temperatura
fisiol6gica. Sin embargo, por reacciones puramente quimicas, por
acciones enzimaticas o por efecto de las radiaciones ionizantes, se
pueden producir EROs, que incluyen iones de oxigeno, RL y

peréxidos tanto inorganicos como organicos. Los RL son especies

122



Introduccion

altamente reactivas, capaces de dar lugar a multiples reacciones con
otros compuestos presentes en el organismo y producir dafio celular
(Martinez-Cayuela, 1995; Elejalde Guerra 2001).

El balance oxidativo del organismo humano es esencial para la
regulacion metabdlica, la produccion de energia, la activacion o
inactivacion de biomoléculas, la transduccion de sefales, el
recambio celular y el control del tono vascular, entre otros. En
condiciones normales, los sistemas antioxidantes superan o estan
en equilibrio con los pro-oxidantes (figura 18), pero si el balance se
desequilibra a favor de los ultimos por la produccion excesiva de
EROs, junto con el debilitamiento de los sistemas antioxidantes, se

induce la situacion conocida como EO (Martinez Sanchez, 2005).

Figura 18. Modelo de equilibrio entre
pro-oxidantes y antioxidantes
(Reuter et al., 2010).

Pro-oxidants Anti-oxidants

Hay que tener en cuenta que el metabolismo normal en
presencia de oxigeno produce EROs, por lo que siempre va a existir
un minimo de EO, es decir, de dafio celular (Terman y Brunk, 2006).
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Dichas especies reactivas surgen como “accidentes quimicos”, es
decir, como reacciones secundarias no deseadas entre las
biomoléculas (Sen y Chakraborty 2011); otras veces se generan in
vivo con un fin determinado, como en el caso de los fagocitos
activados, que producen O y H,0..

El EO se puede conocer a través de la medicion de los
productos de las reacciones oxidativas (peroxidacion lipidica,
oxidacion del ADN, oxidacion de proteinas), o mediante el
conocimiento de la deplecion de sustancias antioxidantes (De la
Pefia Fernandez A y Redondo Bellén, 1997).

2.3.1.1 Radicales libres.

La biogénesis de los RL es inherente a la naturaleza aerdbica
de los seres vivos, siendo el resultado natural de la oxido-reduccion
de moléculas organicas (Saez Tormo, 2005). Un RL es una atomo o
molécula que contiene uno o0 mas electrones desapareados en un
orbital externo, es decir, en un nivel energético superior (Augusto y
Miyamoto, 2011), ya sea por ganancia o pérdida de un electrén,
dandole una configuracion espacial que genera una alta inestabilidad
e indiscriminada radioactividad. Es wuna entidad quimica
desapareada (indicado como °), al contrario de la tendencia
espontanea normal de los electrones localizados en los atomos y
moléculas a formar parejas. Los RL son generalmente mas reactivos
gue los no-radicales debido a su electron desapareado, pero
diferentes radicales varian ampliamente su reactividad. Esto los
hace muy inestables, extraordinariamente reactivos y de vida

efimera, con una enorme capacidad para combinarse,
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inespecificamente en la mayoria de los casos, con la diversidad de
moléculas integrantes de la estructura celular: carbohidratos, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos.

Una de las caracteristicas peculiares del oxigeno es el hecho de
que tiene dos electrones desapareados, ocupando cada uno de ellos
dos orbitales moleculares externos diferentes: esto le dificulta tomar
dos electrones libres, ya que solo puede recibir estos electrones de
uno en uno para cada orbital molecular externo. Este tipo de
estructura es llamado “estado basal o triplete” y explica por qué en
su estado basal y a temperatura ambiente el oxigeno reacciona muy
poco, a pesar del hecho de ser un birradical. En los pasos
intermedios de la reduccién del oxigeno a agua, a la adicién
sucesiva de electrones a la molécula de O, se le conoce como
‘reduccion univalente” y produce especies parcialmente reducidas
de oxigeno (figura 19): radical anién superéxido (O,"), peréxido de
hidrégeno (H,0,) y radical hidroxilo (HO).

+e” +e” +€ +€&

0, - 07 - HO, » OH - HO

Dioxi-  Anién Peroxidode  Radical  Agua
geno  superdxido hidrégeno  hidroxilo

t t

2HY OH"~ H*

Figura 19. Especies parcialmente reducidas de oxigeno
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

Ademas, el oxigeno molecular en su estado fundamental puede
ser excitado electrénicamente hacia el oxigeno molecular singlete

(*O,). Se pueden formar otras especies reactivas cuando el oxigeno
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se combina con otros dtomos o moléculas, como radical alcohoxilo
(RO, radical peroxilo (ROO"), radical 6xido nitrico (NO"), peroxinitrito
(ONOQ)), triclorometilo (CCI3") y radical lipido peroxilo (LOO), entre
otros.

Las especies no radicales, como peroxido de hidrogeno (H20,),
acido hipocloroso (HCIO), ozono (O3), hidroperéxido lipidico (LOOH),
oxigeno singlete y peroxinitrito son de baja reactividad, pero en
presencia de metales de transicion (hierro y cobre) pasan a radical
HO’, que es la especie oxigénica mas reactiva y téxica, dada su
elevada capacidad para reaccionar con las distintas biomoléculas.

La vida media de las principales EROs es sumamente variada
(tabla 4):

Especies Tiempo de

reactivas vida media

HO' 10 segundos
RO’ 10°® segundos
ROO’ 7 segundos
ONOO  0-1segundo
NO’ 1-10 segundos

Tabla 4. Tiempos de vida estimados para especies reactivas (Sies, 1993).

Las constantes de velocidad mas altas para las reacciones con
moléculas blanco fueron encontradas para el radical HO'. Las
reacciones de este radical son de difusion limitada, ocurriendo
practicamente en el sitio de generacion. En contraste, muchos de los
radicales ROO" son relativamente estables, con una vida media en el

rango de segundos. Tales moléculas pueden difundir desde su sitio
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de formacion y transportar el radical o funcién oxidante hacia otros
sitios blancos.

El anién superéxido (O;") es el mayor reductor de todos; la
simple adiciébn de un proton da lugar a la formacion del radical
hidroperéxido (HO'), convirtiéndose en un agente oxidante muy
activo, selectivo y especifico. El O, no es particularmente reactivo a
lipidos, glucidos o acidos nucleicos y exhibe reactividad limitada con
determinadas proteinas, las que contienen metales en su grupo
prostético. El radical hidroxilo (HO), sin embargo, reacciona con
cualquier molécula cercana, sin especificidad alguna.

Los tres componentes con mayor capacidad de difusion son el
radical superoxido, peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo,
capaces de reaccionar con moléculas que se encuentran alejadas
del lugar de origen, incluso con capacidad de atravesar membranas
celulares.

Las especies oxigénicas reactivas tienen un origen tanto
endogeno, de la propia célula, como exégeno (Freeman y Crapo,
1982):

2.3.1.2 Fuentes enddgenas.

Una misma célula tiene potencialmente mas de una fuente de
produccion de RL; las fuentes endégenas pueden ser varias:

» Cadena de transporte electronico mitocondrial (cadena
respiratoria): es probablemente la fuente mas importante de oxigeno
reactivo en condiciones normales en organismos aerébicos, por
pérdida de oxigeno activado de las mitocondrias durante el

funcionamiento normal de la respiracion oxidativa. Esta formada por
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una serie de transportadores de electrones situados en la cara
interna de las crestas mitocondriales y que son capaces de transferir
los electrones procedentes de la oxidacion del sustrato hasta el
oxigeno molecular, que se reducira formandose agua. Como
resultado de esta transferencia de electrones, los transportadores se
oxidan y se reducen alternativamente, liberAndose una energia que
en algunos casos es suficiente para fosforilar el ADP y formar una
molécula de ATP; se trata de la fosforilacion oxidativa. En los tejidos
sanos son las mitocondrias una de las principales fuentes de RL,
hecho descrito hace ya mas de cuatro décadas (Loschen et al.,
1971) y constituyendo, por tanto, la principal fuente fisiol6gica de
EROs. Esto se debe a que las alteraciones mitocondriales como la
produccién de EROs, la interrupcion de la cadena de transporte de
electrones y las disminuciones en la sintesis de ATP han
demostrado estar involucradas en las diferentes manifestaciones de
la muerte celular (Bras et al., 2005).

» Cadena de transporte electrénico del reticulo endoplasmatico y
membrana nuclear. Ambos sistemas de membranas contienen
citocromos P450, capaces de producir superdxido que pueden
oxidar acidos grasos insaturados y xenobiéticos (Dostalek et al.,
2008). De hecho, los citocromos P450 son los mas poderosos
oxidantes in vivo, aunque también pueden actuar como agentes
reductores.

= Las células fagocitarias (monocitos, neutréfilos, macréfagos),
poseen diversas enzimas (sistema de la NADPH oxidasa y 6xido

nitrico sintasa) como mecanismo de defensa frente a los
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microorganismos, generando directamente radical superdxido vy
oxido nitrico, compuesto que reacciona con el ion superéxido para
generar peroxinitrito, el cual en medio acido es capaz de generar ion
hidroxilo, de reconocida naturaleza deletérea celular (Ferraro y
Lépez-Ortega, 2002; Kirkham, 2007).

» La autooxidacibn de compuestos de carbono reducidos,
aminodacidos, proteinas, lipidos, glucidos y &cidos nucleicos, asi
como de pequefias moléculas, existiendo en la célula una gran
variedad de componentes solubles capaces de producir reacciones
de reduccidn, tales como los tioles, hidroquinonas, catecolaminas,
flavinas y tetrahidropterinas.

» La activacion catalitica de diversas enzimas del metabolismo
intermediario como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehido
oxidasa, ciclooxigenasa o0 lipoxigenasa son otras fuentes. El
peréxido de hidrégeno es producido por una amplia variedad de
estas oxidasas, incluidas las monooxigenasas (Gonzalez San José
et al., 2001).

= Reaccion de Fenton y Haber-Weiss. Consiste en la reduccién
del H,O por iones de metales de transicion, sobre todo el i6n ferroso
(Fe,") y el cuproso (Cu®), para generar radical hidroxilo (Leonard et
al., 2004). También a partir del peroxido de hidrégeno y en presencia
del radical superoxido puede formarse radical hidroxilo, por la
reaccion de Haber-Weiss (Liochev y Fridovich, 1994).

= Otros metales tales como el cobre, cromo, vanadio y cobalto
son capaces de hacer ciclos redox en los que un solo electron puede

ser aceptado o donado por el metal. Esta accion cataliza reacciones
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gue producen radicales y puede producir EROs. Algunas de las
menos reactivas de estas especies (como el superdxido) pueden ser
convertidas por una reaccion redox con metales de transicion en
guinonas, especie radical mas agresiva que puede causar extenso
dafo celular. Las quinonas pueden hacer en algunos casos un ciclo
redox con sus conjugados semiquinonas e hidroquinonas,
catalizando la produccion de superoxido desde peroxido de
hidrégeno.

» EI EO generado por el agente reductor acido urico puede estar
implicado en el sindrome de Lesch Nyhan, accidentes cerebro-
vasculares y el sindrome metabdlico. Del mismo modo se producen

EROs en presencia de homocisteina en la homocisteinuria.

2.3.1.3 Fuentes exdgenas.
El organismo también esta expuesto a RL procedentes de

fuentes externas:

= Ambientales: humo del tabaco (Cross et al., 1987), radiaciones
electromagnéticas, luz solar, ozono, polucién ambiental, pesticidas,
solventes, hidrocarburos aromaticos y anestésicos.

= Farmacoldgicas: drogas, xenobidticos y agentes
antineoplasicos, tales como la adriamicina, bleomicina,
daunorrubicina, cisplatino, oxaliplatino (Kopetz et al., 2009; Meynard
et al., 2007). Algunos de los efectos de estas drogas se han atribuido
a su capacidad para reducir el oxigeno a superdxido, peroxido de
hidrégeno y radical hidroxilo.

= Nutricionales: contaminantes, aditivos, etc (Ames, 1983).
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Cada célula esta caracterizada por una concentracién de
electrones, también denominado estado redox, cuya oscilacion
determina un gran numero de funciones fisiolégicas controladas por
vias de sefializacién respondedoras a este nivel de oxidorreduccion.
Este estado se mantiene con un estrecho margen de variacion,
similar a la forma en que se regulan los niveles de pH. En general,
los niveles moderados de EROs pueden funcionar como sefales
para promover la proliferacién y supervivencia celular, mientras que
un aumento severo de EROs puede inducir la muerte celular
(Trachootham et al., 2008).

Los RL son, por tanto, necesarios para el buen funcionamiento
celular, pudiendo actuar en transduccién de sefales, activacion
enzimatica, sintesis de ADN y ARN, proliferacion celular,
modificaciones proteicas post-transduccionales, diferenciacion y
apoptosis (England y Cotter, 2005).

La sobreproduccién de RL origina EO, induciendo un dafio por
la interaccion de éstos con distintas macromoléculas bioldgicas
como lipidos (tanto acidos grasos poliinsaturados de membrana
como colesterol), proteinas, acidos nucleicos y carbohidratos,
generando reacciones en cadena de RL, en las que se generan
nuevos RL (Valko et al., 2007).

Se ha estimado que una célula humana estd expuesta
aproximadamente a 1,5 x 10° oxidaciones/dia como consecuencia
de la accion de los distintos tipos de RL (Beckman y Ames, 1997).

Debido a su implicacién en el desencadenamiento de la muerte

celular, ironicamente las EROs también se utilizan para matar a las
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células cancerosas, constituyendo un arma de doble filo en la
determinacién del destino celular, por lo que se han propuesto
terapias pro-oxidantes para el tratamiento de canceres (Wang vy Vi,
2008).

2.3.2 DANO CELULAR PRODUCIDO POR LAS EROs.

Niveles elevados de EROs son perjudiciales para la célula
debido a que pueden reaccionar con biomoléculas como lipidos,
acidos nucleicos y proteinas e inactivar su funcion (Pisoschi y Pop,
2015).

2.3.2.1 Lipidos.

El proceso de ataque oxidativo a los lipidos se denomina
peroxidacién lipidica y tiene lugar fundamentalmente sobre los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI), componentes esenciales de
las membranas celulares, siendo importante porque que se ven
alteradas propiedades como la fluidez, el potencial y la
permeabilidad i6nica de la membrana, conduciendo finalmente a una
pérdida de la integridad de la misma.

La secuencia de la reaccion se inicia por la accion de un
oxidante enérgico, como el radical hidroxilo (HO"), que extrae un
atomo entero de hidrégeno (electrén y protén) de uno de los atomos
de carbono de un AGPI. Ello crea un radical con centro carbono (C°),
gue luego se transforma en un radical peroxi con centro de oxigeno
(COO)), el cual a su vez puede extraer un atomo de hidrégeno de un
acido graso adyacente e iniciar asi una reacciébn en cadena

autoalimentada, que prosigue hasta que se agote el sustrato, es
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decir, se agote el 4cido graso o algo interfiera en la reaccion de

propagacion (figura 20).
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Figura 20. Peroxidacién lipidica (Meisenberg y Simmons, 2018).

Esta es una reaccion en cadena, teniendo lugar en tres fases:
iniciacién, propagacion y terminacion. Asi, esta peroxidacion lipidica
puede iniciarla el radical hidroxilo, el radical hidroperoxilo y quiza el
oxigeno singlete, pero no el radical superoxido o el perdéxido de
hidrégeno, que son menos reactivos.

El RL extrae un atomo de hidrégeno de uno de los carbonos
metileno de la cadena del acido graso, dejando un electron no

apareado, con lo cual se genera un radical lipidico; éste sufre
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rapidamente un reordenamiento molecular para producir un dieno
conjugado que reacciona con el oxigeno molecular produciendo un
radical hidroperoxilo. Este radical puede a su vez extraer un atomo
de hidrogeno de un carbono metileno de otro acido graso
poliinsaturado para formar un nuevo radical lipidico y un
hidroperoxido lipidico. El radical lipidico entonces se combina con
otra molécula de oxigeno y continlia la reaccion en cadena.

Los productos finales de este proceso de peroxidacion lipidica
son aldehidos gases hidrocarbonatos y varios residuos quimicos,
como el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE).

Los RL atacan a los AGPI de las membranas celulares y
lipoproteinas transformandolos en acidos grasos peroxidados, los
cuales sufren un acortamiento de su cadena lateral liberando MDA,
éste, a su vez, puede reaccionar con lipidos y proteinas durante la
peroxidacién lipidica para formar bases de Shiff conjugadas,
productos fluorescentes insolubles que se acumulan en el interior de
los lisosomas, formando el pigmento conocido con el nombre de
lipofucsina, reconocido marcador morfologico de envejecimiento, ya
gue se acumula en los tejidos con la edad (Hutter et al., 2007).

La peroxidacién lipidica puede tener efectos profundos sobre
las funciones celulares, pues afecta a las membranas, produciendo
cambios en la fluidez, aumento de la permeabilidad, disminucion del
potencial de membrana y finalmente su rotura. Ademas, los
productos de degradacion pueden difundir lejos de su lugar de
produccién y provocar edema celular, ademas de influir sobre la

permeabilidad vascular, inflamacion y quimiotaxis. Asimismo,
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pueden alterar la actividad de fosfolipasas e inducir la liberacion de
acido araquidénico, con la subsiguiente formacion de

prostaglandinas y endoperoéxidos.

2.3.2.1.1 F2-Isoprostanos.

Otros marcadores de peroxidacion lipidica emergentes son los
F2-lsoprostanos, peroxidos ciclicos de la familia de los eicosanoides,
grupo de moléculas de caracter lipidico originadas de la oxidacion de
los acidos grasos esenciales de 20 atomos de carbono, agrupados
en prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y ciertos
hidroxiacidos precursores de los leucotrienos.

Los F2-Isoprostanos son isomeros de las prostaglandinas, pero
a diferencia de éstas, se producen como producto final de la
peroxidacién de acidos grasos esenciales (principalmente acido
araquidénico) sin la accion directa de la enzima ciclooxigenasa
(COX), reaccion inducida por los RL. Las primeras especies de
isoprostanos descubiertas eran isdmeros de la prostaglandina F2a,
por lo que se denominaron F2-Isoprostanos. Desde entonces se han
identificado otros isoprostanos con diferentes estructuras en anillo,
asi como isoprostanos de diferentes acidos grasos poliinsaturados,
incluyendo los acidos eicosapentaenoico y docosahexanenoico. El
descubrimiento de estas moléculas in vivo en humanos ha sido una
contribucion importante en el campo de la oxidacion de lipidos y la
investigacién de RL en el transcurso de los ultimos 25 afios. Se ha
determinado que estas moléculas son tanto biomarcadores como
mediadores de EO en numerosos entornos de la enfermedad
(Czerska et al., 2016). La formacion de isoprostanos causa una clara
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distorsion de la membrana plasmatica, dando lugar a cambios en su
fluidez e integridad. Ademas, se ha demostrado que la presencia de
valores elevados de isoprostanos induce citotoxicidad en células en
cultivo (Claria et al., 2008).

Una vez que se escinden la membrana lipidica por la accién de
fosfolipasas, pueden circular por diversos fluidos corporales y
finalmente se excretan por orina, donde pueden ser determinados.
Han sido utilizados como biomarcadores en la obesidad, lesién por
isquemia-reperfusion, trastornos del sistema nervioso central, cancer

y trastornos genéticos (Milne et al., 2015).

2.3.2.2  Proteinas.

La oxidacion proteica se define como la modificacion covalente
de una proteina inducida por especies reactivas. Los cambios
oxidativos en las proteinas pueden comportar diversas
consecuencias en su funcion, como inhibicion de la actividad
enzimatica, incremento de la susceptibilidad a la agregacion y
proteolisis, aumento o disminucibn de la captacion celular y
alteracion de la inmunogénesis. Aminoacidos, péptidos y proteinas
son susceptibles de ser sustrato de las EROs, que pueden oxidar
directamente las proteinas o bien originar derivados oxidados de tipo
lipidico o glucidico que reaccionen con los grupos funcionales de las
proteinas (Stadtman y Berlett, 1998).

La oxidacion de las proteinas puede implicar la escisién de la
cadena de polipéptidos, la modificacion de las cadenas laterales de
aminoacidos y la conversion de la proteina en derivados que son

altamente sensibles a la degradacion proteolitica. Una primera etapa
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implica la oxidacion de los residuos de aminoacidos que conlleva
una desaminacion o decarboxilacion del aminoécido, ademas de
generar fendmenos de pérdida de actividad de la proteina por una
progresiva desnaturalizacion, un incremento de la hidrofobicidad y/o
una agregacion de proteinas.

Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen residuos
susceptibles de ser atacados por los RL, sobre todo por el radical
hidroxilo. La accion de los RL sobre las proteinas puede ser
reversible o irreversible, ejerciéndose fundamentalmente sobre los
enlaces insaturados, los anillos arométicos y los grupos tiol (-SH).
De esta forma, proteinas ricas en determinados aminoacidos
(triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina, metionina y cisteina)
pueden sufrir modificaciones estructurales y funcionales, siendo los
gue mas procesos oxidativos sufren (Stadtman, 2006).

Esta oxidacion puede dar lugar a un cambio conformacional de la
proteina y, por tanto, a una pérdida o modificacion de su funcién
biolégica. En condiciones anaerbbicas, los RL promueven un
entrecruzamiento considerable entre proteinas, mientras que en
presencia de oxigeno los RL provocan una gran fragmentacion de la
cadena peptidica (Stadtman, 2006). Los grupos sulfhidrilo pueden
ser transformados en puentes disulfuro (S=S), produciéndose la
inactivacion enzimatica (si la proteina es un enzima). En otros casos,
en los que las proteinas son estructurales, como el colageno, las
fibrillas se pueden romper por el radical superéxido e hidroperoxido,
proceso que puede constituir el punto de partida para la accién de

proteasas y facilitar la pérdida de estructura de la triple hélice del
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colageno. Como resultado de estas interacciones se produce un
incremento de grupos carbonilo de las cadenas laterales de los
aminoacidos y un descenso de grupos tiol en el entrecruzamiento
entre cadenas peptidicas o en la fragmentacion de enlaces
peptidicos. Esta oxidacion puede dar lugar a una pérdida o
modificacién de la actividad biolégica de las proteinas y alterar su
recambio, estando asociado con un numero de enfermedades
relacionadas con el envejecimiento (Reeg y Grune, 2015).

La acumulacién de proteinas oxidadas relacionada con la edad
puede reflejar aumentos en las tasas de generacion de EROs,
disminuciébn en las actividades antioxidantes o pérdidas en la

capacidad de degradar las proteinas oxidadas.

2.3.2.3  Glucidos.

Los glucidos reaccionan con facilidad con el radical hidroxilo.
Los mono y disacaridos resisten la accion de las EROs; la glucosa
constituye un captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir
su accion sobre otras moléculas, mientras que la manosa y el
manitol son eliminadores del radical hidroxilo.

El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se
trata de polisacéaridos de funcion estructural, ya que los polisacéaridos
son despolimerizados por los RL,dando lugar a procesos
degenerativos (Duan y Kasper, 2011).

Se ha observado una relacion directa entre los RL y el EO con
la diabetes mellitus (DM), asi como también con sus complicaciones.
A través de la hiperglucemia, la hiperlipidemia, la hipertension y la

posible alteraciéon de la homeostasis del hierro, la diabetes induce
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EO que causa dafio a mdultiples érganos. Se postula que una
anormal regulacion en el metabolismo de los peroxidos y los metales
de transicion colabora en el establecimiento de la enfermedad, asi
como en las complicaciones que aparecen a largo plazo (Asmat et
al., 2016).

2.3.2.4 ADN.

El ADN también es susceptible de dafio oxidativo en todos sus
componentes. En presencia de oxigeno, se forman radicales peroxilo
por adicibn de oxigeno a las bases o al azlcar (residuos
desoxirribosa) del ADN. Las reacciones posteriores de los radicales
formados en el ADN dan lugar a un gran niumero de efectos, que
incluyen rotura de cadenas y pérdida/modificacion de bases.
También se forman puentes cruzados ADN-proteina (Cooke et al.,
2003).

Los principales productos de dafio del ADN oxidativo incluyen 8-
oxo-7,8-dihidroadenina (8-oxo-A), 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxo-
G), 8-ox0-7,8-dihidro-desoxiguanosina (8-oxodG) y 5,6-dihidroxi-5,6-
dihidrotimina, asi como las lesiones de anillo abierto de 4,6-diamino-
5-formamido-pirimidina y 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamido-
pirimidina.

La guanina es la base nitrogenada mas facil de oxidar por el
principal RL implicado en el dafio oxidativo, el radical hidroxilo,
siendo la 8-oxodG una de las modificaciones de base mas
frecuentes y predominantes de las lesiones oxidativas del ADN
inducidas por los RL; se produce en aproximadamente 1/105

residuos de guanina en una célula humana normal (Grigorov, 2012):

139



Introduccién

-8
»
L Bl
.}
| 37 20N
e, H “ H
— OH
[ ——— Hl —' HI
— Radical hidroxilo
' H
y H H Hon w
—_— ~ Adenina 2' - desoxiguanosina (2'dG) 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OH-2'dG)
i )
— % Guanina
—— @® Timina
4 Citosina
A

Figura 21. Formacién de la 8-o0x0-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina

(Cat et al., 2013).

2.3.2.4.1 8-oxo0-7,8-dihidro-desoxiguanosina.

Este producto del ADN oxidado se considera importante porque
se forma con relativa facilidad, es mutagénico y carcinogénico,
siendo un buen biomarcador de EO ampliamente utilizado
(Valavanidis et al., 2009) y potencial biomarcador de la

carcinogénesis. Las mutaciones que pueden surgir debido a la

formacion de 8-oxodG involucran transversiones GCs=TA, que se
encuentran con frecuencia en genes relevantes para tumores (Loft y
Poulsen, 1996). Es generada por una amplia variedad de agentes
con diferentes mecanismos de accion, siendo biolégicamente
significativa, ya que induce mutaciones y posee sistemas especificos

de reparacion.
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El dafio oxidativo del ADN es importante en el envejecimiento y
en las enfermedades degenerativas como el cancer (Cerda Mico, et
al., 2009). Los productos de reparacion de estas lesiones se
excretan en la orina en cantidades correspondientes a una tasa de
dafio de hasta 10* modificaciones en cada célula todos los dias.
Ademas, se sugieren niveles altos de 8-oxodG y posiblemente otras
lesiones del ADN como factores de riesgo asociados con la
transformacién de tumores benignos a tumores malignos. Ademas,
se sabe que las lesiones de la 8-oxodG inducen modificaciones
anormales en el ADN adyacente, un mecanismo que contribuye
significativamente a la inestabilidad genética y al potencial
metastatico de las células tumorales.

Un dafio moderado del ADN puede detener el ciclo celular o
bien disparar mecanismos de reparacibn para conservar la
integridad del mismo; no obstante, si este dafio es excesivo, se
pueden poner en marcha procesos que inducen apoptosis y muerte
celular. Hay dos mecanismos de reparacion:

- Reparacion por escision de nucledtidos (REN). Este sistema
actia principalmente sobre genes transcripcionalmente activos, por
lo que se dice que esta acoplada a la transcripcion. En este tipo de
reparacion se puede eliminar una cadena sencilla de ADN dafiado
con una longitud de 24-30 pares de bases que posteriormente se
rellenan con una ADN polimerasa y una ADN ligasa.

- Reparacion por escision de bases (REB). Este proceso elimina
una base o una secuencia corta conteniendo la base dafiada; puede

implicar la escisidon de nucleétidos, pero a diferencia de la REN,
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siempre comienza con la escision de la base modificada por la
hidrdlisis del enlace N-glucosidico. Implica la accion de una ADN-N-
glucosidasa para eliminar la base modificada y una endonucleasa
para eliminar la ribosa sin base. En el caso de la 8-oxodG (figura
22), la presencia de este producto de oxidacion de la guanina en el
ADN (#) causa transversiones de G:C a T:A.

Las ADN (glicosilasas humanas hOGG1 (8-oxoguanina
glicosilasa) y MutYH (mutY Homolog (E. coli)) la eliminan de los

pares de bases: @ C y @ A, respectivamente (David et al., 2007):
Je00e
ﬂoxidali\c stress
@, TTTLT
R
ﬂ repair '

Figura 22. Ruta de la reparacion de la escision
de la base 8-0xodG (David et al., 2007).

Cuando la replicacién del ADN dafado tiene lugar antes de la
reparacion o cuando el ADN dafiado se repara de manera incorrecta,

tiene lugar una mutacion. A pesar de la extensa reparacion, el ADN
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modificado por oxidacién es abundante en tejidos humanos, en
particular en tumores, es decir, de 1 a 200 nucledsidos modificados
por 10° nucledsidos intactos. Los nucleésidos dafiados se acumulan
con la edad, tanto en el ADN nuclear como en el mitocondrial.

Fracciones significativas de oxigeno (aproximadamente el 2%)
son convertidas a EROs en y alrededor de las mitocondrias, el sitio
de mayor generacién de éstos en la célula; las grandes cantidades
de ATP necesarias para el mantenimiento de la vida aerdbica se
generan predominantemente por oxidacion fosforilativa en las
mismas, un proceso que resulta en la conversién de oxigeno a
radical superoxido, peréxido de hidrogeno y EROs relacionados
(Inoue et al., 2003).

El dafio del ADN mitocondrial es mas extenso y persiste mas
tiempo que el del ADN nuclear tras el EO. Las mutaciones en el ADN
mitocondrial se acumulan mas facilmente que en el nuclear y
pequefios cambios en la secuencia del mismo podrian provocar un
profundo deterioro de sus funciones. Estas mutaciones podrian
generar ARN y/o proteinas anormales, pudiendo promover la fuga de
electrones de las cadenas de transporte mitocondriales. Las
cantidades de EROs producidas endégenamente podrian aumentar
en células con ADN mitocondrial mutante; esta modificacion
oxidativa del ADN puede contribuir a la iniciacion y/o promocion de la
carcinogenesis (Yakes y Van Houten, 1997).

Un resumen grafico del dafio causado por los RL se observa en
la figura 23:
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Figura 23. Dafio celular mediado por radicales libres (Gémez EA, 2001).

Por todo lo sefialado, el EO es considerado un factor etiolégico
importante de muchos procesos patologicos en el ser humano e
incluso fisioldgicos, como el envejecimiento (Figura 24). Asi, se le ha
relacionado con la insuficiencia renal cronica y algunas
enfermedades renales agudas, arterioesclerosis, hipertension
arterial, las complicaciones a largo plazo de la diabetes mellitus
(Calder6n Salinas et al.,, 2013; Li et al., 2013) y entidades con
resistencia a la insulina, como el sindrome de ovario poliquistico
(Bafiuls et al., 2017), enfermedades cardiovasculares, hepaticas,
neurodegenerativas y sobre todo y especialmente con la
carcinogénesis (Valko et al., 2007; Valavanidis et al., 2009; Sanchez-
Valle y Méndez-Sanchez, 2013):
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Figura 24. Generacion exogena de radicales

libres vy

efectos adversos del estrés oxidativo en la patogenia de
enfermedades (Sanchez-Valle y Méndez-Sanchez, 2013).

Cada vez hay mas pruebas que demuestran que la inflamacién
cronica provocada por el EO induce dafio al ADN, promoviendo

diversos canceres humanos (Federico et al,

2007;

Nakad vy

Schumacher, 2016) cuyos mecanismos patogénicos se observan en

la siguiente figura:

Amplificacion de la
inflamacién por activacion
de citoguinas

Esfimulacién de sefiales
fransductoras

Estimulacion de factores
angiogenicos

Dario directo al ADN e
inhibicion de la reparacion
del ADN

Radicales

Deplecién de antioxidantes y
descenso de enzimas
antioxidantes

libres

[

Activacion de oncogenes
e inactivacion de genes
supresores de fumor

Figura 25. Papel de los radicales libres en la carcinogénesis
(adaptado de Federico et al., 2007).
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Este dafio oxidativo se puede medir por métodos directos e
indirectos; entre los primeros se encuentra la medicion de la
concentracion de agentes oxidantes, lo cual es muy dificil por su
corta vida media y lo costoso de los equipos, por lo que son mas
factibles los indirectos: 1- Determinacion de productos terminales de
la accion oxidante sobre biomoléculas (sobre proteinas, ADN y
lipidos). 2-Medicidn de la concentracién de antioxidantes (enzimas) y
3-Medicién del estado antioxidante total (Pérez Gastel y Pérez de
Alejo, 2000).

2.3.3 MECANISMOS DE PROTECCION CONTRA EL
ESTRES OXIDATIVO (ANTIOXIDANTES).

Los organismos vivos estan constantemente expuestos a
numerosos desafios (en el ambiente interior o exterior) que puede
afectar significativamente al potencial redox de sus células. Por lo
tanto, han desarrollado varios mecanismos protectores que
proporcionan a las células una enorme capacidad de homeostasis

redox.

Segun Halliwell (2013) podemos definir antioxidante como
“cualquier sustancia que, en bajas concentraciones comparado con
el sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la
oxidacion de este sustrato”. El sistema de defensa antioxidante esta
constituido por un grupo de sustancias que, al estar presentes en
concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable, retrasan o
previenen significativamente la oxidacion de éste. No obstante,

146



Introduccion

también existen sustancias que tienen poca actividad especifica
antioxidante, pero que, a altas concentraciones, contribuyen
significativamente al potencial antioxidante de una célula o sistema.
Ejemplos de este ultimo caso son los aminoacidos, péptidos y
proteinas.

Su accién la ejercen en un determinado microambiente, que
puede ser la membrana plasmatica, el citosol, el nucleo o el liquido
extracelular y la pueden realizar tanto en medios hidrofilicos como

hidrofébicos.

Estos mecanismos protectores antioxidantes se pueden dividir

en tres niveles de defensa (Sies, 1993; Ighodaro y Akinloye, 2018):

- El primer nivel o preventivo evita la formacion de los RL, es de
naturaleza enzimatica y constituye la primera defensa del organismo
frente a las EROs; esta representado por tres enzimas: la catalasa
(CAT), superéxido la dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa
(GPx). Son muy rapidas para neutralizar cualquier molécula con el
potencial de convertirse en un RL 0 actuar sobre cualquier RL con
capacidad de inducir la producciéon de otros radicales. Este nivel
también incluye proteinas de unidbn a iones metalicos como
transferrina y ceruloplasmina, que quelan o secuestran hierro y
cobre respectivamente, evitando, en consecuencia, la formaciéon de
RL.

- El segundo nivel, de intercepcidbn o secuestradores, que
estabilizan los RL y pueden ser enddgenos (glutation) o exdégenos

(vitaminas y polifenoles); incluye antioxidantes a menudo
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denominados “eliminadores de residuos” (scavengers). Eliminan los
radicales activos para inhibir el inicio de la cadena y romper las
reacciones de propagacion de la misma. Neutralizan o eliminan los
RL mediante la donacién de electrones a los mismos y en el proceso
se convierten propiamente en RL, pero de efectos menos dafinos.
Estos "nuevos radicales" son facilmente neutralizados y convertidos
en inofensivos completamente por otros antioxidantes de este grupo.
Pertenecen a esta categoria: glutation, acido ascorbico y acido urico,
que son hidrofilicos; alfa tocoferol (vitamina E) y ubiquinol, que son
lipdfilos.

- El tercer nivel de defensa, reparador o de eliminacién, reconoce
el dafio oxidativo y lo repara o elimina; sélo entra en juego después
de que se haya producido el dafio por parte de los RL. Son enzimas
de novo que reparan el dafio causado por los RL a las biomoléculas
y reconstituyen la membrana celular dafiada. También hacen una
especie de "servicio de limpieza": reconocen, descomponen y
eliminan proteinas, carbohidratos, ADN vy lipidos oxidados o
dafados, para prevenir que su acumulacién pueda ser toxica para
los tejidos corporales. Incluyen los sistemas de enzimas reparadoras
de ADN (polimerasas, ligasas, glicosilasas y nucleasas), enzimas
proteoliticas (proteinasas, proteasas y peptidasas) y endo vy
exonucleasas, que se encuentran tanto en el citosol como en las
mitocondrias de las células de los mamiferos. Por ejemplo, la
reparacion y la eliminacion del ADN que contiene bases oxidadas in
vivo es regulado por ADN glicosilasas, principalmente a través de la
reparacion por escision de base (REB), aunque en ciertos tipos de
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oxidacion las lesiones también parecen ser reparadas por escision
de nucledtidos (REN) y reparacion de errores (MMR o Mismatch

Repair).

Un resumen de los tres niveles de antioxidantes se observa en la

siguiente figura:

ESTRES 'OXIDATIVO

Suprimen la formacion

Preventivos i .
de radicales libres

NS
RADICALES LIBRES

Suprimen las fases de
Secuestradores inicio y propagacion

NS
OXIDACION EN CADENA

Reparadores @ Reparan el daiio

ENFERMEDAD

Figura 26. Esquema del mecanismo de accién de los antioxidantes.

Cuando se produce EO las células son capaces de inducir una
respuesta adaptativa. Por una parte, habra una estimulacion de la
defensa antioxidante mediante la activacion de factores de
transcripcion o bien por la induccion inmediata de genes, dando
lugar a la produccion de las enzimas antioxidantes; por otra parte,
habrd una represion del sistema productor de EROs,
fundamentalmente mediante la inhibicibn de la actividad
mitocondrial.

Este sistema es requerido intra y extracelularmente y, actuando

a través de diversos componentes enzimaticos y no enzimaticos,

149



Introduccién

consigue contrarrestar la accion tanto de los pro-oxidantes derivados
del metabolismo celular como de aquellos presentes en nuestra
dieta (Lobo et al., 2010; Wabhlgvist, 2013).

2.3.3.1 Antioxidantes enzimaticos.

En general, las enzimas que componen el sistema antioxidante
suponen la principal defensa intracelular. Muchas de ellas son
metaloenzimas que dependen de minerales aportados por la dieta
para realizar su funcion.

La enzima SOD también ejerce su funcion antioxidante de forma
indirecta previniendo la liberacion de iones de hierro desde los
clusters hierro-sulfuro y, por tanto, evitando la descomposicién de
H,O, en HO' mediada por iones de hierro (reaccion de Fenton), asi
como otros fenbmenos mediados por iones metdlicos como la

lipoperoxidacion y la fragmentacion de ADN.

2.3.3.1.1 Catalasa.

La CAT, enzima EC.1.11.1.6, es una proteina tetramérica
compuesta por cuatro subunidades similares de 240 kDa codificada
por el gen cttl en el cromosoma 11, que utiliza como cofactores el
grupo hemo y el manganeso; se localiza en los peroxisomas de las
células aerdbicas y en las mitocondrias, aunque en el eritrocito se
encuentra en la fraccion soluble del citoplasma.

Presenta dos tipos de actividad: actividad catalasa (a),
facilitando la descomposicion del peréxido de hidrégeno para dar
oxigeno y agua, y actividad peroxidasa (b), que supone oxidacién de
dadores de hidrogeniones como el metanol, etanol, acido formico o
fenoles, con el consiguiente consumo de peroxido:
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2 H,O0, — 2H,0 +0, (a)
H,O, + AH, — A+ 2 H,0O (b)

Fisiologicamente cumple un papel fundamental en Ila
detoxificacion del peréxido de hidrogeno producido por algunas
enzimas localizadas en los peroxisomas, como la amino-oxidasa,
mitigando asi sus efectos toxicos. Tiene una de las tasas de turnover
mas altas de todas las enzimas: una molécula de catalasa puede
convertir aproximadamente 6 millones de moléculas de peréxido de
hidrogeno en agua y oxigeno por minuto (Rahman, 2007); su
actividad varia enormemente en funcion del tejido: es muy alta en

higado y rifidbn y muy baja en el tejido conectivo.

2.3.3.2 Antioxidantes no enzimaticos.

2.3.3.2.1 Antioxidantes enddgenos.

Se agrupan en diversos tipos de moléculas, cuya accion
defensiva dependera, en algunos casos, de una interaccion directa
sobre la especie reactiva para rendir complejos estables o de menor
reactividad siendo, por tanto, componentes que reaccionan
directamente con agentes oxidantes y los inutilizan. A tales
antioxidantes se les conoce como “scavengers”, y su papel es
suicida. En otras ocasiones, los antioxidantes actlan como

moléculas coenzimaticas en la accion catalitica de algunas enzimas.

2.3.3.2.1.1 Glutation reducido (GSH).
Las EROs actian como moléculas de sefializacion intracelular y
extracelular; complejas interferencias entre los niveles de EROs, los

niveles de glutation oxidado y reducido y otros tioles, y las enzimas
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antioxidantes determinan las condiciones mas adecuadas para el
control redox dentro de la célula o para la activacion de la muerte
celular programada (Couto et al., 2016).

El glutation es el agente antioxidante principal de las células,
resaltando su papel como eliminador de RL de oxigeno (Saez Tormo
et al., 1993); su forma reducida (GSH) es un tripéptido no proteinico
constituido por tres aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina (y-L-
glutamil-L-cisteinilglicina); contiene un enlace peptidico inusual entre
el grupo amino de la cisteina y el grupo carboxilo de la cadena
lateral del glutamato y sirve como un nucledfilo (especie que
reacciona cediendo un par de electrones libres a otra especie, el
electrofilo) omnipresente para convertir, en condiciones fisioldgicas,
una variedad de sustancias electrofilicas (Deponte, 2013).

Reduce a cisteina cualquier enlace disulfuro formado dentro de
proteinas citoplasmaticas. En el proceso, el glutation se convierte en
su forma oxidada (GSSG) o disulfuro de glutatiéon. En las células, el
glutatibn se encuentra principalmente en su estado reducido y, en
mucha menor proporcion, en su estado oxidado. Esto se debe que la
enzima que reduce el tripéptido a partir de su forma oxidada, la
Glutatiéon reductasa (GR), es constitutivamente activa e inducible en
situaciones de EO. De hecho, la proporcion de glutation oxidado
respecto al reducido (GSSG/GSH) dentro de las células se utiliza a
menudo como indicador del estado oxidativo de la célula y de la
toxicidad celular.

El GSH es la fuente mas abundante (mas del 90%) de tioles no

proteicos en las células (Masella et al., 2005) y el antioxidante
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intracelular no enzimatico mas importante. Se encuentra en el
citosol, en el ndcleo y en las mitocondrias. La actividad antioxidante
de los tioles se debe al atomo de azufre, que puede acomodar
facilmente la pérdida de un solo electron. La funcién protectora
bésica del glutation contra el EO es que puede actuar como cofactor
para varias enzimas desintoxicantes, involucradas en el transporte
de aminoacidos a través de la membrana plasmatica, eliminando el
radical hidroxilo y el oxigeno singlete directamente (Droge, 2002);
interactia facilmente con una amplia gama de RL cediendo un
proton, neutralizando directamente las EROs. Una de las funciones
antioxidantes mas importantes del GSH es la eliminacion del
peréxido de hidrégeno y los perdxidos organicos en la reaccidn
catalizada por la Glutation peroxidasa (GPx), en la que dos
moléculas de GSH donan dos atomos de hidrégeno para dar lugar a
GSSG, el cual posteriormente es reducido por la GR para restaurar
el GSH (figura 27). De esta forma, la concentracion de GSSG en la

célula se mantiene a niveles muy bajos.

Glutation
reducido (GSH)

H;0;
NADP’
CICLO DE s

[ GPx OXIDO-REDUCCION _GRJ

H,0 p
NADPH+H
Glutation
oxidado (GSSG)

Figura 27. Ciclo de oxidacion-reduccién del glutation
(Solovera et al., 2009).
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El GSH también estd implicado en la reduccién de varios
antioxidantes celulares, como por ejemplo el radical de las vitaminas
C y E; ademas esta implicado en la sintesis del ADN, en cuyo
proceso los ribonucleotidos son transformados a
desoxirribonucleotidos por la enzima ribonucleétido reductasa. Los
agentes reductores en esta reaccién son la tiorredoxina o la
glutarredoxina.

Debido al cambio de conformacién que pueden sufrir algunas
proteinas enzimaticas ante variaciones en el estado redox, siendo
mas susceptibles a la degradacion cuando éste es mas oxidante
(Droge, 2002) y que pueden alterar su funcioén, el GSH, en la medida
en que conserva los tioles proteicos, permite mantener la
conformacién y la actividad de enzimas metabdlicas importantes,
evitando la formacién de disulfuros mixtos y puentes disulfuro.
Ademas, actia como cofactor para algunas enzimas y es reservorio
de cisteina, ya que incluso a concentraciones no excesivamente
altas, es toxica para la célula. La sintesis y degradacién de las
proteinas también se ven afectadas por el GSH, de forma que las
fases de iniciacién y elongacion del proceso de traduccion que
tienen lugar en la sintesis proteica se inhiben cuando el GSH se
oxida. Los responsables de la inhibicion de la sintesis proteica
pueden ser tanto la deplecion del GSH como el incremento del
GSSG, como ambos a la vez.

Del estado redox celular también dependen numerosos
procesos de sefalizacion celular; de esta forma, el GSH esta

implicado en la activacion de varios factores de transcripcion como el
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factor nuclear NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas), complejo proteico que
controla la transcripcion del ADN y el factor AP-1, implicado en la
regulacion de la expresion de genes relacionados con la respuesta a
diversos estimulos, como citoquinas, factores de crecimiento, estrés
e infecciones virales o bacterianas. AP-1 controla, de este modo,
diversos procesos celulares incluyendo diferenciacion, proliferacion y

apoptosis, y por tanto relacionados con la carcinogénesis.

2.3.3.2.1.2 Antioxidantes presentes en el plasma.

2.3.3.2.1.2.1 Acido Urico.

Es el producto final del metabolismo de las purinas en el ser
humano y otros primates, ya que carecen de la enzima uricasa (la
cual hace que continle su degradacion hasta alantoina y urea).
Como consecuencia de lo anterior, el ser humano presenta una
concentracion plasmatica de acido urico mas de diez veces superior
a la encontrada en la mayoria de los mamiferos. El anién
monovalente urato es la forma en que se encuentra mas del 99% del
acido urico a pH fisiologico.

La dieta puede ser una importante fuente de &cido Urico, ya que
la ingestion de purinas hace que éstas sean transformadas en acido
arico por la xantina oxido-reductasa presente en la mucosa
intestinal, de forma que las purinas ingeridas no aparecen en sangre,
sino su derivado, el acido urico.

El &cido arico no es solo un producto de desecho de una via
metabdlica, sino que puede funcionar como un antioxidante suicida

clasico y como quelante de metales de transicion; por su union al
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hierro y/o cobre puede inhibir las reacciones de oxidacion catalizadas
por metales sin que llegue a ser oxidado. El urato es un eficaz
eliminador de derivados del oxigeno muy reactivos y perjudiciales
como el radical hidroxilo y el superoxido e intermediarios oxigenados
del hemo, siendo tan eficaz como el ascorbato como antioxidante.
Extracelularmente, el acido Urico se considera el mayor
antioxidante presente en la sangre de los primates, ejerciendo su
funcién junto con otros compuestos como el GSH, la vitamina C, la
bilirrubina, el acido lipoico y los carotenoides (Wabhlqgvist, 2013). Es de
destacar que mas del 30% de la capacidad antioxidante del plasma
del hombre se debe al &cido urico. Asi, se ha correlacionado
positivamente la concentracién de acido Urico en plasma de distintas
especies con su esperanza de vida (Cutler, 1984) y con una

disminucién en la incidencia de cancer.

2.3.3.2.1.2.2 Proteinas secuestradoras de metales:
transferrina, ferritina y albumina.

Metales de transicion como el hierro y el cobre implican
autooxidaciones y reacciones que conllevan la produccion del radical
hidroxilo desde el superdxido, por lo que es importante el papel de
proteinas quelantes de metales como antioxidantes preventivos,
contribuyendo significativamente a la capacidad antioxidante de los
fluidos corporales:

- La funcién principal de la transferrina es la de unir
estrechamente el hierro en forma férrica, ademas de unir otros
metales. La transferrina es sintetizada en el sistema reticulo

endotelial, pero principalmente en el higado. Tiene una vida media de
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8 a 10 dias y se encuentra saturada con hierro en el plasma en una
tercera parte normalmente.

El hierro que se absorbe en los alimentos es transportado en la
sangre por la transferrina y almacenado en forma de ferritina.

- La ferritina es la proteina de almacenamiento del hierro en los
mamiferos, actuando como antioxidante al prevenir la reaccién de
Fenton. Juega un papel muy importante como antioxidante
citoprotector del endotelio y protege del dafio oxidativo mediado por
fagocitos.

- La albumina desempefiaria un papel en este contexto por su
alta capacidad para transportar cobre, lo mismo que la
ceruloplasmina. Ademas, su medicidén proporciona informacion acerca
del estado general del paciente con relacibn a su nutricibn o con
alguna enfermedad organica grave (como en los estados con pérdida

de proteinas).

2.3.3.2.2 Antioxidantes exégenos.

Los alimentos y bebidas presentes en la dieta ingeridos a diario
nos aportan moléculas que, ademas de tener una capacidad
antioxidante intrinseca o formar parte indispensable de determinadas
enzimas, actlan como sustratos o suponen un estimulo metabdlico
para el sistema de defensa antioxidante enddgeno (Walghvist,
2013). Parece ser que la calidad de la dieta (contenido en vitaminas,
minerales y otros compuestos) contribuiria de diferentes formas al

desarrollo de enfermedades relacionadas con el envejecimiento.

Hoy en dia se considera que los principales antioxidantes

presentes en la dieta son las vitaminas (C y E), carotenoides,
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polifenoles (flavonoides, catequinas, antocianidinas e isoflavonas) y

la coenzima Q o ubiquinona:

- Vitamina C: produce reduccion de diversos RL, secuestro de
varias formas de oxigeno (oxigeno singlete, radical hidroxilo y
superoéxido) y regeneracion de a-tocoferol. Las mayores fuentes de
ascorbato en la dieta son las frutas, especialmente los citricos, el
kiwi, las cerezas y el melén. También forma parte de la composicion
de algunos vegetales como tomates, coliflor, coles de Bruselas, col,
o0 brocoli.

- Vitamina E o a-tocoferol: es el principal antioxidante en relacién
con las LDL. Es capaz de captar radicales del oxigeno y cortar la
cadena de reacciones de los RL; después de su interaccién con el
RL, el radical tocoferoxilo puede ser regenerado por el ubiquinal,
glutation reducido y la vitamina C.

- Carotenoides: son pigmentos que se encuentran en plantas y
microorganismos, pero no son sintetizados por animales. Los
principales carotenoides hallados en el plasma humano son: luteina,
criptoxantina, y carotenos. Las mayores fuentes de carotenoides de
la dieta son las frutas y vegetales como zanahoria, brdcoli, melon,
tomates, naranjas entre otros.

- Flavonoides: gran grupo de antioxidantes polifenélicos que se
hallan en muchas frutas, vegetales y bebidas como el té, el vino y la
cerveza. Se pueden encontrar en forma libre y unidos a glucidos
formando los glucosidos flavonoides. Son eficientes antioxidantes

capaces de reaccionar con RL, formando el radical fenoxi.
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- Coenzima Q, Co Q10 o ubiquinona: es un componente de la
cadena de transporte de electrones y participa en la respiracion
celular aerodbica, generando energia en forma de ATP. Hay tres
estados redox de la misma: totalmente oxidada (ubiquinona),
semiquinona (ubisemiquinona) y totalmente reducida (ubiquinol). La
capacidad de esta molécula para existir en una forma
completamente oxidada y una forma completamente reducida
permite que pueda desempefiar sus funciones en la cadena de
transporte de electrones, y como antioxidante, respectivamente.

- Otros:

= Acido lipoico: es un tiol endégeno que sirve como cofactor de
los complejos a- deshidrogenasa. Normalmente estad presente en
pequefias cantidades (5-25 nmol/g) en los tejidos animales. Puede
ser consumido en la dieta y no tiene efectos secundarios conocidos.

= Alopurinol [1H-pirazolo (3,4-d) pirimidina-4-ol]: es un analogo
estructural de la base purica natural hipoxantina y actla como un
inhibidor de la xantina-oxidasa, la enzima responsable de la
conversion de hipoxantina a xantina y de xantina a acido urico, el
producto final del catabolismo de las purinas. Por tanto, se puede
considerar que actla sobre el catabolismo de las purinas sin
modificar su biosintesis. La inhibicion de la enzima xantina-oxidasa
por este farmaco es efectiva tanto in vivo como in vitro.

= N-acetilcisteina: no es un antioxidante propiamente dicho,

sino que participa en la sintesis de glutation.
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» Glucosa: se comporta como captador de radicales hidroxilo y
superoxido, reteniendo a este Ultimo e impidiendo de esta forma su
accion toxica sobre otras moléculas.

= Elementos traza: se sabe desde hace algun tiempo que las
enzimas antioxidantes superoxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa requieren elementos traza (Cu, Zn, Mn, Fe, Se) para su

biosintesis.
2.4 ESTRES OXIDATIVO Y CANCER.

2.4.1 MECANISMOS DE LAS EROs EN LA PATOGENESIS DEL
CANCER.

Se sabe que las EROs estan implicadas en una amplia gama de
enfermedades, incluyendo el cancer, siendo creciente el nUmero de
estudios que investigan su asociacion con la carcinogénesis a través
de los mecanismos y consecuencias del EO (Valko et al., 2007;
Mena et al., 2009; Perse, 2013).

2.4.1.1 Dano celular producido por las EROs.

Como ya se ha citado anteriormente, cuando las EROs se
producen en cantidades excesivas e incontrolables, ellas y sus
productos pueden reaccionar con distintas macromoléculas celulares
como lipidos o proteinas, pudiendo modular la expresion génica:

- La peroxidacion lipidica cambia la fluidez de las membranas
celulares, reduce su capacidad para mantener un gradiente de
concentracion equilibrado y aumenta la permeabilidad e inflamacion
de las mismas. Ademas, los productos de peroxidacion como el
MDA y el 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) pueden actuar como
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transductores de sefializacion y tienen alta reactividad con las bases
del ADN, formando aductos mutagénicos, y la evidencia indica que
pueden contribuir al cancer, incluyendo el CCR (Marnett, 2002).

- La oxidacion de las proteinas conduce a la alteracion de su
estructura e inhibiciébn del sistema proteolitico enzimatico, lo cual
conlleva el aumento o la disminucién de la absorcion por parte de las
células, la inactivacién de las enzimas de reparacion del ADN y la
pérdida de fidelidad de las polimerasas dafiadas en la replicacion del
ADN.

Las proteinas oxidadas son catabolizadas a aminoacidos, pero
las proteinas severamente oxidadas (subproductos carbonilicos) son
sustratos pobres para la degradacion y se acumulan en las células;
la acumulacion de este material dafiado a lo largo del tiempo
contribuye a diversas patologias relacionadas con la edad. Es decir,
la acumulacién de proteinas dafiadas en la célula actia como un
inhibidor del proteasoma, lo que disminuye la capacidad de
eliminacion de proteinas oxidadas. Esto, a su vez, dificulta la
rotacion de proteinas y conduce gradualmente a nuevas alteraciones
estructurales y funcionales de los organulos celulares (Shringarpure
y Davies, 2002).

- La oxidacion del ADN puede afectar a su metilacion; la
metilacion del ADN es un proceso epigenético que participa en la
regulacion de la expresion génica de dos maneras, directamente al
impedir la union de factores de transcripcidén, e indirectamente
propiciando la estructura "cerrada” de la cromatina. EI ADN presenta

regiones de 1000-1500 pb ricas en dinucleétidos CpG (“islas CpG"),
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gue son reconocidas por las enzimas ADN-metiltransferasas, las
cuales, durante la replicacién del ADN, metilan el carbono 5 de las
citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la
memoria del estado metilado en la molécula hija de ADN. La pérdida
de metilacibn gendmica o hipometilacion de la heterocromatina
conduce a una inestabilidad genémica e incrementa los eventos de
recombinacion mitética y se asocia frecuentemente con la
enfermedad neoplasica y es proporcional a la severidad de la
misma. Por otro lado, la hipermetilacion de genes individuales o de
las islas CpG de genes constitutivos y genes supresores de tumor se
relaciona con el desarrollo de algunos tumores. Los dos niveles de
metilacion pueden presentarse en forma individual o simultanea; en
general, la hipermetilacion esta involucrada en el silenciamiento de
genes y la hipometilacion con la sobreexpresion de ciertas proteinas
involucradas en los procesos de invasion y metastasis (Williams y
Sobol, 2013; Mesa-Cornejo et al., 2006).

2.4.1.2 Modulacion de la sefializacion celular.

El entorno redox es un factor critico en la sefalizacion celular.
Las EROs juegan un papel importante como moléculas de
sefalizacion intracelular. Estan involucradas en varios procesos
fisiologicos celulares; bajo condiciones homeostaticas, son criticas
para mdultiples vias de transduccion de sefales actuando como
segundos mensajeros. También regulan funciones celulares clave
como la proliferacion, diferenciacién, crecimiento y apoptosis a
través de la sefializacion celular. Entre las vias mas conocidas se

encuentran la NF-kB, la via de la fosfatidil inositol-3 quinasa
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(PI3K)/Akt), las proteinas de choque térmico y la via de la protein-
quinasa activada por mitogeno (MAPK).

Sin embargo, el papel beneficioso o perjudicial de las EROs
depende de sus concentraciones (Brieger et al., 2012). En
condiciones de EO en los que sus niveles estan desequilibrados con
los de los antioxidantes, las EROs pueden ser perjudiciales para la
célula en si, lo que lleva a una proliferacion, inflamacion o apoptosis
incontrolada (Perse, 2013).

2.4.2 ESTRES OXIDATIVO Y CARCINOGENESIS COLORRECTAL.

Todos estos hallazgos mencionados anteriormente apoyan la
hipotesis que el EO puede estar implicado en la carcinogénesis
colorrectal.

El cancer de colon se origina en las células epiteliales que
recubren el intestino. Estas células se dividen rapidamente y tienen
una alta tasa metabdlica, la cual se ha encontrado como factor
potencial responsable del aumento de la oxidaciéon del ADN. Las
células madre o progenitoras, situadas en la parte basal inferior de la
cripta, son muy sensibles al ambiente redox de la mucosa intestinal,
su autorrenovacion y diferenciacion depende en gran medida de este
ambiente. Las células proliferativas también son excepcionalmente
sensibles al dafio del ADN, que puede dar lugar a la detencion del
ciclo celular, a la induccion de la transcripcion o de las vias de
transduccion de sefales, a errores de replicacién y a inestabilidad
gendmica, todo lo cual estd asociado con el cancer de colon
(Oberreuther-Moschner et al., 2005). La generacion de EROs puede
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jugar un papel importante en todas las fases de la carcinogénesis, es
decir, en las etapas de iniciacion, promocion y progresion.

Se ha estudiado ampliamente la asociacion entre el EO y el
CCR. Dalle-Donne et al. (2006) revisan algunos biomarcadores de
uso mas comun, como MDA, isoprostanos, glutatiéon, y ERNs en la
enfermedad humana. Se ha encontrado que los tumores
colorrectales humanos (adenomas y carcinomas) tienen niveles
aumentados de diferentes marcadores de EO, tales como NO,
peroxidos lipidicos, CAT, 8-oxodG y metilacion disminuida de
citosina en el ADN (Gao et al., 2018; Serbanescu et al., 2017; Chang
et al., 2008; Dalle-Donne, 2006).

Se encontrd en un estudio que los niveles de EROs en sangre
fueron mas altos en pacientes con antecedentes de CCR en
comparacion con los controles sanos de similares caracteristicas en
edad y sexo, lo que sugiere que las EROs pueden jugar un papel en
la etiologia del CCR. Sin embargo, debido a que se carecia de
informacién importante sobre los habitos y estilo de vida del paciente
(tipo de dieta, tabaco, alcohol, etc.), se necesitan investigaciones
adicionales (Van der Logt et al., 2005). También fallos en los
mecanismos de proteccion pueden representar factores de riesgo en
la etiologia del CCR (Chang et al., 2008).

Posteriormente también se han estudiado las lesiones del ADN
por EO en tejido tumoral y sano y se ha visto que los niveles de
estas lesiones son significativamente mas bajos en los tejidos
colorrectales cancerosos que en los tejidos no cancerosos

circundantes. Los resultados sugieren un aumento de la reparacion
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del ADN en el CCR que puede contribuir a la resistencia a los
agentes terapéuticos que afectan el resultado de la enfermedad y la
supervivencia del paciente. Ademas, el nivel de lesiones de ADN
varia entre los tejidos del colon y del recto, siendo menor en el

primero que en el ultimo (Kirkali et al., 2011).

2.4.2.1 Fuentes de radicales libres en colon.

El contenido del colon humano es una mezcla diversa de bilis,
moco, células epiteliales descamadas, multiples microorganismos y
sus productos de fermentacion; también de alimentos no digeridos o
no absorbidos y sus productos metabdlicos, tales como metales,
sales, toxinas, mutadgenos, carcindgenos y gases disueltos (como
nitrdgeno, hidrégeno, diéxido de carbono, metano y oxigeno).

Cabe destacar que las células epiteliales de la mucosa intestinal
de un individuo sano no estan en contacto directo con el contenido
luminico ni con la microbiota intestinal. La capa de moco secretada
es muy espesa (~800 um en el colon de los roedores) y representa
una barrera fisica y quimica contra los microbios. Su funcion es
también mantener bien hidratada la superficie mucosa y lubricar el
contenido luminico.

Desde la boca hasta el recto, el tracto gastrointestinal esta
delimitado por una sola capa de células epiteliales que mantiene la
homeostasis intestinal por dos mecanismos principales: por
absorcion, secretando y transportando agua, nutrientes y
macromoléculas; y formando un sistema fisico de separacion entre
el sistema inmunoldgico de la mucosa y el compartimento luminal,

que contiene una microbiota compleja estimada en un total de 10
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microorganismos. Por debajo se halla el tejido no epitelial
subyacente, compuesto de células inflamatorias, tejido conectivo,
etc. (Figura 28). Todos estos componentes estan intrinsecamente

ligados en una fisiologia compleja.

LUMEN '
s \‘Jaﬂ L 5}"\1 T Contenida luminica

% 'y micrabicta intestinal. Aumentada producion de R0 S/Radicales libres
Fuertes exdgenas/Fusrntes enddgenas.

hlecanismos protectores frente a R OS/Radicales libres
Capa de moco y bamera epitelial
hecanismos de defensa intraepitelial.

Capa de moca F800pm). Hidratacion de [3 superficie
mueosa y lubricacidn del cortenido luminal.
Bamera fisivo-quimica a loz microbios,

L e (1) Prevencion.
3 ol bl Transporte de oxigeno iy proteinas
fijadoras de hiemo.

% (2] Meutralizacian .
kY Detoxficacion de enzimas y sistema
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(3) Reparacidn,

Enzimas que reparan &f dafio
4 oxidativo de lipidos, proténas,
hidrates de carbane v acidas
nucleicos.

=

Criptas del colon #200pm).
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inflamatoriaz, tejido conecthin).

Figura 28. Representacion esquematica de la barrera colénicay de
los mecanismos de proteccidn intracelular contra el estrés oxidativo
(adaptado de Radic et al., 2009).
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La translocacién inapropiada de bacterias y productos derivados
de las mismas (por ejemplo, lipopolisacaridos y acidos nucleicos) en
el compartimento mucoso podria tener consecuencias patolégicas
para el huésped. Asi, una barrera defectuosa induce inflamacion de
la mucosa local y favorece el crecimiento tumoral; se observa al
principio de la transformacién neoplasica y en su progresion a
cancer en un modelo murino de CCR (Jobin, 2012).

Se cree que la mucosa intestinal se enfrenta constantemente a
oxidantes y carcindgenos derivados de la dieta y las bacterias. La
exposicion cronica a estas condiciones desafiantes puede conducir a
la generacion incontrolada de RL, desequilibrio redox y dafio al ADN,
lo que puede afectar la homeostasis metabdlica intestinal, con el

cancer como punto final (Guz et al., 2008).

24.2.2 Efectos nocivos, beneficiosos y modificadores.

La mucosa intestinal no esta constantemente expuesta a desafios
dafinos, existiendo diversos factores beneficiosos y modificadores
que pueden contrarrestar los efectos perjudiciales. Algunos ya han
sido nombrados en el apartado de los factores de riesgo del CCR.

2.4.2.3  Microbiota intestinal.

También llamada microflora, el intestino contiene un amplio
espectro de microorganismos que residen en el tracto
gastrointestinal y desempefian un papel importante en la salud
humana y en las enfermedades (Prakash et al., 2011).

Son esenciales para el bienestar del huésped en términos de
nutricion e inmunidad de las mucosas, promoviendo la salud, pero

también existen numerosos estudios que han implicado a algunos
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miembros de la microbiota intestinal en el desarrollo del CCR debido
a diferentes mecanismos, incluyendo la generacion de metabolitos
reactivos (E. faecalis produce en el epitelio intestinal potentes
radicales hidroxilo, fuente de EO), carcinégenos, alteraciones en la
expresion de los carbohidratos del huésped, produccion de
mutagenos e induccién de inflamacion crénica de la mucosa (Hope
et al., 2005).

El habitat intestinal humano contiene entre 300 y 500 especies
diferentes de bacterias, que varia significativamente en contenido
entre individuos, lo que puede representar una enorme variabilidad

en la formacion de RL entre los mismos.

2.4.2.4 Inflamacion.

Es un factor importante en el inicio y desarrollo de la
carcinogénesis (Federico et al., 2007; Reuter et al., 2010). Es
ampliamente conocido que el CCR es una complicacion de un
estado inflamatorio crénico en el intestino. Los pacientes con Ell
tienen un riesgo 6 veces mayor de desarrollar CCR en comparacion
con la poblacion general (Barrett et al.,, 2013). La produccion
excesiva e incontrolada de EROs durante un largo periodo de tiempo
da lugar a una lesién persistente de las células y, en consecuencia,
a una inflamacion crénica. Junto al dafio celular, las células
inflamatorias también producen mediadores solubles que actian
reclutando mas células inflamatorias en el sitio de la lesion y
produciendo mas EROs. Este ambiente inflamatorio/oxidativo
sostenido conduce a una mayor produccion de hidroperdéxidos en un

circulo vicioso, que puede dafar las células epiteliales y estromales
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sanas de las inmediaciones de la lesion y, durante mucho tiempo,
provocar carcinogénesis.

El EO puede activar una variedad de factores de transcripcion
que puede llevar a la expresion de mas de 500 genes diferentes,
incluyendo los de factores de crecimiento, citoquinas inflamatorias,
quimiocinas, moléculas reguladoras del ciclo celular y moléculas
antiinflamatorias. En general, las observaciones sugieren que el EO,
la inflamacion cronica y el cancer estan estrechamente relacionados
(Reuter et al., 2010).

Entre los parametros de inflamacion destacan:

2.4.2.4.1 Interleuguina 6 (IL-6).

El aumento de la expresion de IL-6 se ha relacionado con
estadios avanzados y disminucién de la supervivencia en pacientes
con CCR. Se ha demostrado que promueve la proliferacién de
células tumorales e inhibe la apoptosis a través de la activacion de la
gpl130 en las células tumorales, con la posterior sefalizacion a
través de las janus kinasas (JAKs) y el transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3 (STAT3) (Waldner et al., 2012).
Durante los ultimos afios se han desarrollado varias terapias
dirigidas a la via IL-6/STAT3 y plantean una estrategia prometedora
para el tratamiento del CCR (anticuerpos anti-IL-6R, gpl30Fc
solubles) e inhibidores selectivos de las moléculas JAKs (Waldner et
al., 2012; Wang y Sun, 2014).

En un meta-analisis reciente con respecto a la relacion entre los
polimorfismos de un sélo nucleétido promotor de IL-6 y la

susceptibilidad y pronostico del cancer, se han identificado 97

169



Introduccién

publicaciones originales que cubren tres SNPs promotores de IL-6.
El andlisis de subgrupos indica que rs1800795 se asocia
significativamente con un mayor riesgo de CCR y puede ser un
marcador tumoral para el tratamiento de este cancer (Peng et al.,
2018).

2.4.2.4.2 Proteina C-Reactiva (PCR).

La concentracion de la PCR en suero, como biomarcador de
inflamacion sistémica, se halla elevada entre las personas que
posteriormente desarrollan cancer de colon, apoyando la hipétesis
de que la inflamacién es un factor de riesgo para el desarrollo de
cancer de colon en individuos de riesgo medio (Erlinger et al., 2004;
Wu et al., 2013). Pero, aunque puede ser util para el pronéstico en
pacientes con CCR primario y metastasico, actualmente no existen
pruebas suficientes para justificar su uso sistematico en la
subestratificacion de pacientes para la consideracion de terapias

neoadyuvantes (Pathak et al., 2014).

2.4.2.4.3 Indice Neutrdfilos/Linfocitos (NLR).

La determinacion preoperatoria de este indice, conocido como
NLR (Neutrophil Lymphocyte Ratio) puede representar un método
sencillo para identificar a los pacientes con CCR con un prondstico
precario antes de la intervenciéon (Walsh et al., 2005).

Diversos estudios relacionan un aumento del NLR por encima
de 5 con mayor morbilidad perioperatoria, y peor supervivencia
global y libre de enfermedad en pacientes con CCR (Urrejola et al.,
2013; Dimitriou et al., 2018).
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El aumento del NLR también se asocia significativamente con la
diferenciacion mas pobre del tumor (OR: 1,574) y con un mayor nivel
de CEA (OR: 1,493), siendo de valor pronostico para los pacientes
con CCR (Li et al., 2014).

2.4.2.4.4 Plaquetas.

Los tumores primarios producen muchos subproductos que
estimulan la angiogénesis y pueden entrar en la circulacion; las
plaguetas pueden reconocer y responder a los subproductos
tumorales circulantes e iniciar la coagulacion en cascada. A medida
que las plaquetas cumplen su funcién hemostética normal, en
presencia de céancer tienden a iniciar eventos tromboéticos que
pueden facilitar la progresion del mismo. Una vez que las plaguetas
y la cascada de coagulacién estan activadas, la actividad de la
trombina serin-proteasa activa el fibrinbgeno para formar una malla
de fibrina (Menter et al., 2014). La trombocitosis inducida por el
cancer aumenta significativamente el numero de plaquetas
circulantes, constituyendo el sindrome de Trousseau (sindrome
paraneoplasico caracterizado por distintos eventos trombaticos,
tanto arteriales como venosos).

En un estudio de cohortes casos-control, de 40.000 pacientes
adultos mayores de 40 afios con trombocitosis y 10.000 sujetos con
recuento de plaquetas normales, se encontré que la trombocitosis es
un marcador de riesgo de cancer en adultos; la incidencia de cancer
del 11,6% y el 6,2% en hombres y mujeres, respectivamente, obliga
a la investigacion adicional de la neoplasia maligna subyacente,
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siendo el CCR wuno de los canceres mas comunmente

diagnosticados (Bailey et al., 2017).

2.4.2.4.5 Fibrindgeno.

Es una proteina catalogada como de fase aguda, por
incrementarse en respuesta a estimulos inflamatorios mediados por
citoquinas (IL-6, IL-8), factores de crecimiento, factor de necrosis
tisular, etc. De ahi que los marcadores de inflamacion sistémica se
encuentren catalogados dentro de los asociados al tumor (o
respuesta del huésped), debido a su produccion en respuesta a una
estimulacion metabdlica o inmunolégica, secundaria a la presencia
tumoral (Herrera-Silva et al., 2008).

Su elevacién preoperatoria en el CCR se correlaciona con la
gravedad, pero no ayuda a predecir el prondstico del paciente
después de la cirugia. Es decir, la hiperfibrinogenemia no mantuvo la
significacion estadistica con respecto a la supervivencia general
(p=0,313) o relacionada con el tumor (p= 0,355) en un estudio de
Pedrazzani et al. (2016).

2.4.2.5  Alimentacion.

Se ha demostrado que los acidos grasos de la dieta afectan al
contenido en lipidos de los tejidos y dan lugar a diferencias en
susceptibilidad a la peroxidaciéon (Kuratko y Pence, 1991). Los
lipidos y é&cidos grasos obtenidos de las grasas alimentarias se
metabolizan e incorporan a los fosfolipidos de las membranas
celulares de muchos tipos de células y sirven como precursores de
muchas moléculas biolégicamente activas, ademas de ser

importantes para la sefalizacion celular o la diferente intensidad de
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la respuesta inflamatoria (Perse, 2012). Un aumento sustancial del
contenido de AGPI puede superar la accion protectora del sistema
antioxidante y aumentar la susceptibilidad a la peroxidacion lipidica.
Ha sido demostrado que el consumo a largo plazo de una dieta de
alto contenido graso de lipidos mixtos aumento significativamente la
produccion de peréxidos lipidicos en el higado y en el musculo
esquelético (PersSe et al., 2009) e incremento el desarrollo del CCR.
Por otro lado, se ha encontrado que el aceite de pescado reduce el
dafio oxidativo del ADN (Bancroft et al., 2003); en cambio, la
hemoglobina de la carne roja o de la hemorragia intestinal puede
actuar como potenciador del dafio oxidativo en el intestino (Angeli et
al., 2011).

Por otro lado, los antioxidantes de micronutrientes pueden tener
un papel importante en la homeostasis redox debido a sus
propiedades de eliminacion de RL. Los antioxidantes derivados de la
nutricion, como las vitaminas E y C, el betacaroteno, los flavonoides
y los polifenoles, pueden proporcionar una segunda linea de defensa
contra la produccion de EROs.

2.4.2.6 Obesidad.

La obesidad, en particular la obesidad abdominal, se asocia con
un mayor riesgo de CCR y se ha encontrado que aumenta el estado
oxidativo en estas personas obesas (De Tursi Rispoli et al., 2013;
Monzo-Beltran et al., 2017). Se sabe que el tejido adiposo produce
varias adipocitoquinas (adiponectina, leptina) y numerosas
citoquinas (TNFa, IL-6, IL-8 e IL-10) que estan implicadas en el

funcionamiento normal del organismo. La evidencia ha demostrado
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gue la obesidad altera los niveles de adipocitos, aumenta los
estrogenos circulantes, disminuye la sensibilidad a la insulina y
aumenta la respuesta inflamatoria (Murdolo et al., 2013). Causa el
llamado sindrome metabdlico o inflamacién crénica de bajo grado,
gue puede ser responsable del aumento constante de la produccion
de RL (Victor et al., 2011; Bafiuls et al., 2017). Se asume que con el
tiempo tales condiciones de EO crean un ambiente favorable para el
desarrollo del CCR (Aleksandrova et al., 2013).

24.2.7 Envejecimiento.

La evidencia acumulada sugiere que el envejecimiento esta
asociado con una mayor produccién de RL, resultando en una mayor
oxidacién de lipidos, proteinas y material genético (Droge y
Schipper, 2007). Las condiciones oxidativas causan alteraciones
estructurales y funcionales progresivas de los organulos celulares y
cambios en los procesos de sefializacion sensibles al estado redox.
Tales condiciones celulares contribuyen a aumentar la
susceptibilidad a una variedad de enfermedades, incluyendo la

inflamacion y el cancer (Federico et al., 2007).

2.4.2.8 Actividad fisica.

El ejercicio regular puede ayudar a prevenir el CCR debido a
una mejora en el sistema de defensa antioxidante de la célula. El
ejercicio estimula varias vias de sefalizacion en las células, como
MAPK y NFkB, lo que resulta en una mayor expresion de enzimas
importantes asociadas con la defensa celular (Portalfithess.com).
Muchos de los efectos biolégicos de los antioxidantes parecen estar

relacionados con su capacidad no sdlo para eliminar los RL nocivos,
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sino también para modular las vias de sefalizacion celular. Esta
modulacion por parte de los antioxidantes podria ayudar a prevenir
el CCR preservando la regulacion normal del ciclo celular, inhibiendo
la proliferacion, la invasion tumoral y la angiogénesis, induciendo la
apoptosis, suprimiendo la inflamacién y estimulando la actividad

enzimatica de desintoxicaciéon (Scheele et al., 2009).
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3. HIPOTESIS. JUSTIFICACION

Los tumores colorrectales presentan una elevada prevalencia en
nuestro ambito, con diagndstico tardio en muchos casos, a pesar de
las medidas de deteccidon precoz existentes en nuestra Comunidad
Valenciana (test de sangre oculta en heces). Los marcadores
tumorales determinados de forma habitual en los Laboratorios
clinicos no ayudan al diagndstico precoz de la enfermedad.

Desde que se introdujo el término de “estrés oxidativo” como
un disbalance entre elementos anti-oxidantes y pro-oxidantes a favor
de estos ultimos (Sies, 1991), es importante el interés que despierta
este tema en la bibliografia consultada. Existe evidencia de una
asociacion entre EO y CCR y se han sugerido numerosas vias
biol6gicas subyacentes implicadas en la asociacion entre ambos; sin
embargo, la magnitud de dicha asociacion y el mecanismo implicado
no estan bien definidos. EI CCR como enfermedad inflamatoria
podria condicionar un mayor estado de EO, asi como los pacientes
en estadios mas avanzados podrian presentar un empeoramiento en
su estado redox. La mayor afectacion en el EO que se esperaria
observar en los pacientes con CCR respecto a controles podria
deberse a habitos dietéticos y alteraciones metabdlicas asociadas al
CCR, las cuales se correlacionan con una activacion de la respuesta
inflamatoria, que podria estar involucrada en la asociacion entre
ambas enfermedades. Asimismo, los pacientes con CCR podrian
responder peor al tratamiento quirdrgico en funcién de su estado

redox.
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Por ello, en este estudio se plantea si el analisis de estos
biomarcadores antes y después de la cirugia (o tratamiento
neoadyuvante, en su caso), podria conseguir un diagndstico mas
precoz y un mejor manejo de los pacientes con CCR.

Ademas, nos planteamos si otros factores relacionados con el
tumor y comorbilidades de los pacientes podrian ser factores

prondsticos de la enfermedad.
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4. OBJETIVOS.

Nos planteamos un estudio prospectivo longitudinal en
pacientes con CCR sometidos a tratamiento, quirdrgico en su
mayoria, con seguimiento evolutivo posterior y en los que valoramos

los siguientes objetivos:

4.1 PRINCIPALES.

- Evaluar los niveles de los marcadores de EO en los pacientes
con CCR frente a los del grupo de controles sanos.

- Determinar dichos marcadores en los pacientes antes y
después de la intervencion quirdrgica, comparando la situacién basal
con los diferentes tiempos y estudiar su asociacion con la evolucion
del tumor.

- Calcular las caracteristicas diagndsticas de los marcadores de
EO y compararlas con las de los MT utilizados en la préactica clinica
diaria.

- Estudiar el potencial valor predictivo pronéstico de los
marcadores de EO en la evolucion del CCR, asi como de otros
factores que conllevan mal pronostico e incluso de los asociados a

efecto protector.

4.2 SECUNDARIOS.

- Analizar las comorbilidades y factores de riesgo que presenten
los pacientes y que puedan influir en los niveles de EO, analizando
también todos los factores referentes al tumor que indiquen un peor

pronastico.
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- Determinar la influencia en los niveles de EO de factores con
potencial preventivo del desarrollo de CCR, especialmente
adherencia a la dieta mediterranea e ingesta de antiinflamatorios no
esteroideos (AAS).

- Estudiar las diferencias en los resultados de EO entre los
adenomas y carcinomas presentes en los pacientes, asi como con el
grupo control. Analizar los resultados del Unico tumor no
carcinomatoso o GIST (tumor del estroma gastrointestinal).

- Estudiar la evolucién de otros analitos en los pacientes antes y
después de la cirugia: marcadores tumorales, factores de
inflamacion sistémica y marcadores de anemia.

- Correlacion de los distintos marcadores con estadio tumoral.

- Evaluar otras asociaciones: niveles de EO segun localizacién
derecha o izquierda del tumor en colon; incidencia de anemia y
localizacion tumoral, asi como correlacion de marcadores de

inflamacioén sistémica con marcadores de anemia.
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5. MATERIAL Y METODOS.

5.1 DISENO DEL ESTUDIO.

Se trata de un estudio analitico, longitudinal y prospectivo, de
caracter observacional, de pacientes con diagndstico de tumoracion
colorrectal, subsidiarios de cirugia de reseccién tumoral y/o
tratamiento quimio-radioterapico, remitidos al Servicio de Cirugia
General y del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Dr. Peset,
con la finalidad de realizar su seguimiento durante un periodo de un
ano.

Este estudio fue disefiado de acuerdo con los principios de ética
de la Declaracién de Helsinki (Finlandia, 1964), siendo evaluado y
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario Dr. Peset (CEIC, Codigo: 5/15), con fecha 30 de enero
de 2015.

Por tanto, se divide en dos fases:

- Estudio basal, previo al tratamiento, en el que se comparara el
grupo de pacientes con un grupo de controles sanos.

- Control evolutivo de los pacientes a 1, 6 y 12 meses.

5.2 MATERIAL. SELECCION DE MUESTRAS DEL ESTUDIO.
5.2.1 Pacientes.
5.2.1.1 Tamafo muestral.
Para la estimacion del tamafio muestral se escogieron como
variables de referencia el CEA y el CA 19.9 y se calculd, de forma
preliminar, las medias y desviacion estandar (DE) de muestras de

suero de 30 sujetos sanos y 30 pacientes con diagndéstico de CCR
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de distinta procedencia (hospitalizados y Hospital de dia). Se fij6 un
error tipo a del 5% y un poder estadistico (1-B) del 80% para
muestras pareadas y se calculd con el T-test del paquete estadistico
R, version 2.14.2 (Auckland, Nueva Zelanda). En el caso del CEA,
para una diferencia de medias de 5 ng/mL y una DE de 9,3 ng/mL,
se obtuvo un tamafio muestral de 55; en el caso del CA 19.9, para
una diferencia de medias de 19,1Ul/ml y una DE de 36,2 Ul/ml, el
programa obtuvo un resultado de 57 muestras. Por ello, inicialmente
se pensoé en una n=60, pero dado que se esperaban unas pérdidas
en el seguimiento entre el 10 y el 20%, el tamafio muestral se

aumenté a un total de 80 pacientes.

5.2.1.2 Criterios de inclusion.

Fueron incorporados al estudio secuencialmente todos los
pacientes con diagnostico de tumor colorrectal, tanto adenomas
avanzados como carcinomas, desde marzo de 2015 a enero de
2017, incluyéndose 80 pacientes. Se considera que la neoplasia
adenomatosa esta avanzada cuando los polipos tienen 1 cm o0 mas
de diametro, y hay un componente velloso o una displasia de alto
grado (Bujanda et al., 2010).

5.2.1.3 Criterios de exclusién.
Solamente fueron excluidos los pacientes que:
- No quisieron participar voluntariamente.
- No firmaron el consentimiento informado.
- Los que por edad avanzada o mal estado general pudieran ver
comprometida su salud durante la realizacién del estudio.

En la figura 29 se muestra el diagrama de flujo de los pacientes a
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lo largo del estudio:

Control preoperatorio (basal): 80 pacientes V.

3 inoperables
(tratamiento —p‘ 1 éxitusa 12 meses ‘
neoadvuvante)

‘ Pacientes perdidos: 4 ‘ /' \‘

‘ 1 derivado a otro Centro ‘

\j

Pacientes intervenidos: 76 ‘

/" 1 éxitus a 1 mes ‘

‘ Controles postoperatorios ‘
‘ Control1 mes: 71 pacientes ‘
/, 1 éxitus

‘ Pacientes perdidos: 5 ‘ ’ ‘ 2 derivados aotro Centro

i N

Control 6 meses: 66 pacientes ‘
P
\

‘ Pacientes perdidos: 5 ‘

\J

Pacientes perdidos: 0 ‘

A

Control 12 meses: 66 pacientes ‘

Figura 29. Diagrama de flujo de los pacientes en el control evolutivo.

5.2.2 Controles sanos.

Como poblacion control se seleccionaron 60 sujetos sanos de
caracteristicas clinicas similares a las de los pacientes: edad
mayoritariamente superior a 50 afios, ambos géneros, IMC<30

Kg/m?, no hébitos toxicos (tabaco, alcohol), ni toma de farmacos y
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sin patologias clinicas, especialmente dislipemia, DM, HTA, IRC,

cardiopatia isquémica o Ell.

5.3 PROTOCOLO DEL ESTUDIO.

5.3.1 Informacién y cuestionarios.

El primer dia de contacto con los pacientes les fueron

entregadas tres hojas a los que voluntariamente quisieron participar:

Hoja informativa sobre el proyecto, con descripcion de sus
objetivos, investigadores participantes y toda la informacion
necesaria segun la legislacion vigente que regula el
procedimiento y normas de los estudios biomédicos (Anexo I).

Hoja de consentimiento informado: para autorizar con su firma
la extraccion de muestras y su participacion voluntaria (Anexo II).

Cuestionario de adherencia a la dieta mediterranea, el utilizado
en el estudio PREDIMED. Consta de 14 items sobre consumo
diario o semanal, segun el grupo de alimentos, que, resumiendo
brevemente, hacen referencia al consumo de:
= Aceite de oliva (1 y 2).
= Verduras y hortalizas (3).
= Fruta (4).
= Carnes rojas, embutidos y similares (5).
= Mantequilla, margarina o nata (6).
= Bebidas carbonatadas y/o azucaradas (7).
=Vino (8).
= Legumbres (9).
= Pescado o marisco (10).

= Reposteria comercial, no casera (11).
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= Frutos secos (12).
= Carne de pollo, pavo o conejo frente a las de ternera o cerdo
(13).
»Vegetales, pasta o arroz cocinados y aderezados con salsa que
incluya aceite de oliva (14).
Se considerd6 buena la adherencia cuando se obtuvo una
puntuacion igual o superior a 9 (Anexo IlI).
- También se les preguntd sobre habitos toxicos: tabaco
(fumador o exfumador), nimero de cigarrillos/dia y afios de hébito;
alcohol, nimero de unidades/semana (lunidad=cafia, vaso vino,

medio whisky o copa).

5.4 METODOS.
5.4.1 Recogida de datos. Historia clinica.
De todos los pacientes que se incluyeron en el proyecto se
estudio su historia clinica hospitalaria (Orion), con recogida de todos

los datos clinicos de interés:

Variables antropométricas: sexo, fecha de nacimiento, talla, peso
y calculo del IMC.

Tension arterial sistélica y diastélica.

Antecedentes de interés: antecedentes propios o familiares de

CCR o de polipos adenomatosos, Ell y diverticulosis.

- Datos clinicos y comorbilidades de interés: HTA, DM, dislipemia,
cardiopatia isquémica e insuficiencia renal.

- Ingesta de farmacos para tratamiento de las patologias

mencionadas: antihipertensivos, insulina y/o antidiabéticos

orales, hipolipemiantes y aspirina a dosis bajas (AAS).
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- Otras enfermedades asociadas: patologia tumoral previa,
infecciones, procesos inflamatorios, alergias, asma, procesos
autoinmunes, etc.

- Otros farmacos habituales: hierro, alopurinol, fibratos,
anticoagulantes (heparina, Sintrom), etc.

- Datos relacionados con el tumor:

= Sintomas iniciales de sospecha: astenia, adelgazamiento,
anemia, hemorragia digestiva baja, tenesmo/meteorismo, cambios
en el habito intestinal (estrefiimiento/diarrea), incontinencia, SOH
positivo, aumento del CEA en una analitica ordinaria o hallazgo
fortuito del tumor en otras exploraciones.

= Tratamiento pre-cirugia: quimioterapia sola o combinada con
radioterapia.

» Intervencion quirargica: fecha, resecabilidad tumoral, técnica
quirdrgica (laparoscopica o abierta).

= Tamafo (didmetro mayor en cm) y localizacion tumoral: colon
derecho (colon ascendente hasta angulo esplénico, incluyendo colon
transverso), colon izquierdo (angulo esplénico y colon descendente)

y recto.

= Anatomia patoldgica del tumor:
o Tipo histologico:
- Carcinomas: adenocarcinoma, C. mucinoso, C. de
células en anillo de sello, C. microcitico u otro tipo.
- Polipos adenomatosos: tubular, tabulo-velloso,
velloso y serrado.
o Grado histologico de la OMS en carcinoma: alto y bajo.
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o Grado de displasia en adenoma: alto y bajo.
o Afectacion de bordes, afectacion perineural e invasion
vascular extramural.
o Coexistencia de otros tumores sincrénicos o poélipos
adenomatosos en colon/recto.
o IMS y KRAS/NRAS.
= Estadificacion TNM. Si metéastasis, localizacion.
» Tratamiento post-cirugia (quimioterapia).
= Aparicion de complicaciones post-cirugia (tempranas y tardias),

recidivas, metastasis y necesidad de reintervencion.

5.4.2 Reclutamiento de los pacientes. Extraccion y preparacion
de las muestras.

Los pacientes fueron citados con la periodicidad ya comentada
anteriormente. Las muestras de sangre se tomaron en la sala de
extracciones de consultas externas o en el propio laboratorio de
Andlisis Clinicos del Hospital Universitario Doctor Peset.

A los pacientes también se les solicitdo la primera orina de la
mafiana para determinacion de EO. Se realiz6 el estudio bioquimico
y hematoldgico de las muestras extraidas al dia. A continuacion se
realizaron las alicuotas de suero y orina y congelacion a -80°C de las

mismas hasta su determinacion.
5.4.3 Anadlisis de las muestras.

5.4.3.1 Estudio bioquimico.
Las muestras de suero fueron extraidas tras 12 horas de
ayuno en tubos secos de 10 mL con separador de gel de silicona y
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acelerador de la coagulacion; tras la retraccion del coagulo (unos 30
minutos a temperatura ambiente) fueron centrifugadas a 3500 rpm
durante 5 minutos en frio en una centrifuga Rotina 380R Hettich
(Tuttlingen, Alemania); del suero se separaron varias alicuotas para
la determinacion del EO, dejando un volumen de 1mL para las
determinaciones bioquimicas, que se realizaron el mismo dia. Las
alicuotas fueron congeladas a -80°C en el congelador New
Brunswick Scientific Premium U 410 (Eppendorf, Nueva Jersey,
EEUU) hasta la determinacion del EO en el Laboratorio del
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular-INCLIVA.

Ademas se recogieron 8-10 mL de orina (primera orina de la
mafiana) en tubos de polietileno que fueron centrifugadas a 3000
rom durante 5 min en la centrifuga Rotina 380R Hettich para
precipitar y eliminar las impurezas; se separaron varias alicuotas y
se conservaron a la temperatura de -80°C en el congelador New
Brunswick Scientific Premium U 410 hasta que fueron analizadas.

En cada muestra de suero se solicitd una analitica basica méas
metabolismo férrico, marcadores de inflamacion y MT. La
metodologia y equipos de medida de los analitos determinados,
junto a sus unidades de medida y valores de referencia (VR) han
sido:

- Cadena automatizada de los equipos Architect C16000 de
Abbott (lllinois, EEUUV):

= Por espectrofotometria: glucosa (70-105 mg/dL), urea (19-50
mg/dL), creatinina (0,7-1,2 mg/dL), filtrado glomerular estimado (>60
mL/min), colesterol (80-200 mg/dL), HDL (45-70 mg/dL), LDL (40-
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150 mg/dL), triglicéridos (30-150 mg/dL), proteinas (6,4-8,3 g/dL),
albumina (3,5-5 g/dL), acido arico (2,5-6 mg/dL), sodio (136-145
mEg/L), potasio (13,5-5 mEg/L), cloro (100-111 mEg/L) y hierro (50-
170 pg/dL).

Este método es el mas usado en los laboratorios de Bioquimica
clinica y se basa en la relacion que existe entre la absorcién de luz
por parte de un compuesto y su concentracion; la intensidad de un
haz de luz monocromatica disminuye exponencialmente al aumentar
aritméticamente la concentracion de la sustancia absorbente,
cuando este haz pasa a través de un medio homogéneo (ley de
Beer)

= Por inmunoturbidimetria: transferrina (120-360 mg/dL) y
PCR (0-10 mg/L). Este método mide la disminucién de la intensidad
de la luz transmitida a 180° debida a la difraccién producida por los
complejos inmunes formados.

» Por quimioluminiscencia: ferritina (32-274 ug/L) y CEA (0-5
ng/mL). Este método se basa en la produccién de luz a partir de una
reaccion quimica; dos compuestos quimicos reaccionan para formar
un intermediario en estado excitado (de alta energia), que pasa a un
estado menos excitado o fundamental, liberando parte de su energia
como fotones de luz.

- En el Cobas 6000 de Roche Diagnostics (Mannheim, Alemania)
por electroquimioluminiscencia: la interleuquina 6 o IL-6 (de 0-7
pg/mL) y el CA 19.9 (0-40 Ul/mL).

Al igual que en la quimioluminiscencia, en este inmunoensayo se

generan (a partir de sustratos estables) productos capaces de emitir
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fotones al pasar de un estado intermedio inestable vy
energéticamente superior, a uno de energia inferior mas estable,
aunque en este caso su origen es electroquimico y no una reaccion
enzimatica.

El filtrado glomerular se estimé con el CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration), féormula matematica que
incluye como variables la creatinina sérica, la edad, el sexo y la raza.

El indice de saturacion de la transferrina (IST) es igual al

cociente entre hierro y transferrina por 100 (15-45%).

5.4.3.2 Estudio hematolégico.

Las muestras de sangre total fueron extraidas en tubos de
EDTA-K3 y de citrato sédico de 5 mL, para la realizacion del
hemograma y coagulacion, respectivamente.

Se realiz6 hemograma completo y coagulacion basica, con
determinacién del fibrindbgeno (con unidades de medida y VR):

- Serie roja:
Hemoglobina (g/dL): M=12,0 -17,5; F=11,5-16,5.
Hematocrito (%): M=40-54; F=37-47.
VCM (fL): 80-95.

- Serie blanca:
Leucocitos (x10%/mm?): 4-11,3.
Neutrofilos (%): 55-65.
Linfocitos (%): 23-35.
Indice Neutrdéfios/Linfocitos: <5.

- Plaquetas (x10°/mm?®): 120-450.

- Fibrinégeno (mg/dL): 200-500.
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Las determinaciones hematimétricas fueron realizadas en
contadores LH 500 de Beckman-Coulter (Brea, California, EEUU),
tecnologia basada en el principio Coulter (uso de un campo eléctrico
para contar y dimensionar particulas que se encuentran en
suspensién en un liquido conductor).

La coagulacion se realizé en el plasma remanente de los tubos
de citrato sédico tras su centrifugacion a 1500 rpm durante 5
minutos, en el coagulometro ACL-TOP de Instrumentation

Laboratory Company (IL, Bedford, Massachusetts, USA).

5.4.3.3. Estudio de estrés oxidativo.

Para todas las determinaciones (excepto 8-oxodG) se utilizaron
los ensayos espectrofotométricos de Cayman Chemical (Ann Arbor,
USA) y se siguié el protocolo metodolégico del fabricante, con
posterior lectura de las absorbancias en el lector de
ELISAS/espectrofotometria Multiskan EX de Thermo Labsystems
(Beverly, MA, USA).

La 8-oxodG se determind por Cromatografia de alta resolucion
con deteccion electroquimica (HPLC-EC). Todas las diluciones de
muestras, preparaciéon de reactivos y lavados de material para la
determinacién de EO se realiz6 con agua de pureza grado HPLC
(ultrapura o tipo I).

- En las muestras de suero se determinaron CAT, GSH, GSSG
e indice GSSG/GSH.

- En las muestras de orina de la mafiana, 8-oxodG y F2-
Isoprostanos.
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5.4.3.3.1 Muestras de suero.
5.4.3.3.1.1 Catalasa (CAT).
Se determind mediante el test Catalase assay (N°. de articulo
707002).

Aparte de su actividad catalitica (conversion de dos moléculas
de H,O, a oxigeno molecular y dos moléculas de agua), la CAT
también tiene actividad peroxidasica, en la cual alcoholes alifaticos
de pequefio peso molecular pueden servir de donantes de

electrones (Figura 30), siendo ésta la utilizada en el ensayo:

(Peroxidatic Activity)  H,0, + AH, —2%5€ | A oK 0

Figura 30. Actividad de la Catalasa (Catalase assay, Cayman Chemical).

El método esta basado en la reaccion de la enzima en presencia
de metanol y una concentracion éptima de H,O,. El formaldehido
producido es medido colorimétricamente con 4-amino-3-hidracino-5-
mercapto-1,2,4-triazol (Purpald) como cromégeno. El Purpald forma
especificamente un heterociclo biciclico con aldehidos, el cual tras la
oxidacion cambia de incoloro a un color purpura.

El sobrecalentamiento puede inactivar la enzima, que debe
mantenerse fria durante la preparacion y el analisis de la muestra.

El ensayo proporciona un estandar de formaldehido (del que se
hacen 7 diluciones) y un control positivo, pudiendo realizar 40
muestras en cada placa, todo por duplicado.

La lectura de las absorbancias se realiza a punto final a 540 nm,

calculandose las concentraciones utilizando la ecuacién obtenida a
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partir de la curva estandar. Los resultados se expresan en

nmol/min/mL (mU/mL).

5.4.3.3.1.2. GSH, GSSG e indice GSSG/GSH.
Se analizaron con el reactivo Glutthione assay (N°. de articulo
703002).

El GSH se oxida facilmente al dimero de disulfuro GSSG. El
GSSG se reduce a GSH por la enzima GR (Figura 31) y es la forma
reducida la que existe principalmente en los sistemas biolégicos. En
este ensayo se utiliza la GR y se miden tanto GSH como GSSG,

reflejandose el glutation total.

Glutathione Reductase

GS5G » 2GSH

TNB GSH DTNB
~

Glutathione Reductase

GSTNB TNB

Figura 31. Reaccion del reciclado del glutatién reducido. TNB: 5-tio-2-
acido nitrobenzoico; DTNB: 5,5-ditio-bis-24acido nitrobenzoico o reactivo

de Ellman; GSTNB: disulfuro mixto, entre GSH y TNB (Glutthione assay,
Cayman Chemical).

Es importante el paso de la desproteinizacion previa de las
muestras, debido a la interferencia de los grupos sulfhidrilo de las
proteinas.

El ensayo también se puede utilizar para medir s6lo GSSG; para
ello primero se ha de derivatizar (es decir, transformar) el GSH a

GSSG afiadiendo 10 ul por mL de muestra de una solucién 1 M de
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2-vinilpiridina (Sigma-Aldrich, Art. N° 13229-2) en etanol después de
la desproteinacién de la muestra con trietanolamina (TEAM). Los
estandares también se han de derivatizar, pero como éstos no han
de ser desproteinizados, y por tanto no han sido diluidos a 2 con
TEAM, afadimos sélo 5 pl de solucién de 2-vinilpiridina por tubo de
estandar.

Tras mezclar bien en un agitador tipo vortex, incubamos a
temperatura ambiente durante 60 minutos y ya se puede determinar
el GSSG.

Los resultados de ambos se expresan en pmol/mL; el indice
GSSG/GSH (en %) se calcula dividiendo ambos y multiplicando por
100.

5.4.3.3.2 Muestras de orina.

Dado que las orinas recogidas por los pacientes eran orinas
puntuales de la mafiana, los resultados fueron corregidos
determinando creatinina en las muestras y asi eliminar la variabilidad
en la concentracion de las mismas, y por tanto, de los metabolitos
estudiados.

5.4.3.3.2.1 Creatinina.

Para su andlisis se utiliz6 el Creatininie (urinary) Colorimetric
Assay (N°. de articulo 500701), también de Cayman Chemical.

Se trata de un ensayo colorimétrico basado en la reaccion de
Jaffé, en la cual se genera un color amarillo/anaranjado cuando la
creatinina se trata con picrato alcalino. La reaccién se para después
con una solucién de pH éacido (mezcla de acido sulfurico y acido

acético); la diferencia en la intensidad de color medida a 500 nm
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antes y después de la acidificacion es proporcional a la
concentracion de creatinina en la muestra. La concentracion de las
muestras se determina a partir de la curva de los estandares.

La curva de calibracion se realiza con 8 diluciones del estandar y
tanto éstos como las muestras se analizan por duplicado, pudiendo
determinar 40 muestras en cada ensayo. Resultados expresados en

mmol/L.

5.4.3.3.2.2 8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina.

Se utilizé la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con
deteccion electroquimica (EC) para la estimacion de la 8-oxodG. El
equipo Waters (Milford, EEUU) consta de una bomba 515 HPLC
Pump, el detector 486 Tunable absorbance detector, el 2487 Dual
Absorbance Detector, y el 717 plus Autosampler; el detector
electroquimico HPLC es el ESA Coulochem Il (Hucoa-Erlss,
Madrid), equipado con una celda analitica de alta sensibilidad 5011
(sensibilidad de 1 mA). Esta equipado con electrodos coloumétricos
(electrodo 1) y amperométricos (electrodo 2) conectados en serie.
Los potenciales establecidos para los dos electrodos fueron 0.2 y
0.4V, respectivamente. Se utilizaron las columnas Bond Elute C18
(OH) de Agile (Santa Clara, EEUU) con un caudal de 1 mL/min. El
tampon de la fase movil para la 8-oxodG fue 50 mmol/L de fosfato de
potasio pH 5,1 en 5% de acetonitrilo y el tiempo de retencion fue de
7,5 minutos. El método de deteccion de 8-oxodG se basé en el
descrito por Li et al. (2013) con modificaciones de Borrego et al.
(2013).
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A las muestras de orina se afadieron 100 yL/mL de tampdn
Tris-EDTA 3 M pH 8,6 y se mezcl6é en vortex durante 30 segundos.
Para la purificacién previa de la muestra, esta solucion se introdujo
en una columna Bond Elute C18 (OH) SPE (3 mL) previamente
preparada con 3 mL de metanol y 3 mL de agua grado HPLC.

La columna se lavé con 3 mL de agua seguidos de 3 mL de
acetonitrilo al 2,5% y metanol al 1,5% en 10 mmol/L de tampoén
borato (pH 7,9). La muestra se eluyé con 3 mL del mismo tampdn y
se aplicé a una columna de intercambio cationico fuerte Bond Elute
(3 mL) preparada con 3 mL de metanol y 3 mL de tampdn borato pH
7,9.

La base modificada 8-oxodG se eluy6é con 2 mL de tampdn de
acetonitrilo/metanol en borato y luego se ajusté a pH 6,0 con 1 mol/L
de HCI. A los 2 mL del volumen eluido se afadieron
aproximadamente 4 mL de una solucion de diclorometano/propanol-
2 (50:50); se mezclé en vértex durante 30 segundos. Una vez
centrifugada durante 10 minutos a 3500 rpm, se eliminé la capa
acuosa superior por aspiracion y los 3 mL de la capa organica
residual se evaporaron hasta secado completo en la camara de
vacio (Concentrator plus; Eppendorf AG, 2331 Hamburg) a 50°C.
Finalmente, la muestra se reconstituyé con 1 mL de tampodn fosfato
potasico 50 mmol/L (pH 5,1) sin acetonitrilo y se inyectaron 50 uL en
la columna de cromatografia HPLC. Las inyecciones de las muestras

se realizaron por duplicado.
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Como estadndar se utiliz6 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosine >98%
de Sigma Aldrich (Saint Luis MO, USA), referencia H5653. Los

resultados de la 8-oxodG se expresan en nmol/mmol creatinina.

5.4.5.5.2.3 F2-lIsoprostanos.

Se utilizo el 8-Isoprostane ELISA kit (N°. de articulo 516351),
ELISA competitivo basado en la competencia entre el conjugado del
8-Isoprostano y wuna 8-Isoprostano-acetilcolinesterasa (AChE),
trazador de 8-Isoprostano para un numero limitado de sitios de union
de anticuerpos de conejo especificos de 8-Isoprostano (Figura 32).

Debido a que la concentracion del trazador se mantiene
constante, mientras que la concentracion de 8-Isoprostano es
variable segun la muestra, la cantidad de trazador que es capaz de
unirse al anticuerpo de conejo serd inversamente proporcional a la

concentracion de 8-Isoprostano en la muestra.
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Figura 32. Esquema de la reacciéon de F2-Isoprostanos catalizada
por la acetilcolina (8-Isoprostane ELISA kit, Cayman Chemical).
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Este complejo de 8-Isoprostano-anticuerpo de conejo (ya sea libre
0 trazador) se une al anticuerpo monoclonal IgG de raton anti-
anticuerpo de conejo que previamente se habia unido al pocillo. La
placa se lava para eliminar cualquier reactivo no unido y luego se
afade el reactivo de Ellman (4cido 5,5'-dithio-bis-[2-nitrobenzoic]),
gue contiene el sustrato para la AChE.

El producto de esta reaccion enziméatica tiene un color amarillo
distintivo que absorbe fuertemente a 412 nm. La intensidad de este
color, determinada espectrofotométricamente, es proporcional a la
cantidad de 8-Isoprostano trazador unido al pocillo, e inversamente
proporcional a la cantidad de 8-lIsoprostano libre presente en la
muestra.

Un gran porcentaje de 8-lIsoprostanos puede ser esterificado en
lipidos en la muestra y no seran detectados por la medicién de 8-
Isoprostanos libres, por lo que debemos hidrolizarlos antes. Para ello
afiadimos un volumen de 15% (p/v) de KOH a todos los tubos e
incubamos a 40°C durante 60 minutos. Neutralizamos las muestras
mediante la adicion de aproximadamente 10 veces el volumen
original de la muestra de tampdn de fosfato potasicol M, pH 7,0-7,4.

Se realizan 8 diluciones del estandar y ademas se preparan 4
tubos para:

- Blanco (B): absorbancia de fondo causada por el reactivo de
Ellman. La absorbancia del blanco debe ser restada de la lectura de
absorbancia de las muestras.

- Total actividad (TA): actividad enzimatica total del trazador

vinculado a la AChE.
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- Union no especifica (NSB, Non-Specific Binding): unién no
inmunoldgica del trazador al pocillo de reaccion. Incluso en ausencia
de anticuerpo especifico, una pequefa cantidad de trazador puede
estar unida al pocillo.

- Maxima unién (BO): cantidad méxima de trazador que el
anticuerpo puede unir en ausencia de analito libre.

Estos tubos mas la curva de calibracion fueron analizados por
duplicado, y para asegurar la reproducibilidad de resultados, las
muestras por triplicado (pudiendo analizar en total 24 en cada
ensayo).

Se determind la concentracion de las muestras utilizando la
ecuacién obtenida a partir de la curva estandar, realizando una
transformacion logistica de las concentraciones. Los resultados se

expresaron en pg/mg de creatinina.

5.4.4. Andlisis estadistico de los datos.

El analisis estadistico se realiz6 con el programa Stastistical
Package for the Social Sciences (SPSS) en su version 17.0 para
Windows (Chicago, EEUU).

Los resultados de las variables cuantitativas continuas se
expresan como media y DE; los datos cualitativos en numeros
absolutos y porcentajes.

Antes de establecer comparaciones se estudio la normalidad de
las variables por el de método de Kolmogorov-Smirnov. Cuando las
variables no siguieron el criterio de normalidad y/o homogeneidad,

fueron analizadas mediante métodos no paramétricos.
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Las diferencias de medias entre el grupo control y los pacientes
fueron analizadas empleando el método paramétrico de la T de
Student con prueba de Levene para la igualdad de varianzas (si la
prueba de Levene de calidad de varianzas tiene un valor de p >0,05
se asume el p valor de las varianzas iguales y en caso de p<0,05 se
asume el p valor de las varianzas diferentes); cuando la distribucion
de las variables no sigui6 el criterio de normalidad y las varianzas no
fueron homogéneas se aplicé el método no paramétrico U de Mann-
Whitney.

Cuando la comparacion fue entre mas de dos medias se utiliz6 el
analisis de la Varianza-ANOVA de una via para muestras
independientes, seguido del test a posteriori (pruebas post hoc) de
Student-Newmann-Keuls (SNK) y el ANOVA de medidas repetidas
cuando se trat0 de muestras relacionadas (como en el caso del
seguimiento evolutivo de los pacientes), seguido del test post hoc de
Bonferroni. Se us6 en ambos casos el test de Levene para evaluar la
igualdad de varianzas. En el caso de variables no paramétricas se
utilizé la prueba de Kruskal-Wallis.

Se utilizé la prueba de x* de Pearson para la comparacién de
variables cualitativas. Para el estudio de las distintas correlaciones
entre las variables se practicO una correlacion bivariada con P de
Pearson en variables de distribucion paramétrica y en no
paramétricas la Rho de Spearman.

Para efectuar los estudios estadisticos de asociacion de las
distintas variables con la estadificacion tumoral se realizé una

transformacion de los estadios TNM de la AJCC en las variables
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cualitativas 0, 1 y 2 del siguiente modo (American Cancer Society
2018): tumores localizados en colon/recto, incluyendo los estadios
TNM 0O, | y Il = Estadio O; tumores regionales, afectando ganglios
linfaticos, estadio TNM IlIl = Estadio 1 y tumores avanzados, con
metastasis o invasion en sitios distantes del peritoneo, estadio TNM
V= Estadio 2.

Se realizaron tablas de contingencia y curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic) para estudiar las caracteristicas
diagnésticas de los marcadores de EO y de los MT.

Para estudiar el potencial valor predictivo independiente del EO
en la evolucidon tumoral, asi como de las variables estudiadas en los
pacientes que hayan resultado significativas, y de los marcadores de
anemia, inflamacion y tumorales, se realizaron estudios de
regresion: un modelo de regresion lineal multiple més otro modelo de
regresion logistica binaria en cada una de las etapas evolutivas de
los pacientes durante el estudio.

El nivel de significacion estadistica utilizado en todos los casos

ha sido a, existiendo diferencias significativas cuando p< 0,05.
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6. RESULTADOS.

6.1 ANALISIS COMPARATIVO DE PACIENTES Y CONTROLES
EN PERIODO BASAL.
6.1.1 Caracteristicas demografico-antropométricas.

Las diferencias entre ambos grupos se muestran en la siguiente

tabla:

Variable Controles Pacientes p
n=60 n=80 valor
Edad (afios) 64,0+ 9,0 67,5+11,8 0,052
Género M/F [n (%)] 36/24 (60/40) 52/28 (65/35) 0,548
Peso (Kg) 74,4 + 16,3 77,3+ 15,0 <0,001
Talla (cm) 168,0 £ 11,0 165,5+ 9,8 <0,001
IMC (Kg/m?) 26,1+ 3,0 28,1+3,9 0,001

Tabla 5. Variables demografico-antropométricas de controles y pacientes.
IMC: indice de masa corporal. Resultados expresados como media + desviacion

estandar; n: nimero de casos.

Las medianas y rangos de edad fueron de 64 afios (33-82) para
los controles y de 67,5 afos (37-89) para los pacientes.

No se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
en cuanto a edad y sexo, pero si en cuanto a peso y altura, y
consecuentemente en el IMC. Por ello, y dado que la edad también
mostraba una tendencia, se realiz6 un analisis de la Varianza
univariante para comparar todos los resultados de los marcadores
estudiados introduciendo IMC y edad como covariables, para poder

eliminar su posible efecto confusor.
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6.1.2 Marcadores bioquimicos, hematoldgicos y tumorales.

Los resultados analiticos bioquimicos, hematologicos y de MT

basales en sangre de ambos grupos se muestras en las siguientes

tablas 6 a 8:
Variable (Unidades) Controles Pacientes p p*
n=60 n=80 valor ajustada
Glucosa (mg/dL) 96,2+14,4 116,6+£52,3 <0,001 0,001
Creatinina (mg/dL) 0,9+0,2 2,0+8,6 0,319 0,269
Urea (mg/dL) 40,9+7,2 38,8+15,9 0,878 0,296
FGE (mL/min) 81,1+8,7 78,9+20,9 0,399 0,720
Colesterol total (mg/dL) 195,7+34,3 180,4+39,1 0,018 0,026
Colesterol HDL (mg/dL) 50,7+£12,8 43,2+10,8 <0,001 <0,001
Colesterol LDL (mg/dL) 144,9+30,0 114,5+34,7 <0,001 <0,001
Triglicéridos (mg/dL) 112,0 (98,0;142,8) 108,5 (83,3;141,0) 0,954 0,777
Acido arico (mg/dL) 4,5+1,6 5,3+1,7 0,003 0,058
Albumina (a/dL) 3.9+0.4 4.2+05 0.001 <0.001
Proteinas (g/dL) 7,0£0,5 6,910,4 0,472 0,577
Ferritina (ug/L) 133,5+75,4 67,5+144,9 0,002 0,008
Hierro (ug/dL) 79,7+19,1 57,6+41,0 <0,001 <0,001
Transferrina (mg/dL) 269,3+46,5 291,1+51,4 0,011 0,016
IST (%) 30,5%8,9 16,2+11,1 <0,001 <0,001
PCR: (mg/L) 6,2+1,3 11,0+23,6 0,072 0,076
IL-6 (pg/mL) 2,741,4 19,7+26,5 <0,001  <0,001

Tabla 6. Parametros bioquimicos de controles y pacientes; *p ajustada por
edad e indice de masa corporal; n: nimero de casos; FGE: Filtrado glomerular
estimado; IST: Indice de saturacion de la transferrina; PCR: proteina C reactiva; IL-
6: interleuquina 6. Los datos se expresan como media + desviacién estandar n:
namero de casos. Para los valores que no siguen una distribucion normal
(triglicéridos) se emplea la mediana (cuartil 25;75).

El grupo de pacientes mostrd significativamente mayores
niveles de glucosa, albumina, transferrina e IL-6 y menores de
colesterol total y fracciones, ferritina, hierro e IST que el grupo
control. Sin embargo, no existieron diferencias en creatinina, urea,

filtrado glomerular, triglicéridos, proteinas y PCR.
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En el caso del acido urico, edad e IMC actuaron como factores

confusores.
Marcador (Unidades)  Controles Pacientes p p*
n=60 n=80 valor ajustada

Leucocitos (x103/mm3) 7,0£1,7 7,7+1,8 0,016 0,018
Neutrofilos (%) 56,046.0 62,948.4 <0,001 <0,001
Linfocitos (%) 29,8+10,2 27,7£12,0 0,221 0,531
N/L (-) 2,1+1.,4 2,7+1,6 0,005 0,013
Hemoglobina (g/dL) 14,2+1,5 12,9+1,9 <0,001 <0,001
Hematocrito (%) 42,5+4.6 37,7+5,1 <0,001 <0,001
VCM (fL) 85,7+4.8 83,4+8,4 0,046 0,135
Plaquetas (x105/mm3) 206,0£60,0 253,5+74,0 <0,001 <0,001

Fibrinégeno (mg/dL) 352,3+70,8 483,8+101,7 <0,001 <0,001

Tabla 7. Parametros hematolégicos de controles y pacientes; *p ajustada por
edad e indice de masa corporal; n: numero de casos; N/L: Iindice
Neutréfilo/Linfocito; VCM: Volumen corpuscular medio. Datos expresados como
media + desviacion estandar.

Como se puede observar, no existen diferencias significativas
entre ambos grupos en linfocitos y VCM; en este ultimo caso, edad e

IMC fueron factores de confusion.

Marcador (Unidades) Controles Pacientes p p*
n=60 n=80 valor ajustada

CEA (ng/mL) 2,35x1,15 7,51+11,0 <0,001 0,004

CA 19.9 (Ul/mL) 9,03+6,53 23+30,4 0,002 0,011

Tabla 8. Marcadores tumorales de controles y pacientes; *p ajustada por edad
e indice de masa corporal; n: nimero de casos. Resultados expresados como
media * desviacién estandar. CEA: antigeno carcinoembrionario; CA 19.9:
antigeno carbohidrato 19.9.

En cuanto a los MT se observan diferencias significativas entre

ambos grupos de controles sanos y pacientes.
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6.1.3 Marcadores de estrés oxidativo.

A continuacion se muestran los marcadores determinados en

suero y orina (Tabla 9):

Marcador (Unidades) Controles Pacientes p p*
n=60 n=80 valor ajustada

CAT (mU/mL)? 229,7+45,6 149,4154,2 0,004 <0,001
GSH (umol/mL)? 5,94+0,79 2,69+0,96 0,041 <0,001
GSSG (umol/mL)? 0,45+0,16 1,10£0,47 0,039 <0,001
GSSG/GSH (%)? 8,17+2,74 51,3+31,4  <0,001 <0,001
8-0x0dG (nmol/mmol creatinina)b 2,84+1.44 12,945,48 <0,001 <0,001
F2-1soPs (pg/mg creatinina)b 18,4+9,12 109,7451,0 <0,001 <0,001

Tabla 9. Marcadores basales de estrés oxidativo en suero (a) y orina (b) en
controles y pacientes; *p ajustada por edad e Indice de masa corporal; n:
namero de casos. CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutation
oxidado;  8-oxodG:  8-0x0-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina;  F2-lIsoPs:  F2-
Isoprostanos. Datos expresados como media + desviacion estandar.
Por lo que respecta a los marcadores de EO, la diferencia de
medias fue significativa también para CAT, GSH y GSSH tras el

ajuste realizado teniendo en cuenta las covariables edad e IMC.

6.2 VARIABLES ESTUDIADAS EN LOS PACIENTES.

6.2.1 PARAMETROS ANALITICOS BASALES PATOLOGICOS.
6.2.1.1 Marcadores tumorales.
Con respecto a los MT, presentaron elevaciones del CEA 24
pacientes (30%) y del CA 19.9, 14 pacientes (17,5%).
6.2.1.2. Marcadores de inflamacion.
Entre los marcadores de inflamacion, la IL-6 se elevd por

encima de los valores de referencia en mas de la mitad de los
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pacientes (en 42, es decir, en el 52,5%), seguida de los neutrofilos
en 35 (43,8%), fibrinbgeno en 26 (32,5%) y PCR en 19 (23,8%); los
leucocitos sélo aumentaron en 2 pacientes (2,5%) , lo mismo que el
indice Neutrofilo/Linfocito (2,5%) y, por ultimo, s6lo en 1 paciente

(1,3%) las plaquetas.

6.2.1.3 Marcadores de anemia.

El pardmetro que mas se alter6 fue el hematocrito, que
descendié en 45 pacientes (56%), seguido del hierro e IST en 42
pacientes (en ambos, el 52,5%); a continuacion, la ferritina en 38
pacientes (47,5%), la hemoglobina en 32 (40%) y el VCM en 24
(30%). La transferrina aumenté por encima de los valores de

referencia en 7 pacientes (8,3%).

6.2.2 PARAMETROS CLINICOS.

6.2.2.1 Signos/sintomas iniciales.

De todos los signos y sintomas por los que se llegé al
diagnéstico de CCR en los pacientes, previamente a su inclusion en
el estudio, en la mayoria de casos fue por la positividad del SOH,
seguido de la constatacion de anemia en la analitica sanguinea,
aparicion de sangre visible en las heces y ya a mas distancia por

adelgazamiento y sintomas como dolor abdominal (figura 33).
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Aumento CEA

Exploraciones por otras causas
Diarrea

Incontinencia

Estrefiimiento
Tenesmo/meteorismo
Astenia/adelgazamiento
Hemorragia digestiva baja
Anemia

Test SOH positivo

Sintomas iniciales

42,8

40 45

Figura 33. Signos/sintomas clinicos iniciales de sospecha. SOH:
test de sangre oculta en heces.

6.2.2.2 Comorbilidades.
La patologia asociada mas prevalente fue la dislipemia, en 41
pacientes (51,3%), seguida de HTA en 39 (48,8%), DM en 32 (40%)
y obesidad en 29 (36,3%); la IRC, definida por un filtrado glomerular

inferior a 60 mL/minuto, se encontr6 en 12 pacientes (15%), la

cardiopatia isquémica en 6 (7,5%) y la Ell en 2 (2,5%) (Figura 34).
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Comorbilidades

Enfermedad inflamatoria intestinal ] 2,5

Cardiopatia isquémica 5

Insuficienciarenal cronica

Obesidad 363

Dabetes mellitus 40

Hipertension arterial | 48,8

Dislipemia | 51,3

0 10 20 30 40 50 60
%

Figura 34. Comorbilidades presentes en los pacientes.

En cuanto a los tratamientos seguidos por los pacientes,
llevaban terapia farmacoldgica los cardidpatas (todos con dosis
bajas de AAS, el 7,5% sobre el total de pacientes); también llevaban
tratamiento 34 de los dislipémicos (42,5%, de los cuales 32 con
estatinas, es decir, el 40%), 38 de los hipertensos (47,5%) y de los
diabéticos so6lo 10 pacientes llevaban tratamiento con insulina, es
decir, el 12,5%.

6.2.2.3 Habitos toxicos.

Eran fumadores 10 pacientes (12,5%), no fumadores 34
(42,5%) y ex fumadores 36 (45%), de modo que habian fumado
alguna vez en su vida 46 pacientes (57,5%). Dos de los 10

fumadores (3,8%) fumaban mas de 10 cigarrillos diarios.
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En cuanto al alcohol, admitian beber 40 pacientes (50%), de los

cuales 7 (8,8%) bebian mas de 7 unidades semanales.

6.2.2.4 Adherencia a la dieta mediterranea.
La puntuacion media obtenida fue de 8,6 (sobre 14 maximos

totales). Afirmaron buena

adherencia a la dieta mediterranea 41 pacientes (51,3%), siendo
los items mas cumplidos por el total de los 80 pacientes los niumeros
1,6, 7y 13 (85%), seguidos del 2 (81,3%), 5 (73,8%), 14 (71,3%), 11
(62,5%), 4 (60%), 12 (50%), 10 y 3 (cada uno 33,8%), 9 (28,8%) y
por ultimo el 8 (25%) (véase Anexo ll).

6.2.2.5 Variables referidas al tumor.
6.2.2.5.1 Antecedentes familiares de CCR.

Existian antecedentes de CCR en familiares de primer grado en
13 pacientes (16,3%) y de segundo-tercer grado en 11 pacientes
(13,8%). Hubo 6 pacientes (7,5%) con menos de 50 afios y ninguno
de ellos tenia antecedentes en familiares de primer grado, aunque si
de segundo-tercero.

Hubo un caso de sospecha de sindrome de Lynch al cumplir
alguno de los criterios de Bethesda: se traté de una paciente de 48
afios con tumor en sigma mas tumoracibn en ovario, con un
hermano de 50 afios afecto de CCR. Pero este diagnostico fue
descartado por varios motivos: tumor de localizacion en colon distal
y el tumor de ovario no se considero sincrénico, sino una metastasis,
al tener la misma histologia que el coldnico (adenocarcinoma); el

hermano se considera familiar de segundo grado y no presentd IMS
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(sin pérdida de expresion nuclear de MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6);
el KRAS y NRAS eran nativos.

6.2.2.5.2 Tamaio tumoral.

De los 76 pacientes intervenidos, la media del diametro tumoral
mayor fue de 4,2 + 1.9 cm. Este diametro fue inferior a 6 cm en la
mayoria de tumores (en 67, es decir, en el 88,2%) frente al 11,8% de
tumores grandes, mayores de 6 cm, que alcanzé hasta 9 cm en un

paciente. Todos los adenomas tuvieron un diametro >1cm.

6.2.2.5.3 Histologia.

Los tipos histolégicos de los tumores se muestran en la tabla 10.
Del total de adenomas, hubo 1 tubular (1,3%), 1 tabulo-velloso
(1,3%) y 6 vellosos (7,6%). La mitad de los vellosos fueron de alto
grado de displasia. La mayoria de los carcinomas fueron
adenocarcinomas y s6lo 7 de ellos eran de alto grado de la OMS

(8,9%).
El GIST (gastrointestinal stromal tumor segun sus siglas en
inglés), tumor mesenquimatoso perteneciente a la familia de los
sarcomas de tejidos blandos, se presento en un paciente en recto y

ano.
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Tipo histoldgico cancer n %

Adenoma 8 10,1
Adenocarcinoma 66 83,5
Carcinoma mucinoso 2 2,5
Adenocarcinoma/carcinoma mucinoso 1 1,3
Carcinoma mucinoso /Carcinoma de células en anillo 1 1,3
Tumor del estroma (GIST) 1 1,3

Tabla 10. Histologia tumoral del cancer colorrectal; n: nimero de casos.

Excluyendo el tumor GIST, fueron de bajo grado histolégico de

la OMS los tumores de 69 pacientes (87,3%), y de alto grado los 10

restantes (13,9%).

6.2.2.5.4 Estadio tumoral.

Los pacientes fueron clasificados por el sistema TNM, aplicable

sb6lo a los carcinomas, por lo que el tumor GIST no se pudo

clasificar. Los resultados fueron (Tabla 11):
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Estadio n %
0 8 10,1
I 16 20,3
Il 20 25,3
A 18 22,8
B 2 2,5
1l 26 32,9
A 3 3,8
B 13 16,5
C 10 12,6
\Y; 9 11,4
A 8 10,1
B 1 1.3

Tabla 11. Estadificacion TNM de los tumores colorrectales;

n: nimero de casos.

Estos estadios los reagrupamos para el estudio de correlacion

como se indicé anteriormente en las variables cualitativas 0, 1 y 2,

quedando distribuidos los tumores de los pacientes en: localizados
(Estadio 0) = 44 pacientes (55,7%); en progresion (Estadio 1): 26

pacientes (32,9%) e invasivos (Estadio 2): 9 pacientes (11,4%).

6.2.2.5.5 Localizacion.

De los 80 pacientes estudiados, 52 eran tumores de colon (65%)

y 28 de recto (35%); su localizacion se muestra en la siguiente

figura:
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28(35%) 29(36,3%)

® COLON DERECHO
= COLONIZQUIERDO
m RECTO

23(28,7%)

Figura 35. Localizaciéon de los tumores colorrectales.

A 6 pacientes (7,5%) se les diagnosticaron neoplasias sincronicas
al hacer el diagnostico del tumor principal: 3 pacientes en colon
derecho e izquierdo, 1 en colon izquierdo y recto medio, 1 paciente
con ambos tumores en el recto (uno en tercio superior y otro a 5 cm

del ano, en recto inferior) y otro paciente en recto medio y estomago.

6.2.2.5.6 Afectacion peritumoral.

Se encontrd afectacion de bordes de reseccién en 7 pacientes
(9,2%), perineural en 7 (9,2%) e invasion vascular extramural
también en 7 (9,2%), no siempre coincidentes.

6.2.2.5.7 Tipo de cirugia.

En la mayoria de casos se realizé cirugia laparoscopica, siendo
abierta (laparotomia) solo en 10 casos de los 76 pacientes
intervenidos (13,2%). De los 4 pacientes restantes, 1 tenia
tumoracién en sigma y se operé en otro Centro sanitario; los otros 3
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eran canceres de recto que no se operaron tras recibir tratamiento
neoadyuvante con quimiorradioterapia.

Se realizaron las siguientes intervenciones, teniendo en cuenta
gue a algunos pacientes se les realizaron dos tipos de exéresis por
tumores sincrénicos o para mejorar el transito intestinal:

- Reseccion segmentaria derecha: 1 (1,3%).
- Hemicolectomia derecha: 7 (9,2%).
- Hemicolectomia derecha ampliada: 1 (1,3%).
- Colectomia derecha: 17 (22,4%).
- Colectomia derecha ampliada: 8 (10,5%).
- Sigmoidectomia: 15 (19,7%).
- Hemicolectomia izquierda: 2 (2,6%).
- Colectomia total: 2 (2,6%).
- Reseccion endoscopica transanal: 4 (5,3%).
- Reseccidén anterior baja de recto: 21 (27,6%).
- Intervencion de Hartmann: 3 (3,9%).
La intervencién mas practicada fue la reseccién anterior baja de

recto, seguida de la colectomia derecha.

6.2.2.5.8 Tratamiento pre Yy postcirugia (neoadyuvante vy

adyuvante).

Excluyendo un paciente derivado a otro Centro sanitario,
recibieron tratamiento previo un total de 11 pacientes (13,9%): 8
guimioterapia mas radioterapia (10,1%) y 3 solo quimioterapia
(3,8%). En todos los casos se tratd de neoplasias de recto

avanzadas.
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Tras la cirugia, recibieron ciclos de quimioterapia 37 pacientes
(46,8%), a uno de los cuales se le afiadié también radioterapia.

6.2.2.5.9 Lesiones asociadas.

Se encontraron pélipos adenomatosos coexistentes con el tumor
en 36 pacientes (45,6%), de los cuales 20 tenian componente
velloso (55,5%), siendo de alto grado 8 de ellos (22,2%), lo que les
confiere caracteristicas de adenomas avanzados. Aunque en la
mayoria de casos los pélipos eran pediculados, en algunos
pacientes eran de base ancha (sésil), como se muestra en la figura
36, correspondientes a diferentes pacientes del estudio.

Figura 36. Endoscopia digestiva baja. Polipos adenomatosos de
base ancha, abarcando gran parte de la luz del colon. A y B:
Adenomas tubulares; C y D: Adenomas vellosos.
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En 15 pacientes (19,0%) se asocio diverticulosis, presente en
colon sigmoideo en todos los casos y fue multiple, afectando a todo

el colon, en 6 de ellos (7,6%).

6.2.2.5.10 Estudio de IMS, KRAS, NRAS, BRAF y Kit.

Se estudio en todos los pacientes con antecedentes familiares
de CCR (24) la pérdida de expresion nuclear de los genes
reparadores de errores de la replicacion del ADN (IMS): MLH1,
PMS2, MSH2, MSH6, encontrando pérdida de expresion de PMS2
en dos pacientes y de MLH1 en uno (total en 3 pacientes, el 12.5%).

En los 9 pacientes que se hallaban en estadio IV tumoral, con la
finalidad de establecer terapia con farmacos anti-EGFR, se solicito el
estudio de los genes RAS y BRAF, encontrando 4 KRAS mutados
(mutacion en el codon 12 o 13), mientras que todos los NRAS y
BRAF fueron nativos.

También se estudié en el tumor GIST la mutaciéon del gen Kit,
localizado en el cromosoma 4912, proto-oncogén que codifica para
el receptor del Stem cell factor o CD117, determinacion indicada en
las guias del European Group on Tumor Markers (Duffy et al., 2014).

Se encontré una mutacion en el exén 11 en este paciente.

6.2.2.5.11 Evolucién post-tratamiento.
- Aparicion de 17 complicaciones postoperatorias (22,4%):
* Inmediatas, 11 (14,5%): 3 ileos (3,9%), 3 hemorragias
(3,9%), 3 dehiscencias de sutura (3,9%), 1 evisceracion (1,3%) y 1
lesion de vasos mesentéricos con hemoperitoneo (1,3%),
* Tardias, 6 (7,9%): 3 oclusiones (3,9%), 2 eventraciones

y 1 estenosis de la anastomosis (1,3%).
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- Necesidad de reintervencién: en 8 casos (10,5%).

- Recidivas en 5 pacientes (6,3%).

- Aparicion de metastasis en 10 pacientes (12,7%): 6 en higado
(7,6%), 4 en peritoneo (5%) o carcinomatosis peritoneal y uno de
estos ultimos present6 también una tumoracion cerebral (1,3%).

- Exitus. Se produjeron 5 (6,3%) en el tiempo total del estudio:

= Precoces: 3 pacientes; dos fallecieron al mes del
control preoperatorio, que no habian sido intervenidos (recibieron
tratamiento neoadyuvante) y otro al mes de la cirugia (a los 2 meses
del control basal preoperatorio).

» Tardias: 2 pacientes, al afio del control basal (uno de

los cuales tampoco habia sido intervenido).

6.2.3 COMPARACION ADENOMAS/CARCINOMAS.
Se compardé en los pacientes el comportamiento de los

marcadores de EO en los adenomas y los carcinomas:
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Figura 37. Comparacién de medias de marcadores de estrés oxidativo
entre adenomas y carcinomas. En suero = A: Catalasa; B: Glutation reducido; C:
GSSG: Glutation oxidado; D: Relacion GSSG/GSH. En orina = E: 8-0x0-7,8-
dihidro-2'-deoxiguanosina; F: F2-Isoprostanos.

Se encontraron diferencias significativas en los resultados de
EO entre los adenomas y los carcinomas en CAT, GSH y F2-

Isoprostanos.

Se realiz6 un ANOVA de un factor introduciendo los resultados
del grupo de controles para compararlo con los de los adenomas y

carcinomas (Figura 38):
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Figura 38. Diferencias de medias de los marcadores de estrés oxidativo
entre controles y dos grupos de pacientes segun el tipo de tumor (adenoma
y carcinoma). En suero = A: Catalasa; B: Glutation reducido; C: GSSG: Glutation
oxidado; D: Relacion GSSG/GSH. En orina = E:8-0x0-7,8-dihidro-2'-
deoxiguanosina; F: F2-lsoprostanos. Las diferencias estadisticas entre los tres
grupos se indican con la p del margen superior y entre cada uno de ellos con
letras, de tal forma que las medias con las mismas letras no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05).
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En todos los casos existen diferencias significativas entre los
tres grupos (p<0,001); también entre controles y adenomas, excepto
en el caso de la CAT, y entre adenomas y carcinomas (excepto para
GSSG, GSSG/GSH y 8-0x0dG).

6.24 COMPARACION DEL TUMOR GIST CON ADENOMAS/
CARCINOMAS.

Se ha querido estudiar y comparar el comportamiento del tumor
GIST respecto a los tumores carcinomatosos. Revisada la historia
clinica del paciente, no present6 antecedentes de CCR, ni DM, pero
si HTA e historia de cardiopatia isquémica, por lo que llevaba
tratamiento cronico con AAS a dosis bajas. Era exfumador, tomaba
alcohol y no presenté adherencia a la dieta mediterranea.

El tumor era de localizacién rectal, de diametro mayor inferior a
6 cm y no presentd complicaciones ni recidivas posteriores tras el
tratamiento neoadyuvante.

Por lo que se refiere a los niveles de los MT y de EO
comparados con los restantes tumores de los pacientes, los

resultados se muestran en la siguiente tabla:
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Marcador (Unidades) Tumor GIST Adenomas/Carcinomas p
(n=1) (n=79) valor
CEA suero (ng/mL) 2,00 7,59+11,1 0,618
CA 19.9 suero (Ul/mL) 2,50 23,3+30,5 0,502
CAT suero (mU/mL) 163,7 149,1+54,5 0,760
GSH suero (umol/mL) 3,77 2,39+0,68 0,058
GSSG suero (pmol/mL) 0,50 1,11+0,47 0,207
GSSG/GSH suero (%) 13,3 51,7+31,3 0,235
?r;ronxo?/?nGm(())rIIZ?eatinina) 6,98 13,0+4,80 0,230
F2-1s0Ps orina 42,2 109,1+51,5 <0,001

(pg/mg creatinina)

Tabla 12. Comparacion de resultados de marcadores tumorales y de estrés
oxidativo entre el tumor GIST y el resto de adenomas y carcinomas. CAT:
Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-0x0-7,8-
dihidro-2'-deoxiguanosina. F2-IsoPs: F2-lsoprosanos. Datos expresados como
media £ desviacion estandar; n: nimero de casos.

Existen diferencias significativas con el resto de tumores sélo en

el caso de los F2-Isoprostanos.

6.2.5 CORRELACION DE LA HEMOGLOBINA.

Se ha estudiado la correlacion de la hemoglobina con otros
marcadores y variables aplicando el coeficiente de correlacion de
Pearson en las variables paramétricas y el de Spearman en las no

paramétricas.

6.2.5.1 Con marcadores de inflamacion (Figura 39):
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Figura 39. Correlacion de la hemoglobina con marcadores de inflamacién.

A: IL-6; B: PCR; C: leucocitos; D: neutréfilos; E: indice neutréfilo/linfocito; F:
plaquetas; G: fibrin6geno; r: coeficiente de correlacién; p: significacion.
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Se observa correlacion negativa de la hemoglobina, de débil a
moderada, con todos los marcadores de inflamacion, excepto con

leucocitos y PCR.

6.2.5.2 Con localizacién del tumor.
Para relacionar la anemia con localizacion tumoral se utilizo la
variable categérica hemoglobina baja (por debajo del valor de
referencia segun sexo) y se realizo el test de x? se obtuvieron los

siguientes resultados:

25

20

B Colon derecho
B Colon izquierdo

B Recto

ANEMIA NO ANEMIA

Figura 40. Frecuencia de anemia segun la localizacion
tumoral; *p<0,05, indica asociacion entre anemia y localizacion
tumoral cuando se compara colon derecho con colon izquierdo y
recto.

Al relacionar la presencia de anemia con localizacién del tumor,
se observd asociacién al comparar los tumores de colon derecho
con los localizados en colon izquierdo (p=0,010) y recto (p=0,011);

en cambio, no se observo entre colon izquierdo y recto (p=0,843).
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6.2.6 CORRELACION DE MARCADORES DE INFLAMACION
CON MARCADORES TUMORALES.

Se han estudiado correlaciones de los marcadores inflamatorios
con los tumorales aplicando el coeficiente de correlacion de Pearson
en las variables de distribucion paramétrica y el de Spearman en las
no paramétricas (Tabla 13):

PCR IL-6 Leucocitos Neutrofilos N/L Plaquetas Fibrin6geno
Marcador (mg/mL)  (pg/mL) (x10¥/mm?) (%) () (x10%mm3) (mgldL)

CEA (ng/mL)

r 0.138 0.356 0.080 0.103 0.203  0.082 0.196

D 0.106 <0,001 0.348 0.231 0,017 0.342 0.021
CA 19.9 (Ul/mL)

r 0,008 0,085 0,064 0,138 0,191 0,168 0,299

p 0,928 0,319 0,453 0,107 0,025 0,049 <0,001

Tabla 13. Correlacién entre marcadores tumorales y marcadores de
inflamacion sistémica. N/L: indice neutréfilo/linfocito.

La correlaciéon entre ambos tipos de marcadores oscil6 entre débil
y moderada, destacando IL-6 con CEA; e indice N/L, plaguetas y
fibrinbgeno con CA 19.9.

6.2.7 ASOCIACIONES DE LA DIETA MEDITERRANEA.
Para ello se ha aplicado el test x* de Pearson y el test de
Student.
6.2.7.1 Con las comorbilidades.
No se encontré asociacion con ninguna de las comorbilidades

gue presentaban los pacientes:
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Variable Adherencia No adherencia r p
(%) (%) valor

Obesidad 0,087 0,439

No (n=52) 51,9 48,1

Si (n=28) 60,7 35,7

Hipertension arterial 0,001 0,996

No (n=41) 48,8 51,2

Si (n=39) 48,7 51,3

Dislipermia -0,001 0,996

No (n=39) 48,7 51,3

Si (n=41) 48,8 51,2

Diabetes 0,057 0,610

No (n=48) 51,0 49,0

Si (n=32) 45,2 54,8

Cardiopatia isquémica -0,004 0,974

No (n=74) 50,0 50,0

Si (n=6) 50,0 50,0

Insuficiencia renal 0.060 0.600

No (n=68) 50,0 50,0

Si (n=12) 41,7 58,3

Enfermedad inflamatoria intestinal 0,156 0,162

No (n=78) 54,5 35,1

Si (n=2) 50,0 50,0

Tabla 14. Asociacion de la adherencia a la dieta mediterranea con las
comorbilidades de los pacientes; r. coeficiente de correlacion; p:
significacién.

6.2.7.2 Con estadio tumoral.

Tampoco se observo asociacion de la adherencia a la dieta

mediterranea con estadio tumoral:

Variable Estadio 0 Estadio 1l Estadio 2 r p
(%) (%) (%) valor

Dieta mediterranea 0,107 0,220

No adherencia (n=39) 47,4 36,8 15,8

Adherencia (n=41) 61,0 34,1 4,9

Tabla 15. Asociacion de la adherencia a la dieta mediterranea con estadio
tumoral; r: coeficiente de correlacion; p: significacion.

234



Resultados

6.2.7.3 Con factores relacionados con el tumor.

Se encontr6 asociacion entre

la adherencia a

la dieta

mediterranea y el grado histologico del tumor, asi como con la

coexistencia de adenomas en los pacientes:

Variable No adherencia Adherencia r p
(%) (%) valor

Didmetro mayor tumor 0,079 0,923
<6 (=67) 47.8 52,2

>6 (n=9) 44.4 55,5

Grado histoldgico OMS -0,243 0,031
Bajo (n=69) 43,5 56,5

Alto (n=10) 80,0 20,0

Coexistencia adenomas -0,238 0,034
No (n=44) 37,2 62,8

Si (n=36) 61,1 38,9

Diverticulosis 0,143 0,203
No (n=65) 51,6 48,4

Si (n=15) 33,3 66,7

Metastasis post-tratamiento -0,025 0,825
No (n=69) 46,3 53,7

Si (n=10) 50,0 50,0

Localizacion tumor -0,163 0,137
Colon derecho (n=29) 34,5 65,5

Colon izquierdo (n=23) 60,9 39,1

Recto (n=28) 53,6 46,4

Tumores sincrénicos -0,007 0,949
No (n=74) 48,6 51,4

Si (n=6) 50,0 50,0

Complicaciones 0,127 0,270
No (n=61) 49,2 50,8

Si (n=15) 33,3 66,7

Recidiva tumoral -0,011 0,926
No (n=74) 46,7 53.3

Si (n=2) 50,0 50,0

Tabla 16. Asociacién de la adherencia a la dieta mediterranea con los
factores relacionados con el tumor; r: coeficiente de correlacion; p: significacion.
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6.2.7.4 Con marcadores tumorales.
No se observaron diferencias significativas en las medias de los
resultados de los marcadores tumorales segun la adherencia a la

dieta mediterranea:

Variable (Unidades) No adherencia  Adherencia p
(n=39) (n=41) valor

CEA (ng/mL) 7,90+£10,2 7,13+11,8 0,757

CA 19.9 (Ul/mL) 24,6+30,3 20,8+30,2 0,227

Tabla 17. Comparacion de los marcadores tumorales segln
adherencia de los pacientes a la dieta mediterranea. Resultados
expresados como media + desviacién estandar; n: nimero de casos;
p: significacion.

6.2.7.5 Con marcadores bioquimicos.
Solo se observaron diferencias significativas en los resultados
bioquimicos segun la adherencia a la dieta mediterranea en el caso

del colesterol HDL:

Variable (Unidades) No adherencia Adherencia p

(n=39) (n=41) valor
Glucosa (mg/dL) 116,3+40,6 116,9+30,2 0,943
Colesterol total (mg/dL) 181,3+£36,0 179,6+42,2 0,850
Colesterol HDL (mg/dL) 40,8+9,77 45,5+11,4 0,048
Colesterol LDL (mg/dL) 115,7+33,6 115,3+36,2 0,762
Triglicéridos (mg/dL) 109 (83,0;150,0) 106,0(81,5;1133,5) 0,185
Acido drico (mg/dL) 5,1+1,8 5,5+1,6 0,282
Albimina (g/dL) 4,240,3 4,2+0,6 0,505

Tabla 18. Comparacién de los marcadores bioquimicos segun adherencia
de los pacientes a la dieta mediterranea. Resultados expresados como
media £ desviacion estdndar; n: nimero de casos; p: significacion.
6.2.7.6 Con marcadores de inflamacion y de anemia.

Tampoco se encontraron diferencias significativas en las medias

de estos marcadores (tablas 19 y 20):
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Marcador (Unidades) No adherencia Adherencia p
(n=39) (n =41) valor

IL-6 (pg/mL) 16,9+20,9 22,3+30,9 0,372
PCR (mg/L) 9,248,1 12,7+32,1 0,510
Leucocitos (x10%/mm?®) 7,8+1,9 7,717 0,881
Neutroéfilos (%) 63,618,2 62,3+8,7 0,500
N/L (-) 2,6x1,1 2,821 0,632
Plaquetas (x10°/mm?®) 260,4+63,7 247,0+82,9 0,423
Fibrinbgeno (mg/dL) 489,9+107,9 478,0+96,5 0,605

Tabla 19. Comparacion de los marcadores inflamatorios segun adherencia de
los pacientes a la dieta mediterranea. PCR: proteina C reactiva; N/L: indice
neutrofilo/linfocito. Resultados expresados como media + desviacion estandar; n:
numero de casos; p: significacion.

Marcador (Unidades) No adherencia Adherencia p
(n=39) (n=41) valor
Hemoglobina (g/dL) 12,4+1,9 12,1+1,8 0,421
Hematocrito (%) 38,345,2 37,1+4,9 0,319
VCM (fL) 83,0+8,5 83,8 +8,4 0,705
Hierro (ug/dL) 53,7+37,3 61,2+41,4 0,414
Ferritina (ug/L) 67,1+188,1 67,9+88,7 0,981
Transferrina (mg/dL) 293,8+50,2 288,6+52,9 0,655
IST (%) 1524115 17.1+10.8 0.444

Tabla 20. Comparacién de los marcadores de anemia segun adherencia

de los pacientes a

la dieta mediterrdnea. VCM: volumen corpuscular

medio; IST: indice de saturacion de la transferrina. Resultados expresados
como mediatdesviacion estandar; n: nimero de casos; p: significacion.

6.2.8 RELACION DEL ESTRES OXIDATIVO CON DISTINTOS
FACTORES CLINICOS DE LOS PACIENTES.
Al comparar las medias de los marcadores de EO en suero y
orina de pacientes con CCR con el test de Student, se han
encontrado los siguientes resultados:
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6.2.8.1 Con las comorbilidades y factores de riesgo.

Se ha estudiado la influencia en los marcadores de EO de las
variables senectud (edad>65 afios), obesidad (IMC = 30 Kg/m?),
dislipemia, DM, HTA, IRC, cardiopatia isquémica, Ell y los habitos
tabaco y alcohol (Tabla 21):

Parametro CAT? GSH? GSSG* GSSG/GSH? 8-oxodG" F2-1soPs”
(mU/mL) (pumol/mL) (umol/mL) (%) (nmol/mmol crea) (pg/mg crea)
Edad (afios)
<65 (n=33) 150,04¢55,9  2,29+0,65 1,07+0,45  51,6+29,1 12,7+4,98 110,5+55,6
>65 (n=47) 149,2+53,6 2,49+0,73  1,12+0,48 51,1+33,2 12,9+4,66 109,5+56,7
p valor 0,969 0,197 0,648 0,945 0,903 0,707
IMC (Kg/m?)
<30 (n=52) 148,74¢57,7 2,45+0,72 1,13+0,48  51,3#31,1 12,2+4,61 110,3+56,4
>30 (n=28) 152,3+48,3 2,34+0,65 1,06+0,46 51,4+32,3 13,9+4,93 108,5+56,2
p valor 0,777 0,523 0,580 0,991 0,139 0,638
Dislipemia
No (n=39) 144,1+¢50,7 2,39+0,62 1,16+0,54  53,8+35,0 13,1+5,07 109,8+57,9
Si (n=41) 154,5+57,5 2,43+0,77 1,05+0,38  48,9+27,7 12,5+4,49 109,5+54,8
p valor 0,424 0,835 0,336 0,493 0,610 0,918
Diabetes
No (n=48) 147,3t51,4 2,40£0,69 1,05:0,43  48,2+27,7 12,4+4,48  107,7+16,6
Si (n=32) 153,0£58,7 2,42+0,72  1,18+0,52 56,0+36,2 13,445,16 112,6+£15,6
p valor 0,612 0,132 0,223 0,310 0,330 0,190
Hipertension arterial
No (n=41) 146,1+53,5 2,26+0,59  1,09+0,50 52,8+31,9 19,9+4,70 111,6+54,5
Si (n=39) 153,4+55,4  2,57+0,77  1,12+0,44 49,7+31,1 12,7+4,89 107,6+57,9
p valor 0,570 0,044 0,825 0,665 0,801 0,280
Insuficiencia renal cronica
No (n=68) 150,6+55,0 2,39+0,67 1,08+0,45 49,9+28,6 12,8+4,85 109,3+56,2
Si (n=12) 147,2451,8 2,54+0,87 1,23+0,52 59,5+44,8 13,1+4,41 111,6+57,3
p valor 0,852 0,472 0,324 0,484 0,814 0,664
Cardiopatia Isquémica
No (n=74) 145,0£51,0 2,35+0,65 1,10+0,47 52,0+31,1 12,9+4,86 110,04£55,9
Si (n=6) 203,0+68,4 3,14+0,95 1,09+0,48 42,9+36,3 12,1+2,57 105,7+62,0
p valor 0,011 0,007 0,956 0,497 0,713 0,544
Enfermedad inflamatoria intestinal
No (n=78) 150,0+£54,0 2,42+0,70 1,09+0,46 50,5+30,7 12,7+4,65 109,4+56,2
Si (n=2) 110,2¢60,8  2,09+0,28  1,66+0,87  83,0+52,5 15,5¢10,5  118,858,4
p valor 0,301 0,508 0,092 0,150 0,430 0,425
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Fumador

No (n=34) 140,3+54,1  2,45%0,71 1,18+0,54 56,2+36,7 12,9+492 108,3+57,9
Si (n=46) 157,1+53,7 2,38+0,69  1,03+0,40 47,7+26,6 12,8+4,69 110,72+54,5
p valor 0,162 0,694 0,125 0,238 0,923 0,517
Ingesta de alcohol

No (n=38) 147,6+52,5 2,47+0,72  1,16%0,50 53,5+34,0 13,1+4,94 108,8+56,1
Si (n=40) 150,8+56,9 2,33+x0,65 1,06+0,44 50,2+29,5 12,5+4,74 110,4+57,3
p valor 0,848 0,370 0,323 0,657 0,572 0,673

Tabla 21. Diferencias de medias de estrés oxidativo en suero (a) y orina (b)
entre pacientes con distintas variables clinicas y comorbilidades. IMC: indice
de masa corporal; CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG: Glutatién
oxidado;  8-oxodG:  8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina.;  F2-IsoPs:  F2-
Isoprostanos. Datos expresados como media + desviacion estandar; n: nUmero de
casos; p: significacion.

Se encontraron diferencias significativas en la media de CAT y
GSH entre los pacientes con y sin cardiopatia isquémica y en GSH
en pacientes con HTA respecto a los que no presentaban esta

enfermedad.

6.2.8.2 Con factores con potencial preventivo de CCR.

Del mismo modo se han comparado las medias de los
marcadores de EO, tanto en suero como en orina en dos grupos de
pacientes, segun presentaran o no adherencia a la dieta
mediterrdnea o llevaran tratamiento farmacolégico de sus
comorbilidades como HTA, dislipemia, cardiopatia isquémica (con
toma regular de AAS) y DM, distinguiendo entre insulina y diabéticos
orales (Tabla 22):
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CAT® GSH? GSSG* GSSG/GSH? 8-ox0dG" F2-IsoPs®

Parametro (mU/mL)  (umol/mL) (pumol/mL) (%) (nmol/mmol crea) (pg/mg crea)

Tratamiento Hipertension

No (n=42) 147,5+52,4  2,30+0,61 1,05+0,47 49,9429 2 12,9+4,64 110,8+54,3
Si (n=38) 152,4456,7 2,54+0,77 1,16%0,47  52,9+33,9 12,8+4,95 108,5+58,4
p valor 0,634 0,129 0,318 0,669 0,921 0,503

Tratamiento Diabetes

Insulina (n=10) 135,6+55,2  2,14+0,71  1,36+0,66 72,2459 13,3+5,91 111,0+59,4

ADO (n=22) 164,0+61,4 2,54+0,73 1,11+0,41 48,7+27,6 13,845,12 112,7+55,2
p valor 0.267 0.202 0.227 0.101 0.836 0.8

Tratamiento Dislipemia

No (n=46) 142,8+53,2  2,39+0,64 1,15+0,52 53,7+34,0 12,9+4,93 93.8+54,5

Si (n=34) 159,0+¢54,9  2,44+0,77 1,04+0,38 48,1+27,6 12,7+4,60 92.3+53,2

p valor 0.168 0.757 0.284 0.437 0.586 0.629

Toma crénica de AAS

No (n=73) 145,7#51,2  2,34+0,64 1,11+0,47 52,4+31,2 13,0+4,83 110,0+56,0
Si (n=6) 203,0£68,4 3,14+0,95 1,09+0,48 42,9+36,3 12,1+3,57 105,7+62,0
p valor 0,012 0,006 0,937 0.481 0.679 0,547

Dieta mediterranea

No (n=39) 14554542 2,300,609 1,18+0,52  51,3%28,6 13,9+4,83  111,8455,6
Si (n=41) 153,7454,6 2,51+0,70 1,03+0,41 41,0448 11,844,551  107,6+56,7
p valor 0,517 0,186 0,139 0,098 0,043 0,253

Tabla 22. Diferencias de medias de estrés oxidativo en suero (a) y orina (b) entre
pacientes con distintos factores potencialmente protectores. ADO: antidiabéticos
orales; AAS: A&cido acetil-salicilico. CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG:
Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-
Isoprostanos. Datos expresados como media + desviacion estandar; n: nUmero de casos; p:
significacion.

La toma cronica de bajas dosis de AAS esta relacionada con
diferencias en los niveles de CAT y GSH con respecto a los que no
la toman. En los pacientes con adherencia a la dieta mediterranea se

observaron diferencias en la 8-oxodG.
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6.2.8.3

Con factores relacionados con el tumor.

También se han estudiado las diferencias en los resultados de

todos los marcadores de EO segun factores relacionados con el

tumor:
Parimetro CAT® GSH? GSSG*  GSSG/GSH? 8-ox0dG” F2-IsoPs”
(mU/mL) (umol/mL) (umol/mL) (%) (nmol/mmol crea) (pg/mg crea)
Antecedentes de CCR
No (n=56) 154,2+¢57,2  2,45+0,73  1,13%0,45  51,6+29,1 12,7+4,60 109,1+57,4
Si (n=24) 141,0+45,3 2,36+0,64 0,99+0,32 45,2+21,1 12,6+5,09 109,4+53,3
p valor 0,349 0,620 0,223 0,244 0,917 0,943
Grado histol6gico OMS
Bajo (=69) 152,3#51,3  2,46+0,70  1,06+0,43  48,2429,8 12,2+4,54 108,8+55,9
Alto (=10) 115,6+39,8 2,12+0,63 1,43+0,60 72,7+36,6 16,9+4,70 114,3+59,3
p valor 0,072 0,152 0,086 0,021 0,003 0,341
Diametro mayor tumoral
<6 (=67) 155,1+54,3 2,40+0,69 1,05+0,45 48,9+29,9 12,6+4,61 108,9+56,7
>6 (n=9) 121,0+#48,3  2,47+0,76  1,33%0,50  62,4+40,3 12,4+4,74 101,2+55,4
p valor 0,072 0,787 0,092 0,230 0,919 0,580
Tratamiento pre-cirugia
No (n=68) 149,6+57,2 2,39+0,66 1,08+0,48 50,3+31,3 12,7+5,05 108,9+57,3
Si (n=11) 150,3+39,6 2,54+0,96 1,31+0,40 60,1+34,2 13,5+2,91 100,3+59,2
p valor 0,970 0,614 0,129 0345 0,597 0,340
Tratamiento post-cirugia
No (n=39) 161,5+53,1 2,61+0,76 1,04+0,46  46,1+32,3 12,0+4,35 105,9+18,3
Si (n=37) 137,8+48,4  2,19+0,56 1,14+0,46  55,7+29,0 13,1+4,92 112,5+13,0
p valor 0,040 0,008 0,369 0,182 0,327 0,076
Localizacion en colon
Dere_cho 149,0+52,8  2,52+0,76 1,06+0,48  48,6%33,1 11,6+4,20 110,4+57,8
'(i(lul'g)rdo 143,3t554  2,13+0,48  1,09:+0,50 54,4+30,9  145+7,76 111,057,
p valor 0,682 0,039 0,812 0,519 0,044 0,336
Complicaciones
No (n=61) 153,3+54,4  2,44+0,72 1,08+0,47 50,0+31,9 13,0+4,86 108,6+16,9
Si (n=15) 141,6+48,4  2,23+0,53 1,12+0,40  53,8+27,3 10,8+3,07 110,7+13.7
p valor 0,471 0,222 0,760 0,667 0,108 0,663
Recidiva tumoral
No (n=74) 151,3+53,1  2,43+0,71 1,08+0,44  49,7+30,2 12,5+4,63 109,1+56,1
Si (n=2) 155,4+82,7  1,82+0,99 1,42+0,92  79,5+54,9 14,5+3,38 109,8+65,8
p valor 0,928 0,002 0,298 0,178 0,554 0,983
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Diverticulosis

No (n=65) 150,8+#55,4  2,36+0,69 1,12+0,48 52,3+#31,1 12,8+4,74 101,7+59,0
Si (n=15) 149,0+52,5 2,53+0,77 1,04+0,46 47,9+34,2 12,5+5,06 111,4+55,3
p valor 0,935 0,447 0,566 0,633 0,814 0,040
Metastasis post-cirugia

No (n=69) 154,4+52,2 2,45+0,70 1,04+0,41 42,4+27,5 12,2+4,17 106,9+56,1
Si (n=10) 131,9+458,3 2,21+0,77 1,44+0,61 65,2+42,5 15,1+6,54 123,2+67,0
p valor 0,200 0,326 0,072 0,086 0,199 <0,001

Tumores sincrénicos

No (n=74) 147,6+54,3  3,08+0,68 1,12+0,48 53,0+31,9 13,0+4,87 110,1+56,4
Si (n:6) 184,1+43,4 2,36+0,67 0,87+0,18 30,2+10,9 10,9+2,75 104,5+54,7
p valor 0,104 0,013 0,213 0,087 0,302 0,415
Adenomas sincrénicos

No (n=44) 146,3+55,2 2,44%0,66 1,06+0,44 47,3+27,6 12,6+4,72 110,1+55,5
Si (n:36) 154,9+54,0 2,36%0,75 1,16£,050 56,4+35,5 12,9+4,90 108,9+60,6
P valor 0,488 0,591 0,357 0,201 0,848 0,754

Tabla 23. Diferencias de medias de estrés oxidativo en suero (a) y orina (b)
en pacientes segun factores relacionados con el tumor. CCR: céncer
colorrectal; CAT: Catalasa; GSH: Glutatién reducido; GSSG: Glutatién oxidado; 8-
oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-lsoprostanos. Datos
expresados como media + desviacién estandar; n: numero de casos; p:
significacion.

Por lo que respecta a los factores relacionados con el tumor,
se encontraron diferencias significativas segun el grado histolégico
del tumor (con indice GSSG/GSH y 8-oxodG), tratamiento
postcirugia (con CAT y GSH), localizacion en colon derecho o
izquierdo (GSH y 8-oxodG), aparicion de recidivas postcirugia y
tumores sincrénicos con GSH y coexistencia de diverticulosis y

aparicion de metéstasis postcirugia con F2-lIsoprostanos.

6.2.8.4 Con localizacion derechal/izquierda de colon.
También se han comparado los valores del EO segun la

localizacion del tumor en colon con el test de Student:
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Marcador (Unidades) Colon derecho  Colon izquierdo vaFI)or
(n=29) (n=23)
CAT suero (mU/mL) 149,0+£52,8 143,2+55,4 0,682
GSH suero (umol/mL) 2,52+0,76 2,13+0,48 0,039
GSSG suero (umol/mL) 1,06+0,48 1,09+0,50 0,812
GSSG/GSH suero (%) 48,6+33,1 54,4+30,9 0,519
8-0x0dG orina (nmol/mmaol creatinina) 11,6%4,20 14,5+7,76 0,044
F2-IsoPs orina (pg/mg creatinina) 110,4+57,8 111,0+£57,4 0,336

Tabla 24. Diferencias de medias de estrés oxidativo en los pacientes seguln
localizacion del tumor. CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG:
Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-
Isoprostanos. Datos expresados como media *+ desviacion estandar; n: numero de
casos; p: significacion.

Dado que las diferencias de medias entre ambos lados de
colon fueron significativas en el caso de GSH y 8 oxo-dG, se han
realizado también estudios de correlacién de Pearson y Spearman
en las variables con distribucibn paramétrica y no paramétrica,

respectivamente (tabla 25):

Marcador (Unidades) Colon derechol/izquierdo
r p valor
CAT suero (mU/mL) -0,058 0,682
GSH suero (umol/mL) -0,287 0,039
GSSG suero (umol/mL) 0,034 0,813
GSSG/GSH suero (%) 0,224 0,110
8-0x0dG orina (nmol/mmaol creatinina) 0,280 0,044
F2-IsoPs orina (pg/mg creatinina) 0,183 0,194

Tabla 25. Correlacion de los marcadores de estrés oxidativo segun
localizacion tumoral en lado derecho/izquierdo de colon. CAT: Catalasa; GSH:
Glutation reducido; GSSG: Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-lIsoprostanos. Datos expresados como media +
desviacion estandar; n: numero de casos; r: coeficiente de correlacién; p:
significacion.
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De igual modo correlacionan los mismos marcadores con lado
derechol/izquierdo de colon, aunque de forma moderada.

También se ha querido estudiar la asociacién entre tamafio
tumoral superior a 6 cm y estadio con la localizacion derecha o

izquierda en colon con el test de x? (tabla 26):

Variable Lado derecho  Lado izquierdo r p
(%) (%) valor

Diametro mayor del tumor -0,002 0,987
<6 cm (=45) 57,8 42,2

>6 cm (n=7) 57,1 42,9

Estadio tumoral 0,087 0,538
0 (n=31) 61,3 38,7

1 (n=16) 43,8 56,2

2 (n=5) 60,0 40,0

Tabla 26. Asociacién con didmetro tumoral y estadio segln localizaciéon del
tumor en lado derechol/izquierdo de colon; r: coeficiente de correlacién; p:
significacién.

No se observa ninguna asociacion entre ambos parametros y

localizacion derecha o izquierda en colon.

6.2.9 CORRELACION DE LOS MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO CON OTROS MARCADORES.

6.2.9.1 Con marcadores tumorales.

Se ha estudiado la correlacion de todos los marcadores de EO
con CEA y CA 19.9, aplicando el coeficiente de correlacién de
Pearson en las variables que presentaban una distribucion
paramétrica y el de Spearman en las no paramétricas (figuras 41 y

42).
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Figura 41. Correlacion entre marcadores de estrés oxidativo y CEA. En suero
= A: CAT (Catalasa); B: GSH (Glutatién reducido); C: GSSG (Glutatién oxidado);
D: Relacion GSSG/GSH. En orina = E: 8-oxodG (8-ox0-7,8-dihidro 2'-deoxi-
guanosina); F: F2-Isoprostanos; r: coeficiente de correlacion; p: significacion.
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Figura 42. Correlacion entre marcadores de estrés oxidativo y CA
19.9. En suero = A: CAT (Catalasa); B: GSH (Glutatién reducido); C:
GSSG (Glutation oxidado); D: Relacion GSSG/GSH; En orina = E: 8-
oxodG (8-oxo-7,8-dihidro 2'- deoxiguanosina); F: F2-Isoprostanos; r:
coeficiente de correlacion; p: significacion.
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El andlisis mostr6 que tanto CEA como CA 19.9
correlacionaron positivamente con GSSG, relacion GSSG/GSH, 8-
oxodG y F2-Isoprostanos y negativamente con CAT y GSH. No
obstante, la correlacion fue moderada-baja, con coeficientes de

correlacion inferiores a 0,500 en todos los casos.

6.2.9.2 Con marcadores de inflamacion.
Se ha estudiado como correlacionan los marcadores de EO con

los de inflamacion que han presentado significacion (tabla 27):

Parémetro CAT? GSH? GSSG* GSSG/GSH? 8-0x0dG" F2-IsoPs”
(mU/mL)  (umol/mL) (umol/mL) (%) (nmol/mmol crea) (pg/mg crea)
PCR (mg/L)
r -0,137 -0,092 0,026 0,041 0,450 0,013
p valor 0,106 0,280 0,759 0,628 0,598 0,877
IL-6 (pg/mL)
r -0,237 -0,328 0,419 0,385 0,366 0,367
p valor 0,005 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Leucocitos (x10mm?®)

r -0,237 -0,110 0,186 0,173 0,193 0,260
p valor 0,005 0,196 0,027 0,041 0,022 0,002
Neutrofilos (%)

r -0,232 -0,318 0,362 0,330 0,332 0,356
p valor 0,006 <0,001 <0,001 0,262 <0,001 <0,001
NIL ()

r -0,187 -0,175 0,232 0,181 0,246 0,268
p valor 0,027 0,039 <0,001 <0,001 0,003 0,001
Plaquetas (x10°/mm®)

r -0,256 -0,300 0,240 0,240 0,302 0,294
p valor 0,002 <0,001 0,033 0,033 <0,001 <0,001
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Fibrinbgeno (mg/dL)
r -0,471 -0,462 0,521 0,521 0,522 0,535
p valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Tabla 27. Correlacion de marcadores de estrés oxidativo en suero (a) y
orina (b) con marcadores inflamatorios sistémicos. PCR: proteina C reactiva;
IL-6: interleuquina-6; N/L: indice neutrdfilo/linfocito. CAT: Catalasa; GSH: Glutation
reducido; GSSG: Glutatién oxidado; 8-oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina;
F2-IsoPs: F2-Isoprostanos; r: coeficiente de correlacion; p: significacion.

El fibrindgeno, las plaquetas, el indice N/L y la IL-6 fueron los
marcadores que correlacionaron con todos los de EO, seguidos de
los neutrofilos y leucocitos. En cambio, la PCR no correlacion6 con
ningun marcador de EO.

La CAT y GSH correlacionaron negativamente con IL-6,
neutrdfilos, plaquetas y fibrindgeno (y con leucocitos sélo la CAT). La
GSSG, relacion GSSG/GSH, 8-oxodG y F2-Isoprostanos
correlacionaron positivamente con IL-6, plaquetas y fibrindgeno;
también correlacionaron con leucocitos y neutrofilos (exceptuando la
relacion GSSG/GSH).

6.2.9.3 Con marcadores de anemia.
También se han correlacionado los marcadores de EO con los
de anemia que resultaron con diferencias significativas al comparar

los grupos de controles y pacientes (Tabla 28):
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Parametro CAT? GSH? GSSG* GSSG/GSH? 8-oxodG’ F2-soPs”
(mU/mL)  (umol/mL))  (umol/mL) (%) (nmol/mmol crea) (pg/mg crea)
Hemoglobina (g/dL)
r 0,108 0,076 -0,052 0,040 -0,012 0,066
p valor 0,339 0,501 0,648 0,727 0,916 0,563
Hematocrito (%)
r 0,051 -0,094 -0,021 0,074 0,030 0,079
p valor 0,652 0,405 0,855 0,513 0,794 0,484
VCM (fL)
r -0,032 0,041 -0,129 -0,109 -0,052 -0,078
p valor 0,777 0,719 0,253 0,335 0,649 0,489
Hierro (ug/dL)
r 0,169 0,048 -0,084 -0,046 -0,031 -0,015
p valor 0,135 0,670 0,456 0,683 0,782 0,893
Ferritina (ua/L)
r -0,149 0,045 -0,116 -0,082 0,026 -0,044
p valor 0,088 0,690 0,306 0,469 0,819 0,695
Transferrina (mg/dL)
r 0.150 -0.010 0.184 0.107 -0.066 0.073
p valor 0,185 0,928 0,102 0,345 0,581 0,522
IST (%)
r 0,140 0,031 -0,118 -0,057 -0,007 0,001
p valor 0,216 0,786 0,297 0,617 0,954 0,997

Tabla 28. Correlacion de marcadores de estrés oxidativo en suero (a) y orina
(b) con marcadores de anemia. VCM: Volumen corpuscular medio; IST: indice
de saturacion de la transferrina. CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG
Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-
Isoprostanos; r: coeficiente de correlacion; p: significacion.

No se ha hallado correlacion entre el EO y los marcadores de

anemia.

6.2.10 ASOCIACION CON ESTADIO TUMORAL.
Para ello se categorizaron los estadios en tres niveles, como se
ha comentado anteriormente (localizado=0; en progresion=1;

invasivo=2) y se analiz6 mediante el test x>
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6.2.10.1 Comorbilidades y factores de riesgo.
Se estudid la asociacién con las caracteristicas clinicas de los
pacientes género, edad (senectud), obesidad, comorbilidades y otros

factores de riesgo (tabla 29):

Variable Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 r p
(%) (%) (%) valor

Género 0,157 0,502
Femenino (n=28) 57,1 28,6 14,3
Masculino (n=52) 53,0 39,2 7.8
Edad(afios) 0,889 0,327
<65 (=33) 46,9 37,5 15,6
>65 (=47) 59,6 34,0 6,4
IMC(Kg/m?) 0,212 0,340
<30 (n=52) 51,0 35,3 13,7
>30 (n=28) 60,7 35,7 3,6
Hipertension arterial 0.957 0.974
No (n=41) 53,6 36,6 9,8
Si (n=39) 55,3 34,2 10,5
Dislipermia 0,922 0,582
No (n=39) 56,4 30,7 12,8
Si (n=41) 52,5 40,0 75
Diabetes 0,267 0,531
No (n=48) 50,0 37,5 12,5
Si (n=32) 61,3 32,3 6,4
Cardiopatia isquémica 0,399 0,039
No (n=74) 54,8 37,0 8,2
Si (n=6) 60,0 0 40,0
IRC 0,442 0,451
No (n=68) 54,9 36,6 8,5
Si (n=12) 42,8 28,6 28,6
Ell 0,905 0,845
No (n=78) 54,5 35,1 10,4
Si (n=2) 50,0 50,0 0
Tabaco 0,723 0,723
No (n=34) 55,9 29,4 14,7
Si (n=46) 53,3 40,0 6,7
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Alcohol
No (n=38)
Si (n=40)

50,0
59,0

36,8
35,9

13,2
51

0,437

0,437

Tabla 29. Asociacidn entre caracteristicas clinicas/comorbilidades de
los pacientes y estadio tumoral. IMC: indice de masa corporal; IRC:
inflamatoria intestinal; n:
namero de casos; r: coeficiente de correlacién; p: significacion.

insuficiencia renal

cronica; ElI:

enfermedad

SoOlo presentd asociacion con estadio tumoral la cardiopatia

isquémica, si bien estos resultados y los de la Ell que presentaban

algunos pacientes deben ser interpretados con cautela por presentar

un numero insuficiente de casos para el analisis estadistico.

6.2.10.2 Variables referidas al tumor.

Se estudiaron los siguientes parametros:

Variable Estadio 0 Estadio 1 Estadio 2 r p
(%) (%) (%) valor
Antecedentes de CCR 0,226 0,128
No (n=56) 61,1 33,3 5,6
Si (n=24) 40,9 40,9 18,2
Didmetro mayor tumor 0,246 0.076
<6 (=67) 66,7 27,8 55
>6 (n=9) 36,9 52,6 10,5
Localizacién tumor 0,182 0.573
Colon derecho (n=29) 65,5 27.6 6,9
Colon izquierdo (n=23) 52,2 39,1 8,7
Recto (n=28) 44,5 40,7 14,8
Tratamiento pre-cirugia 0,322 0,018
No (n=68) 60,6 31,8 7,6
Si (n=11) 18,2 54,5 27,3
Tratamiento post-cirugia 0,558 <0.001
No (n=39) 85,0 12,5 2,5
Si (n=37) 25,0 61,1 13,9
Complicaciones 0,194 0.067
No (n=61) 60,0 36,7 33,3
Si (n=15) 46,7 33,3 20,0
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Grado histolégico OMS
Bajo (n=69)

Alto (n=10)

Adenomas sincronicos
No (n=44)

Si (n=36)
Diverticulosis

No (n=65)

Si (n=15)

Metastasis post-cirugia
No (n=69)

Si (n=10)

60,9
10,0

41,8
71,4

49,2
80,0

60,6
30,0

34,8
40,0

44,2
22,9

19,0
20,0

36,4
30,0

4,3
50,0

14,0
57

12,8

3,0
40,0

0,280

0,255

0,358

0.032

0.077

<0.001

Tabla 30. Asociacion entre caracteristicas referidas a los tumores y
estadio tumoral. CCR: cancer colorrectal; n: nimero de casos; r: coeficiente
de correlacion; p: significacion.

Presentaron asociacion con estadio tumoral los tratamientos

pre y post-cirugia, el grado histologico de la OMS, la aparicion de

adenomas sincrénicos y la presencia de metastasis post-tratamiento.

Los resultados de las diverticulosis que asociaron algunos

pacientes deben ser interpretados con cautela por presentar un

namero insuficiente de casos para el analisis estadistico, si bien no

presentaron relacion con el estadio.

6.2.10.3 Marcadores bioquimicos, de anemia e inflamacién.

Se estudiaron las diferencias de medias entre los tres estadios

mediante un ANOVA univariante; se han encontrado los siguientes

resultados (tabla 31):
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Variable Estadio O Estadio 1 Estadio 2 v:flor
Bioquimica
Glucosa (mg/dL) 115,3+28,9 117,8+37,5 122,9+55,8 0,835
Colesterol total (mg/dL) 181,3+37,1 179,9+45,5 183,5+26,1 0,972
Colesterol HDL (mg/dL) 44,0+11,1 43,1+10,7 40,6+10,4 0,709
Colesterol LDL (mg/dL) 114,7+33,4 115,0+38,1  115,3+34,7 0,999
Acido urico (mg/dL) 5,57+1,67 5,09+1,53 4,94+2 28 0,402
Albumina (g(dL) 4,23+0,57 4,14+0,33 4,16+0,32 0,725
Marcadores de inflamacién
IL-6 (pg/mL) 14,0+£20,3 28,5+34,1 20,7+20,4 0,079
PCR (mg/L) 6,61+3,76 16,6+38,6 15,6+12,7 0,189
Leucocitos (x10¥mm?®) 7,37+1,76  7,98+156  8,55+2,05 0,123
Neutrofilos (%) 62,9+7,64 62,4+9,33 64,5+8,45 0,835
N/L (-) 2,53+0,82 2,80£2,49 3,09+1,41 0,618
Plaquetas (x105/mm3) 242,0+66,1 273,5487,7 253,4+54,7 0,217
Fibrinégeno (mg/dL) 465,3+90,8 504,8+107,2 514,0+133,7 0,195
Marcadores de anemia
Hemoglobina (g/dL) 12,4+1,96 12,1+1,80 11,7+£1,40 0,647
Hematocrito (%) 38,045,36 37,5+5,05 36,1+3,41 0,623
VCM (fL) 83,049,00 84,2+7,89 82,3+7,80 0,791
Hierro (ug/dL) 61,4+46,6 52,9+32,6 43,9+25,2 0,448
Transferrina (mg/dL) 287,0+48,8 290,4+52,6  313,9+63,9 0,407
IST (%) 17,5£12,7 14,7+8,68 12,0+7,37 0,332
Ferritina (ug/L) 45,2+50,6 63,6+100,2 207+396,6 0,014

Tabla 31. Resultados analiticos bioquimicos y hematoldgicos por estadio
tumoral. IL-6: Interleuquina 6; PCR: Proteina C reactiva; N/L: indice
neutrofilo/linfocito; VCM: Volumen  corpuscular medio. IST: Indice de
saturacién de la transferrina. Datos expresados como media + desviacion
estandar; p: significacion.

Se encontr6 diferencias significativas solamente en el caso de

la ferritina.
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6.2.10.4 Marcadores de estrés oxidativo.
Una vez que se determind mediante un ANOVA de un factor
gue existen diferencias entre las medias, realizamos las pruebas de
rango post hoc de Student—Newman—Keuls para determinar qué

medias diferian. Los resultados se presentan en la figura 43:
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Figura 43. Resultados de estrés oxidativo agrupados por estadios. En
suero= A: CAT (Catalasa); B: GSH (Glutation reducido); C: GSSG (Glutation
oxidado); D: Indice GSSG/GSH. En orina= E: 8-oxo-7,8-dihidro-2'-
deoxiguanosina; F: F2-Isoprostanos. Resultados expresados como media +
error estandar. Las diferencias estadisticas al comparar los tres estadios se
indican con la p del margen superior y entre cada uno de ellos aparecen
indicadas con letras, de tal forma que las medias que comparten dichas
letras no presentan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)
cuando se comparan mediante una ANOVA de 1 via de medidas repetidas,
seguidas de un test post hoc de Student—Newman—Keuls.

Se encontraron diferencias significativas por estadios en todos

los marcadores de EO.

6.2.10.5 Marcadores tumorales.

Con respecto a los marcadores tumorales, no se encontraron
diferencias significativas por estadios con el CEA y si con el CA 19.9
(figura 44):
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Figura 44. Resultados de marcadores tumorales agrupados por estadios.
Resultados expresados como media + error estandar. Las diferencias
estadisticas al comparar los tres estadios de los pacientes se indican con la p del
margen superior y entre cada uno de ellos aparecen indicadas con letras, de tal
forma que las medias que comparten dichas letras no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) cuando se comparan mediante una
ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguidas de un test post hoc de Student—
Newman—Keuls.

6.3 ESTUDIO DE LA EVOLUCION DE DISTINTOS ANALITOS EN
LOS PACIENTES ANTES Y DESPUES DE LA CIRUGIA.

6.3.1 Marcadores de estrés oxidativo.

Se estudid su evolucién en el tiempo con un ANOVA de un
factor con medidas repetidas y test post hoc de SNK para estudiar
las diferencias entre los diferentes tiempos evolutivos de los
pacientes; se incluyen también los resultados de los controles, que
se comparan uno a uno con los distintos tiempos de los pacientes

mediante el test de Student (figura 45):
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Figura 45. Control evolutivo de los marcadores de estrés oxidativo; comparacion con
los controles sanos. En suero= A: CAT (Catalasa); B: GSH (Glutation reducido); C: GSSG
(Glutation  oxidado); D: indice GSSG/GSH. En orina= E: 8-0oxo0-7,8-dihidro-2'-
deoxiguanosina; F: F2-Isoprostanos. Datos expresados como media + error estandar. Las
diferencias estadisticas al comparar los tiempos evolutivos de los pacientes se indican con
la p del margen superior y entre cada uno de ellos aparecen indicadas con letras, de tal
forma que las medias que comparten dichas letras no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) cuando se comparan mediante una ANOVA de 1
via de medidas repetidas, seguidas de un test post hoc de Student—-Newman-Keuls. Las
diferencias entre el grupo control y los distintos tiempos de los pacientes aparecen
representadas por *(p<0,05) y **(p<0,001) cuando se comparan dos a dos con la t de
Student.
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Todos los marcadores de EO presentaron diferencias con el
grupo control.

Por lo que respecta a los niveles en los distintos momentos
evolutivos de los pacientes, la evolucion es distinta en cada

marcador de EO.

6.3.2 Marcadores tumorales.
El CEA presenté diferencias significativas entre el grupo
control y la determinacion basal de los pacientes, pero no con los
restantes estadios evolutivos, a diferencia del CA 19.9, con

diferencias significativas entre todos ellos:

CEA p=0,001 CA19.9 p=0,641
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Figura 46. Control evolutivo de los marcadores tumorales. Datos expresados como
media * error estandar. Las diferencias estadisticas al comparar los tiempos evolutivos de
los pacientes se indican con la p del margen superior y entre cada uno de ellos aparecen
indicadas con letras, de tal forma que las medias que comparten dichas letras no presentan
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) cuando se comparan mediante una
ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguidas de un test post hoc de Student—Newman—
Keuls. Las diferencias entre el grupo control y los distintos tiempos de los pacientes
aparecen representadas por *(p<0,05) y **(p<0,001) cuando se comparan dos a dos con la t
de Student.
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6.3.3 Marcadores de inflamacion sistémica.
Se encontraron diferencias significativas en la evolucion de los

leucocitos, neutrdfilos, plaquetas y fibrindgeno:

PCR  PR06TS L6 pe000t
0 ]
. F % -
[ ] % d
5 [
2 B
d 2
) [ E bt
£ 2 b5
[/ (I

’ | 4‘—‘—'711

= ]

0

CONTROL  BASAL  IMES  GMESES  LZMESES (ONTROL ~ BASAL ~ IMES ~ GMESES I2MESES

3 Lewcocitos P00 Neutrofilos =00t

1 # &

15 ahb 9] L abt "
; ab I ab
E [ ]’ ]

b
g 1 9 ) —— b
% g I -
65—
4 —t
6 51
CONROL  BASAL  IMES  GMESES  LDMESES
CONTROL  BASAL  IMES  GMESES 12MESES
ndceNL  F Plaguetas et
3,5 * gm a"l‘
3 " a 50 . ab
d 1 . P ] ]
% Py mE 0 ] B .
1
fwo — -
I 2

! R B 1 =
I [  — - =
0 0

(ONTROL ~ BASAL 1MES BMESES 12 MESES (ONTROL ~ BASAL  IMES  GMESES  12MESES




Resultados
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Figura 47. Evolucién en el tiempo de los marcadores de inflamacion. Datos expresados
como media * error estandar. N/L: indice neutdfilo/linfocito. Las diferencias estadisticas al
comparar los tiempos evolutivos de los pacientes se indican con la p del margen superior y
entre cada uno de ellos aparecen indicadas con letras, de tal forma que las medias que
comparten dichas letras no presentan diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)
cuando se comparan mediante una ANOVA de 1 via de medidas repetidas, seguidas de un
test post hoc de Student—Newman—Keuls. Las diferencias entre el grupo control y los
distintos tiempos de los pacientes aparecen representadas por *(p<0,05) y **(p<0,001)
cuando se comparan dos a dos con la t de Student.

6.3.4 Marcadores de anemia.
La evolucion en el tiempo de los marcadores de anemia también
mostré diferencias muy significativas a lo largo del estudio, con la

excepcion de la ferritina (figura 48):
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Figura 48. Evolucién en el tiempo de los marcadores de anemia. IST: indice de
saturacion de la transferrina. Datos expresados como media * error estandar. Las
diferencias estadisticas al comparar los tiempos evolutivos de los pacientes se indican con
la p del margen superior y entre cada uno de ellos aparecen indicadas con letras, de tal
forma que las medias que comparten dichas letras no presentan diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) cuando se comparan mediante una ANOVA de 1
via de medidas repetidas, seguidas de un test post hoc de Student—Newman-Keuls. Las
diferencias entre el grupo control y los distintos tiempos de los pacientes aparecen
representadas por *(p<0,05) y **(p<0,001) cuando se comparan dos a dos con la t de
Student.
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6.4 EVALUACION DE LOS MARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO: TABLAS DE CONTINGENCIA Y CURVAS ROC.

Se han querido estudiar las pruebas diagnosticas (sensibilidad,
especificidad, VPP, VPN y exactitud) de los marcadores de EO y
MT, para lo que se han obtenido las curvas ROC de los mismos.
Dichos puntos de corte, con los resultados de las pruebas
diagnosticas, se observan en la siguiente tabla:

Marcador Punto S E VPPt VPNi Exactitud
de corte (%) (%) (%) (%) (%)
CEA (ng/mL) 4,95 26,3 100 100 50,4 57,8
CA 19.9 (Ul/mL) 40 17,5 100 100 47,6 52,9
CAT? (mU/mL) 191* 80,0 91,7 928 775 85,0
GSH? (umol/mL) 3,17* 788 100 100 77,9 87,9
GSSG? (umol/mL) 0,73 750 983 984 747 85,0
GSSG/GSH? (%) 14,3 98,8 98,3 92,8 98,3 98,6
8-ox0dG" (nmol/mmol crea) 5,87 92,5 98,3 98,7 90,8 95,0
F2-IsoPs” (pg/mg crea) 94,5 78,8 100 100 77,9 87,9

Tabla 32. Pruebas diagndésticas de los marcadores de estrés oxidativo en
suero (a) y orina (b). £ Valores calculados para una prevalencia de la enfermedad
en la poblacién estudiada de 0,57. *Se considera prueba positiva el resultado por
debajo de este punto de corte; los restantes marcadores, por encima de su punto
de corte. S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN:
valor predictivo negativo; CAT: Catalasa; GSH: Glutation reducido; GSSG:
Glutation oxidado; 8-oxodG: 8-oxo0-7,8-dihidro-2'-deoxiguanosina; F2-IsoPs: F2-
Isoprostanos.
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En la siguiente figura se presentan conjuntamente los
marcadores que se consideran positivos cuando son superiores al

punto de corte:

Procedencia de la curva
— CEA
1,0 CA19.9
GSSG
— 8-0x0dG
— IsoPs
0,8 =
Variables Area Intervalo de
resultado de bajo la confianza al
contraste curva 95%
o CEA 0,628 0,536-0,720
8 0,6
= CA19.9 0,665 0,575-0,755
E GSSG 0,968 0,945-0,991
»
0,4 8-ox0dG 0,998 0,995-1,000
F2-IsoPs 1,000 1,000-1,000
0,2
0,0 T T T T T
0,0 0,2 0,4 06 08 10
1 - Especificidad

Figura 49. Curva ROC y area bajo la curva correspondiente a los marcadores
de estrés oxidativo y marcadores tumorales considerados positivos cuando
son superiores al punto de corte. CEA: antigeno carcinoembrionario; CA 19.9:
antigeno carbohidrato 19.9; GSSG: Glutation oxidado; relacion GSSG/GSH:
glutation oxidado/glutatién reducido; 8-oxodG: 8-oxo0,7’8-dihidro-2’-deoxiguanosina,;
F2-1soPs: F2-Isoprostanos.

A continuacién se muestran los marcadores que se consideran

positivos cuando son inferiores al punto de corte (figura 50):
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Procedencia de la curva
1,0 CAT
GSH
0,8
Variables Area Intervalo de
resultado de | bajola confianza al
T contraste curva 95%
° 0,6 CAT 0,890 0,835-0,944
% GSH 1,000 1,000-1,000
s
w 0‘4_
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0,0 0,2 04 06 08 1,0
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Figura 50. Curva ROC y area bajo la curva correspondiente a los marcadores
de estrés oxidativo considerados positivos cuando son inferiores al punto de
corte. CAT:Catalasa; GSH:Glutatién reducido.

6.5 ANALISIS INFERENCIAL.

Para estudiar el potencial valor predictivo independiente de los
MT y marcadores de EO en la evolucion del CCR, ha sido aplicado
un modelo de regresion lineal multiple mas otro modelo de regresion
logistica binaria en cada una de las etapas evolutivas de control de
los pacientes durante el estudio. Esto es debido a que para estudiar
si el cambio de los marcadores de EO (ademas de la presencia o no
de otras variables presentes en los pacientes), influye en una peor
evolucion de la enfermedad, disponemos tanto de variables
cuantitativas como cualitativas. Es decir, disponemos de las
variables: tamafo tumoral, estadio tumoral avanzado y aparicion de

metastasis post-cirugia, todas ellas claramente relacionadas con un
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peor prondstico. Dado que la variable dependiente a relacionar ha de
ser cuantitativa en la regresion lineal y categorica en la logistica (en
la cual calcularemos también los odds ratio), han sido aplicadas

ambas.

6.5.1 REGRESION LINEAL MULTIPLE.

Ha sido utilizado el procedimiento denominado “pasos
sucesivos” (stepwise), en el que el propio programa selecciona el
factor de maxima correlacion y va afiadiendo factores hasta que no
haya mas factores que aporten nada sustantivo al modelo y
entonces finaliza el procedimiento. Hay una continua reevaluacion
de los factores incluidos en el modelo, de forma que si algun factor
gueda explicado por los restantes (en el sentido de que carece de
contribucion especifica propia) queda eliminado. ElI analisis
selecciona varios modelos segun va incorporando las variables.

Se ha seleccionado como variable dependiente “diametro mayor
tumoral” y como variables independientes los marcadores de EO y
MT de cada etapa evolutiva.

Se han obtenido los siguientes modelos (Tablas 33 y 34):
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Modelo Variables Coeficientes no Coeficientes p R®

independientes  estandarizados  estandarizados valor ajustada

Error
B tipico B

Basal CEA 0,010 0,004 0,272 0,030

0,059
1 mes F2-lsoprostanos 0,042 0,021 0,349 0,046

0,073
12 meses 8-oxodG -0,172 0,550 -0,379 0,003

0,136

Tabla 33. Regresioén lineal multivariante para marcadores de estrés oxidativo
y tumorales. Variable dependiente: diametro mayor tumoral. B: coeficiente de
regresion parcial; B: coeficiente beta; R: coeficiente de determinacion. Las
variables independientes introducidas en los modelos que fueron excluidas por no
presentar significacion estadistica (p>0,05) fueron: CA 19.9, Catalasa, Glutation
reducido (GSH), Glutatién oxidado (GSSG), e indice GSSG/GSH.

Existe una asociacion positiva entre diametro mayor tumoral y
CEA y F2-Isoprostanos: en el primer modelo basal antes de la
cirugia, el aumento del CEA en 0,010 unidades (B) o en 0,272 DE
(B), predice aumento de la variable dependiente en las mismas
unidades, explicando el 5,9% de la misma (R? ajustada); del mismo
modo, en el segundo modelo del control a 1 mes, aumentos en los
F2-lsoprostanos predicen aumentos de la variable dependiente y
explican el 7,3% del segundo modelo.

Por el contrario, se ha observado una asociacion negativa entre
didmetro mayor tumoral y 8-oxodG (factor protector): en el tercer
modelo, del control a 12 meses, descensos en la 8-oxodG son
predictoras de descensos en la variable dependiente, explicando el
13,6% del modelo.
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Posteriormente se han introducido las deméas variables
preoperatorias bioquimicas y clinicas de los pacientes y del tumor,

resultando significativos los siguientes modelos:

Modelo Variables Coeficientes no Coeficientes p R®

independientes estandarizados  estandarizados valor ajustada

Error
B tipico B

Bioquimico LDL-Colesterol -0,016 0,007 -0,276 0,019
0,063

Anemia VCM bajo -0,080 0,029 -0,341 0,008

Hemoglobina baja 1,145 0,495 0,288 0,250
0,277

Inflamacion Fibrinégeno 0,006 0,002 0.296 0,012
0,088

Clinico Fumg alguna vez -0,974 0,453 -0,252 0,035
0,064

Tumoral Grado histolégico 1,153 0,436 0,429 0,013

Estadio tumoral 1,259 0,594 0,394 0,043
0,271

Tabla 34. Regresi6on lineal multivariante para variables bioquimicas,
marcadores de anemia, marcadores de inflamacion, caracteristicas clinicas y
tumorales; variable dependiente: diametro mayor tumoral. B: coeficiente de
regresion parcial; B: coeficiente beta; R: coeficiente de determinacién. Las
variables independientes introducidas en los modelos que fueron excluidas por no
presentar significacion estadistica (p>0,05) fueron en bioquimica: acido drico,
albumina, colesterol total y colesterol HDL; en marcadores de anemia: hierro,
ferritina, transferrina, indice de saturacion de la transferrina y hematocrito; en
marcadores de inflamacion: IL-6, PCR, leucocitos, neutréfilos, indice
neutrdéfilo/linfocito, plaquetas y fibrindgeno; en las variables clinicas: edad, sexo,
IMC, DM, HTA, dislipemia, cardiopatia isquémica, IRC, enfermedad inflamatoria
intestinal, alcohol y adherencia a la dieta mediterranea; en las variables tumorales:
localizacion, metéstasis post-tratamiento, recidivas, complicaciones, adenomas,
diverticulosis, grado histoldgico, tratamiento neoadyuvante y adyuvante.

Los descensos en colesterol-LDL y el consumo de tabaco se
asocian con descensos en la variable dependiente, explicando el 6,3

y el 6,4% de los modelos bioquimico y clinico, respectivamente. El
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aumento del fibrindbgeno, grado histologico y estadio tumoral se
correlacionan con el aumento de la variable dependiente, explicando
el 8,8 y 27,1% de los modelos de inflamacion y tumoral. El aumento
de anemia (hemoglobina baja) y la disminucion de anemia
microcitica (VCM bajo) se asocian con aumento y descenso de la
variable dependiente, respectivamente; ambas explican el 27,7% del

modelo.

6.5.2 REGRESION LOGISTICA BINARIA.

Posteriormente se realizO una regresion logistica binaria
utilizando el método de seleccién por pasos hacia atrds, porque se
desea que el modelo incluya en un principio todas las variables
independientes (marcadores de EO y tumorales) y vaya quitando
variables en cada paso hasta quedar sélo las variables explicativas.
Se selecciono primero como variable dependiente el “estadio tumoral

avanzado” (Tabla 35):

Modelo Variable B Error Wald P OR IC 95%
independiente tipico
valor
Basal 8-0xo0dG 0,225 0,093 5,832 0,016 1,253 1,043-1,504

Tabla 35. Regresion logistica binaria para variables de estrés oxidativo y
marcadores tumorales. Variable dependiente: estadio tumoral avanzado;
variables independientes: marcadores de estrés oxidativo y tumorales. B:
coeficiente de regresion parcial; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza. Las
variables introducidas que fueron excluidas por no presentar significacion
estadistica (p>0,05) fueron: CEA, CA 19.9, Catalasa, Glutatién reducido (GSH),
Glutation oxidado (GSSG), relacion GSSG/GSH y F2-Isoprostanos.

La 8-oxodG fue el unico marcador que se asocio, positivamente,

con el estadio avanzado del tumor, con una odds de 1,253; es decir,
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el aumento en 0,225 unidades de 8-oxodG aumenta el riesgo de
estadio avanzado 1,253 veces.

Al introducir las variables preoperatorias bioquimicas y clinicas de
los pacientes y del tumor, no se obtuvo ningun resultando

significativo.

Posteriormente se realiz6 la regresion con la “aparicién de
metastasis post-cirugia” como variable dependiente y las mismas

variables independientes (Tabla 36):

Modelo Variable B Error Wald p OR IC 95%
independiente tipico valor
Basal F2-lsoprostanos 0,112 0,048 5478 0,019 1,118 1,018-1,228
6 meses 8-oxodG -0,487 0,225 4,662 0,031 0,615 0,395-0,956
12 meses CEA 0,364 0,364 5,062 0,024 1,440 1,048-1,977

Tabla 36. Regresion logistica binaria para variables de estrés oxidativo y
marcadores tumorales. Variable dependiente: aparicion de metéstasis post-
cirugia; variables independientes: marcadores de estrés oxidativo vy
tumorales. B: coeficiente de regresion parcial; OR: odds ratio; IC: intervalo de
confianza. Las variables introducidas que fueron excluidas por no presentar
significacion estadistica (p>0,05) fueron: CA 19.9, Catalasa, Glutation reducido
(GSH), Glutatién oxidado (GSSG) y relacion GSSG/GSH.

Presentaron asociacion positiva el primer y tercer modelo
(basal y control a 12 meses): el aumento de los F-2 Isoprostanos
basales en 0,112 unidades y el del CEA a los 12 meses de la
intervencion en 0,364 unidades aumentan el riesgo de metastasis
post-cirugia 1,118 y 1,440 veces, respectivamente. En cambio,
presentd asociacién negativa el segundo modelo, la 8-oxodG del

control a 6 meses, pues sus descensos en 0,487 unidades son
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predictoras de disminucion de riesgo de dichas metastasis (por
0,615), resultando su descenso un factor protector.
En este caso tampoco se obtuvo ningin modelo con las variables
preoperatorias bioquimicas y clinicas de los pacientes y del tumor.
A la vista de los resultados se puede observar que la 8-oxodG
presenta asociacion con las tres variables predictoras de mal
prondstico de la enfermedad (tamafio tumoral, estadio avanzado y

aparicion de metéastasis post-cirugia).
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7. DISCUSION.

CANCER COLORRECTAL Y ESTRES OXIDATIVO.

La eleccion de este tipo de cancer para la presente tesis ha sido
debido a su alta incidencia entre las enfermedades tumorales,
ocupando el tercer lugar a nivel mundial (GLOBOCAN 2018), siendo
por sexos el segundo tras el cancer de pulmon en el hombre y el de
mama en la mujer. Asimismo, por sexos supone la segunda causa
de muerte tras estos dos canceres, estimandose en nuestra
Comunidad una pérdida de afios potenciales de vida del 10% en el
varén y del 8% en la mujer (DGSP, 2018).

Todos estos datos llevan a plantearnos la necesidad de mejorar
su diagndstico estudiando en profundidad los factores etiologicos y
determinaciones de laboratorio que nos puedan llevar a un
diagndéstico mas precoz. Ningun marcador tumoral identificado hasta
el momento es suficientemente sensible o especifico para que pueda
usarse Unicamente por si mismo como examen para la deteccion del
CCR (Hermida Lazcano et al., 2016; NIH, 2018). Establecer un
diagnoéstico sobre la base de los marcadores tumorales solamente
(especialmente un Unico resultado) es muy arriesgado debido al
problema de la baja sensibilidad y la no especificidad (Sharma,
2009). Las concentraciones elevadas de CEA sélo se identifican en
raras ocasiones en el estadio | del CCR; ademas, no diferencia entre
polipos benignos y malignos (Lech et al., 2016). Las guias clinicas
del Grupo Europeo de Marcadores Tumorales, la Sociedad Europea
de Oncologia Médica y la Sociedad Americana de Oncologia Clinica

273



Discusién

no lo aconsejan como screening diagnoéstico (Locker et al., 2006;
Labianca et al., 2010; Duffy et al., 2014). Con respecto al CA 19.9,
su relevancia en el diagnostico del CCR sigue siendo un problema,;
la mayoria de investigadores llegan a la conclusidon de que su
sensibilidad es muy inferior a la del CEA, y que la elevacion de sus
niveles es un factor de mal prondstico, asociado a estadios
avanzados (Nicolini et al., 2010; Lumachi et al., 2012).

Por ello, la identificacion de nuevos biomarcadores que, solos 0
como complemento de pruebas existentes, permitan reconocer fases
tempranas de la enfermedad, sigue siendo de gran importancia para
el manejo mas adecuado de los pacientes afectos.

El componente inflamatorio sistémico tiene una repercusion
importante en el cancer en general, y en el CCR en particular,
contribuyendo en gran medida a la expansion de las células
tumorales y la aparicion de complicaciones. Distintos autores lo
consideran un factor importante en el inicio y desarrollo de la
carcinogénesis (Federico et al., 2007; Reuter et al., 2010).

En estrecha relacion con este hecho esta el fendmeno de
oxidacion espontdnea de las moléculas organicas, a través de la
formacion de EROs. Desde que se definiera el concepto de “estrés
oxidativo” (Sies, 1985) y se conociera el poder de los agentes
oxidantes como promotores tumorales a través de las EROs y los
productos de peroxidacion de moléculas (Cerutti, 1985), son muchos
los estudios que relacionan EO-inflamacién-cancer. La asociacion
entre la inflamacion cronica y el cancer esta bien establecida (Apte

et al., 2006). Un mecanismo importante de la inflamacion inducida
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por el cancer se debe a EO (Rose-John y Schooltink, 2007), que es
el resultado de la liberacion de RL de las células inmunitarias
activadas y las citoquinas. La activacion de interleuquinas
inflamatorias, como IL-1 e IL-6 y la sobreexpresion de proteinas de
membrana, como MAP17, juegan un importante papel en el
desarrollo de inflamacion cronica y su potencial transformacion en
cancer (Apte et al., 2006; Rose-John y Schooltink, 2007; Garcia-
Heredia y Carnero, 2017). Las células inflamatorias secretan un gran
namero de citoquinas y quimioquinas que promueven el crecimiento
de las células neopléasicas, ademas de la produccion de factores de
crecimiento autocrino por las propias células tumorales. Las EROs y
ERNs se producen bajo el estimulo de citoquinas proinflamatorias en
células fagociticas y no fagociticas a través de la activacion de la
sefializacion protein-quinasa. Por ejemplo, TNF-a aumenta la
formacion de EROs por parte de los neutréfilos y otras células,
mientras que la interleuquina-1-a (IL-1-a), TNF-a e IFN-y estimulan
la expresiéon de NO-sintasa inducible en células inflamatorias y
epiteliales (Federico et al., 2007).

La respuesta inflamatoria fisiolégica (reclutamiento de
leucocitos/macréfagos en el foco) es autolimitada, pero si la
inflamacion esta desregulada puede volverse cronica, induciendo el
crecimiento maligno y la iniciacion de tumores en el tejido
circundante, debido a la produccion persistente de factores de
crecimiento, asi como de EROs y ERNs que interactian con el ADN
del tejido, el cual prolifera y da lugar a alteraciones gendmicas
permanentes (Todoric et al., 2016).
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Los macréfagos, un componente esencial del sistema
inmunolégico innato en humanos, pueden representar hasta el 50%
de la masa tumoral, lo que los convierte en una parte importante del
estroma del mismo, por lo que se les conoce comunmente como
macréfagos asociados al tumor (TAM). Los TAM generalmente
pueden promover la proliferacién de células cancerosas, estimular la
angiogénesis tumoral y la ruptura de la matriz extracelular, suprimir
las respuestas inmunitarias antitumorales, y aumentar la invasion
tumoral y las metastasis (Qian y Pollard, 2010).

Es ampliamente conocido que el CCR es una complicacion de
un estado inflamatorio crénico en el intestino; la produccion excesiva
e incontrolada de EROs durante un largo periodo de tiempo da lugar
a una lesion persistente de las células y, en consecuencia, a una
inflamacion crénica. Junto al dafio celular, las células inflamatorias
también producen mediadores solubles que actian reclutando mas
células inflamatorias en el sitio de la lesibn y produciendo mas
especies reactivas. Este ambiente inflamatorio/oxidativo sostenido
conduce a una mayor produccion de hidroperoxidos en un circulo
vicioso que puede dafar las células sanas de las inmediaciones de
la lesion y, durante mucho tiempo, puede conducir al desarrollo del
cancer. Ademas, el EO crénico puede provocar carcinogénesis al
alterar la expresion de genes relacionados con el cancer causando
mutacion y transformacién maligna.

La mucosa intestinal se enfrenta constantemente a oxidantes y
carcindgenos derivados de la dieta y las bacterias. La exposicion

cronica a estas condiciones desafiantes puede conducir a la
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generacion incontrolada de RL, desequilibrio redox y dafio al ADN, lo
que puede afectar la homeostasis metabdlica intestinal, con el
cancer como punto final (Guz et al., 2008).

En el cancer se ha demostrado que las células cancerosas
tienen mayores niveles de EROs en comparacion con las células
normales; esto se debe en parte a un aumento del metabolismo y a
una disfuncion mitocondrial en las células cancerosas. La
generacion en aumento de EROs en las células cancerosas
contribuye a los cambios bioquimicos y moleculares necesarios para
la iniciacion, promocién y progresion del tumor, asi como a su
resistencia a la quimioterapia.

Las altas concentraciones de EROs, por ejemplo en el curso de
la inflamacion, pueden provocar dafios en el ADN, lo que da lugar a
acidos nucleicos no reparados que dan lugar a mutaciones; éste es
especialmente el caso de los protooncogenes y los genes
supresores de tumores cuyas mutaciones, Si no se reparan, pueden
iniciar el desarrollo del cancer. Los dafios en el ADN inducidos por
EROs y las mutaciones genéticas son causas criticas de canceres,
incluido el CCR. Las principales lesiones de ADN intracelular
causadas por EROs son roturas de ADN de cadena simple y doble, y
las mutaciones genéticas comunes que incluyen mutaciones de p53,
KRAS, APC y BRAF (Liu et al., 2017). Esos genes mutados pueden
promover también la produccion de EROs, como en el caso de la
activacion de mutaciones del oncogén KRAS, que ademas causan

dafio al ADN y transformacion maligna (Helfinger y Schroder, 2018).
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La incapacidad de los agentes anticancerosos para atacar
selectivamente las células tumorales sigue siendo un impedimento
significativo para el éxito de la quimioterapia, por lo que uno de los
enfoques factibles para lograr la selectividad terapéutica es atacar
las caracteristicas bioguimicas Unicas de las células cancerosas, lo
gue limitaria la toxicidad severa del huésped. Por ello, en los Gltimos
afios y como perspectiva de futuro se encuentran los medicamentos
contra el cancer basados en la activacion dependiente de EROs. La
terapia anticancerosa mediada por EROs consiste en aumentar las
mismas a niveles altamente téxicos intracelulares, activando asi las
vias de muerte celular inducida por las EROs (He et al., 2017); esto
puede lograrse utilizando agentes que aumenten su generacion o
inhibiendo la defensa antioxidante, o una combinacion de ambos.
Varios de estos agentes se estan utilizando actualmente para el
tratamiento del cancer, o estan en ensayos clinicos.

Por lo tanto, el aumento de EROs en las células cancerosas
puede ser un potencial terapéutico mediante el desarrollo de
profarmacos anticancerosos que puedan activarse bajo un alto nivel
de EROs y de esa forma inhibir selectivamente la proliferacion de
células cancerosas. De ahi la paradoja de las EROs y el cancer:
‘¢ promover o suprimir?” (Galadari et al., 2017). Sin embargo, se
debe tener precaucion al utilizar agentes generadores de EROs, ya
gue éstas pueden inducir efectos bioldgicos mdltiples y no lineales,

contribuyendo a la aparicion de reacciones farmacoldgicas adversas.
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MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO.

Los marcadores de EO son herramientas importantes para
evaluar el estado redox biologico de la enfermedad y su progresion,
asi como los efectos beneficiosos para la salud de los antioxidantes
en los humanos (Marrocco et al., 2017). La identificacion de los
marcadores de EO ha sido el foco de muchos estudios, y distintas
biomoléculas de variadas fuentes han sido propuestas en los ultimos
afios (Halliwell y Gutteridge, 2007). EI EO se considera un
componente importante de distintas enfermedades; se ha
desarrollado y utilizado un gran nuamero de métodos en
practicamente todas las enfermedades para medir el grado y la
naturaleza del EO, que van desde la oxidacién del ADN hasta las
proteinas, los lipidos y los aminoacidos libres (Frijhoff et al., 2015).

Cuando se valora el EO es importante medir tanto los productos
de oxidacion molecular como las enzimas antioxidantes. Los
polimorfismos en las enzimas antioxidantes estan asociados con el
dafio al ADN vy, por consiguiente, con el riesgo de que el individuo
sea susceptible al cancer (Khan et al., 2010).

De entre todos los marcadores de EO han sido elegidos para la
presente tesis en suero la enzima del sistema antioxidante CAT y el
sistema glutation como marcador de dafio oxidativo (GSH y GSSG);
en orina, la 8-oxodG como indice de lesion del ADN y los F2-
Isoprostanos como marcadores de oxidacion lipoperoxidica.

La red de defensa antioxidante del organismo consta de
antioxidantes enzimaticos endogenos y antioxidantes no

enzimaticos. Estas moléculas actian colectivamente contra los RL
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para contrarrestar sus efectos dafinos producidos en las
biomoléculas vitales y, en ultima instancia, en los tejidos corporales.
Basado en su respuesta a los RL, se pueden categorizar en
antioxidantes de defensa de primera, segunda, tercera e incluso
cuarta linea.

El papel y eficacia de los antioxidantes de defensa de primera
linea, entre los que se encuentra la enzima clave CAT, es importante
e indispensable en la estrategia de defensa, especialmente en
referencia al radical aniénico superdxido (O;7), que es
perpetuamente generado en el metabolismo normal del cuerpo,
particularmente a través de la produccion de energia mitocondrial,
previniendo el EO y el dafo celular concomitante (lghodaro y
Akinloye, 2018).

La CAT es altamente eficiente, pudiendo descomponer millones
de moléculas de H,O;, en un segundo. En cantidades bajas, el H,0;
tiende a regular algunos procesos fisiolégicos como la sefalizacion
en la proliferacion celular, la muerte celular, metabolismo de
carbohidratos y mantenimiento mitocondrial normal del balance
redox del tiol; sin embargo, en altas concentraciones es muy
perjudicial para las células. Por lo tanto, la capacidad de la CAT para
limitar efectivamente la concentracion de H,O, en las células
subraya su importancia en los procesos fisiolégicos mencionados. La
mutacion de esta enzima o niveles bajos de la misma (hipo o
acatalasemia) estan relacionados con mayor predisposicion a la DM
tipo 2, HTA vy vitiligo, y algunas veces con aterosclerosis y
neoplasias (Go6th et al., 2004; Glorieux y Calderon, 2017). Por otro
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lado, algunos autores encuentran que su concentracibn aumenta en
enfermedades con elevado EO, como en afecciones
cardiovasculares, inflamacién y tumores (Al-Abrash et al., 2000).

La homeostasis redox se mantiene, entre otros, por el sistema
glutation, regulador no enzimatico intracelular. En condiciones
celulares normales, la principal parte de este regulador esta en su
forma reducida (GSH) y se distribuye por nucleo, reticulo
endoplasmico y mitocondria; esta ubicuamente presente en todos los
tipos de células en concentracion milimolar. Ademas, actia como
coenzima de numerosas enzimas involucradas en la defensa celular
(Masella et al.,, 2005). El glutatibn oxidado (GSSG) acumulado
dentro de las células y la proporcion de GSSG/GSH es una buena

medida del estado redox de un organismo.

Por lo que respecta a la 8-oxodG, es una de las principales
bases oxidadas, por oxidacién directa en el ADN o bien en el pool de
nucleodtidos, producida por EROs y es altamente mutagénica porque
puede asociarse con adenina o con citosina en el ADN. Entre los
residuos de guanina de las distintas formas de acidos nucleicos,
como la deoxiguanosina (dG), poli G y poli(dG-dC): poli(dG-dC), la
posicién C-8 es la mas efectivamente oxidada, generando 8-oxo-7,8-
dihidro-2'-deoxiguanosina  (8-oxodG); causa mutaciones de
transversion de G a T (sustitucion de una purina por una pirimidina) y
se acumula en el ADN nuclear y mitocondrial durante el

envejecimiento, siendo una causa importante de cancer. Ademas,
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conduce a la muerte celular en mamiferos si se acumula en el ADN
(Nakabeppu, 2014).

La 8-o0xodG se elimina gracias a los sistemas de reparacion a
través de glicosilasas especificas humanas (8-oxoG DNA glicosilasa
u hOGG1l) y MutYH (mutY Homolog (E. coli)) para iniciar la
reparacion de la escision de la base (REB), sin posterior
modificacion de su estructura (Dahle et al., 2008).

Hace algunos afios se descubri6 que unos compuestos de la
familia de las prostaglandinas (prostaglandin-like) se forman in vivo
por peroxidacion no enzimatica del 4cido araquidonico catalizada por
RL. Debido a que estos compuestos constituyen una serie de
isbmeros que contienen el anillo prostano de las prostaglandinas, se
denominaron F2-lsoprostanos (Montuschi et al., 2004). Son
compuestos biolégicamente activos que pueden medirse con
precision a nivel picomolar, son bastante estables y no exhiben
variaciones diurnas; pueden detectarse en casi todos los tejidos
biolégicos, estando sus niveles modulados por el estado antioxidante
del organismo, pero no por la composicion lipidica de la dieta
(Halliwell y Gutteridge, 2007).

Los F2-Isoprostanos se encuentran elevados en un amplio
rango de condiciones clinicas humanas, como obesidad, isquemia,
enfermedades del sistema nervioso central, trastornos genéticos

(fibrosis quistica, anemia drepanocitica) y cancer (Milne et al., 2015).
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7.1 Evaluacion de los marcadores de estrés oxidativo en los
pacientes frente al grupo de controles sanos.

En el presente estudio, la comparacion de medias entre ambos
grupos de pacientes y controles presentd diferencias muy
significativas (p<0,001) en todos los marcadores de EO estudiados;
tras el ajuste por edad e IMC, no variaron las diferencias, pese a
que estd descrito que el EO aumenta en la obesidad (Martinez
Abundis y Sanchez Rodriguez, 2005; De Tursi Rispoli et al., 2013).
Las medias fueron inferiores en CAT y GSH y superiores en GSSG,
relacion GSSG/GSH, 8-oxodG y F2-Isoprostanos en los pacientes
respecto a los controles sanos.

Este ajuste se realiz6 con todos los parametros comparados
entre ambos grupos, para eliminar el factor de confusién (Molina
Arias y Ochoa Sangrador, 2016) de peso e IMC, que solo habian
influido en el resultado del &cido arico y VCM.

Por lo que respecta al EO, son diversos los estudios que
analizan por inmunohistoquimica la CAT en tejido tumoral,
encontrando niveles disminuidos en células tumorales en pacientes
con CCR (Laurer et al., 1999; Skrzydlewska et al., 2005), carcinoma
pancreatico (Cullen et al., 2003) y cancer gastrico (Hwang et al.,
2007), frente al tejido normal; otros autores, en cambio, encuentran
niveles aumentados de CAT en tejido tumoral de 25 pacientes con
CCR, probablemente en respuesta al aumento del estrés de los RL
que se produce en los tejidos cancerosos (Rainis et al., 2007). En

una revision de 2017, Glorieux y Calderon recogen resultados de

283



Discusién

esta enzima disminuidos en hepatocarcinoma, leucemia y cancer de
mama.

En cuanto a sus niveles en sangre en pacientes con cancer, se
han encontrado también niveles disminuidos de CAT en pacientes
con carcinoma de mama (Veni et al, 2011), de ovario
(DidzZiapetriené et al., 2014) y en los linfocitos de la leucemia linfatica
cronica (Oltra et al., 2001).

De forma analoga a nuestro estudio, Chang et al. (2008) en un
seguimiento de 36 pacientes con CCR y 40 controles sanos, de
edades comprendidas entre 38 y 82 afios (similares a las de nuestro
estudio), encuentran descenso sérico de las enzimas antioxidantes y
GSH (aunque no significativo este Gltimo) y aumento de cuatro veces
de la 8-oxodG sérica en los pacientes respecto a los controles.
Algunos autores, en cambio (Mahmood, 2010), han encontrado
aumentos en la CAT sérica en un estudio de casos-control en
pacientes con CCR (n=40) respecto a los controles (n=20); también
Gopcevic et al. (2013) refieren un disbalance en las enzimas
antioxidantes de pacientes con CCR, con aumento de CAT vy

descensos de otras enzimas como la SOD.

El GSH se ha estudiado en diversas muestras organicas: Saygili
et al. (2003) lo determinan en glébulos rojos, hallando niveles
reducidos en pacientes con CCR. Oliva et al. (1997) encuentran
niveles disminuidos de CAT con aumento de GSH y 8-oxodG en
tejido tumoral de pacientes con CCR; en cambio, Skrzydlewska et al.
(2005) hallan en pacientes con CCR estadio 1V descensos tanto de

CAT como de GSH en la mucosa tumoral frente a la mucosa
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colonica normal. Uno et al. (2010) correlacionan positivamente el
contenido intracelular de GSH en monocitos de pacientes con CCR
con la infiltracion de células T en los islotes tumorales y la
supervivencia general de los pacientes.

En general, cualquier condicion asociada con el exceso de
EROs disminuird los niveles seéricos de GSH, como en el
envejecimiento (Droge, 2002) o disminuird la relacion GSH/GSSG
(Frijhoff et al., 2015). Avinash et al. (2009) refieren disminucién de
GSH en el plasma de 45 enfermos de CCR respecto a los mismos
controles sanos; Baltruskeviciene et al. (2016), en su estudio con 40
controles sanos y 58 pacientes con CCR (18 sin metastasis y 40 con
metastasis), encuentran que el nivel de GSH fue significativamente
menor en el suero de los pacientes con CCR (con y sin metastasis
hepéticas) que en el de los voluntarios sanos, de forma similar a los
obtenidos en nuestro estudio; también Dusak et al. (2017) refieren
niveles disminuidos de GSH en suero de 25 pacientes con CCR
respecto a los controles sanos.

En un estudio reciente (Rasool et al. 2018) de 50 pacientes con
CCR y 20 controles sanos se detectan niveles bajos de CAT y GSH
(entre mas metabolitos) en el suero de los pacientes con respecto a

los controles, en consonancia con nuestros resultados.

Otros marcadores de EO aumentan en distintos tipos de cancer;
asi Kuo et al. (2007) hallan niveles de 8-oxodG urinarios mas
elevados en cancer de mama que en el grupo control; Khadem-
Ansari et al. (2011) encuentran un aumento de 8-oxodG y F2-

Isoprostanos en orina de pacientes con cancer de pulmén; Borrego

285



Discusién

et al. (2013) observan aumento de la 8-oxodG en orina de pacientes
con cancer gastrico respecto a los controles sanos. También se ha
observado aumento de 8-oxodG en el carcinoma renal (Huang et al.,
2012) y en el escamoso de eso6fago (Kubo et al., 2014).

Roszkowski et al. (2011), determinan la 8-oxodG en plasma,
suero y leucocitos de pacientes con CCR, encontrando sus niveles
en todos ellos mas elevados que en los controles sanos; también en
tejido tumoral se ha encontrado correlacion positiva entre la
presencia de 8-oxodG en las células tumorales y peores resultados
clinicos, asi como mayor grado tumoral (Matosevic et al. 2015).
También se ha visto aumentada la 8-oxodG en células
mononucleares, plasma, liquido cefalorraquideo y orina en un
variado y amplio nimero procesos inflamatorios, entre las que se
encuentran las alteraciones cardiovasculares, metabdlicas,
degenerativos y tumorales (Oltra et al., 2001; Delgado Roche et al.,
2009; Broedbaek et al., 2011; Borrego et al., 2013; Poulsen et al.,
2014).

La 8-oxodG urinaria es la mas medida de los biomarcadores no
invasivos de EO derivados del ADN; existen distintas metodologias,
por lo que se han hecho estudios para evaluar la precision de las
mediciones intra e intertécnicas e interlaboratorios, comparando
espectrometria de masas, cromatografia de alta precision con
deteccién electroquimica (HPLC-EC) y ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA). Los niveles de creatinina urinaria se
utilizan de forma rutinaria como factor de correccion para la

concentracion de orina y, al comparar su determinacion entre
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laboratorios la correlacion es buena entre ellos, tanto en el caso de
la 8-oxodG como de la creatinina urinarias, con desvios inferiores a
1 DE de sus medias de consenso, excepto en el caso del ELISA,
que mostr6 mas variacion que las técnicas cromatograficas,
informando valores mas altos (Evans et al., 2010). La HPLC-EC es
muy sensible, tres 6rdenes de magnitud mas que la deteccién UV,
capaz de detectar niveles muy bajos de 8-oxodG en la orina
(Domijan y Peraica, 2008); éste ha sido el método utilizado en la
presente tesis.

Ademas, la medicion de 8-oxodG en orina tiene las siguientes
ventajas sobre la medicion del dafio oxidativo del ADN en el tejido o
linfocitos: no es un método invasivo; no se produce 8-oxodG
artificialmente durante la operacion de aislamiento del ADN, y es
estable durante el almacenamiento de la orina (es estable congelada
a -20°C durante un periodo prolongado) y durante el ensayo. Por
tanto, la medicién de productos de la base de ADN excretados en la
orina refleja bien el dafo oxidativo del ADN en todo el organismo
(Domijan y Peraica, 2008).

Debido a su estabilidad quimica y sensibilidad a los cambios en
el EO, los F2-Isoprostanos se consideran a menudo los marcadores
mas fiables para monitorizar el EO in vivo (Kadiiska et al., 2005). La
cuantificacion de los mismos en plasma u orina proporciona un
indice altamente preciso de EO (Morrow, 2005; Palmieri y
Sblendorio, 2007); también Forman et al. (2015) lo consideran el
mejor marcador de peroxidacion lipidica de los existentes

acualmente.
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Algunos autores los determinan en plasma; asi, en un estudio
piloto realizado en un grupo de pacientes con tumores de colon a los
gue se dio una combinacion de micronutrientes antioxidantes
durante 4 meses, se encontré un descenso de los F2-Isoprostanos e
IL-6 plasméticos en pacientes no fumadores con adenomas de colon
(Hopkins et al., 2010). Rasool et al. (2018) también los determinan
en suero, encontrando niveles significativamente mas elevados en
pacientes con CCR que en los controles sanos.

Para Il'yasova et al. (2012), los biomarcadores recomendados
para monitorizar el estado oxidativo a lo largo del tiempo son la
8-o0xodG y los F2-lIsoprostanos; también diferentes autores los
combinan para el estudio del EO (Khadem-Ansari et al., 2011;
Mesaros et al., 2012).

Dado que sus niveles se encuentran elevados en distintos tipos
de cancer y su determinacién constituye un paso de avance
importante en los estudios de RL, se decidi6 suplementarlos en la

determinacién de orina de nuestros pacientes.

7.2 Evaluacion de los marcadores de estrés oxidativo en
situacion basal y en los diferentes tiempos de evolucion del
tumor.

Se han hecho estudios longitudinales con distintos marcadores
de EO vy distintas patologias. Mizoue et al. (2007) miden por HPLC
8-o0xodG en tres tiempos (basal, a 4 y a 12 meses) en 174
participantes sin antecedentes patolégicos y encuentran una
asociacion inversa entre el IMC y el riesgo de cancer por incremento
del dafio oxidativo del ADN. Arakaki et al. (2016) hacen un
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seguimiento longitudinal a 30 pacientes con linfoma folicular
determinando 8-oxodG y d-ROMs (derivados de los metabolitos
reactivos de oxigeno), concluyendo que el aumento de sus niveles
Se asocia con un pobre prondstico.

Borrego et al. (2013) realizan el seguimiento durante 12 meses
de 48 pacientes con cancer gastrico determinando marcadores de
EO en tumor, células mononucleares periféricas y 8-oxodG en orina;
los pacientes exhiben elevados niveles de peroxidacion lipidica y
dafios en el ADN, que descienden progresivamente tras la
intervencion quirdrgica hasta niveles cercanos a los de los individuos
sanos.

Al igual que en nuestro estudio, Farias et al. (2011)
correlacionan los niveles de peroxidacion lipidica con la evolucién
del CCR en 43 pacientes tratados con quimioterapia, concluyendo
que pueden ser utiles en el pronéstico de estos pacientes por
incrementarse antes que otros biomarcadores; en los pacientes con
buena evolucion tras el tratamiento observan aumentos de la CAT.
En cambio, Gopcevi¢ et al. (2013), en un estudio que incluyé 70
pacientes con CCR y 42 controles sanos, hallan niveles de CAT
superiores en los pacientes.

En nuestro estudio, la evolucion con el tiempo fue, en general,
progresiva; niveles basales mas bajos que los controles en el caso
de la CAT y GSH vy, por el contrario, mas elevados en el de GSSG,
indice GSSG/GSH, 8-oxodG y F2-Isoprostanos. A los 12 meses de

la intervencion, alcanzan casi los niveles de los controles la CAT y el
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sistema glutation; en cambio, la 8-oxodG y los F2 Isoprostanos
guedaron lejos de aproximarse a los valores medios de los mismos.

Todos los marcadores de EO de los pacientes presentaron
durante todos los tiempos evolutivos diferencias significativas con las
determinaciones del grupo control, sobre todo en las basalesyaly
6 meses (p<0,001); a los 12 meses fueron menos significativas para
CAT, GSSG y GSSG/GSH (p<0,05).

7.3 Caracteristicas diagnosticas de los marcadores de estrés
oxidativo en la evolucién del CCR. Comparacion con los
marcadores tumorales utilizados en la préctica clinica.

Se ha calculado sensibilidad, especificidad, VPP, VPN vy
exactitud de los marcadores de EO y MT tras realizar las curvas
ROC para cada uno de ellos y asi establecer el punto de corte con la
mayor sensibilidad y el menor nimero de falsos positivos (1-
especificidad) de cada uno de ellos.

En el caso de los MT, dichos puntos de corte son los
correspondientes al valor superior de los rangos de referencia para
la metodologia utilizada, siendo su especificidad y VPP maximos,
pero su sensibilidad muy baja, especialmente en el caso del CA
19.9. ElI VPN y la exactitud de ambos se sitlan cerca del 50%.

En cuanto a los marcadores de EO, GSH y F2-Isoprostanos
presentan también una especificidad y VPP méaximas con una
sensibilidad adecuada, aunque inferior al 80%. Por su parte, CAT y
8-0xodG exhiben sensibilidades superiores al 80% y especificidades
por encima del 90%. El indice GSSG/GSH presenta todas las

pruebas diagnosticas superiores al 90%.
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Para una prevalencia de la enfermedad en la poblacion estudiada
de 0,57, la exactitud de todos los marcadores de EO oscilé entre el
85,0% y el 98,6%.

7.4 Valor predictivo prondéstico de los marcadores de estrés
oxidativo y otros marcadores en la evolucién del CCR.

Al aplicar los métodos de regresion para evaluar las variables
independientes predictoras de mal prondstico de la enfermedad
(marcadores de EO y MT, tanto las determinaciones basales como
las de los periodos evolutivos, asi como otras variables
preoperatorias bioquimicas y clinicas de los pacientes y del tumor),
se han seleccionado tres variables dependientes: tamafio tumoral,
estadio avanzado y aparicion de metastasis post-cirugia. De los
marcadores de EO se ha encontrado asociacion entre tamafio
tumoral y los F2-Isoprostanos a 1 mes de la intervencion (positiva); y
entre tamafo tumoral y la 8-oxodG a los 12 meses post-intervencion
(negativa). Con estadio avanzado se asocié positivamente la 8-
oxodG (OR: 1,253). Por dltimo, con la aparicion de metastasis post-
cirugia mostraron asociacion positiva F2-lIsoprostanos (OR: 1,118),
mientras que la 8-oxodG a los 6 meses de control se asocio
negativamente (OR: 0,615).

Por tanto, el aumento de los F2-Isoprostanos ha resultado
marcador predictor de mal prondstico, mientras que el descenso de
la 8-oxodG posee caracteristicas de factor protector para las

variables tamafio tumoral y aparicién de metastasis post-cirugia.
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Por lo que respecta a los MT, sélo presentd asociacion positiva
el CEA preoperatorio con tamafio tumoral y a los 12 meses de
control con aparicion de metastasis post-cirugia (OR: 1,440).

También se introdujeron como variables independientes las
variables bioquimicas y hematolégicas, las caracteristicas clinicas y
tumorales, resultando positiva la asociacion de la anemia, el
aumento de fibrinégeno, grado histoldgico y estadio tumoral con el
tamafio tumoral; en cambio, resulté negativa la asociacion con LDL-
colesterol, anemia microcitica (VCM bajo) y consumo de tabaco,
siendo protector el descenso de estos factores.

Estas variables no presentaron asociacion con estadio avanzado ni

con aparicion de metastasis post-cirugia.

7.5 Influencia de las comorbilidades y factores de riesgo en la
evolucion del proceso tumoral.

Respecto a la influencia de las comorbilidades y factores de
riesgo de los pacientes en la evolucion del proceso tumoral, se
estudiaron los marcadores de EO en los pacientes segun la
presencia 0 no de las siguientes variables: senectud (edad>65
afios), obesidad (IMC230 Kg/m?), dislipemia, DM, HTA, IRC,
cardiopatia isquémica, Ell, fumador e ingestiéon de alcohol.

Solo se encontraron aumentos en la media de CAT y GSH en
los pacientes con cardiopatia isquémica y de GSH en pacientes con
HTA respecto a los que no presentaban dichas enfermedades,
siendo las diferencias significativas en ambos casos (p<0,05), quiza
relacionado con la toma de AAS en los cardibpatas (ver mas

adelante).
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7.6 Influencia de factores con potencial preventivo en los
niveles de estrés oxidativo y en la evolucion del CCR.

Dieta mediterréanea.

Por lo que respecta a la dieta mediterranea, en la literatura
existen diversos estudios que evallan la asociacién de la dieta y
otros factores del estilo de vida con el CCR, como el COLON Study
(Winkels et al, 2014). Hay muchos estudios sobre dieta
mediterranea y CCR; por citar algunos, Bamia et al. (2013), en un
estudio europeo de cohortes con seguimiento de mas de 5 millones
de personas, usando los sistemas de puntuacion de Trichopoulou
MDS (1995) y MMDS (2005) (Mediterranean Diet Score y Modified
Mediterranean Diet Score, respectivamente), estimaron una
disminucién del riesgo de CCR del 8 y 11 %, respectivamente,
cuando se comparé la adherencia mas alta con la mas baja de la
escala; ademas, un incremento de 2 unidades en cualquiera de las
escalas mediterraneas se asoci6 con una reduccion
estadisticamente significativa del 3 - 4 % en el riesgo de CCR. Estos
hallazgos sugieren que seguir una dieta mediterranea puede tener
un efecto beneficioso moderado sobre el riesgo de CCR.

Schwingshackl et al. (2017), en una revision y meta-analisis
amplio de mas de 2 millones de pacientes de distintos tipos de
cancer, confirman una importante asociacion inversa entre el
cumplimiento de una dieta mediterranea, el riesgo de varios tipos de
cancer y la mortalidad por cancer, especialmente por el CCR.

En una revision de los efectos de la dieta mediterranea en los
altimos 10 afios de Donovan et al. (2017), los autores concluyen
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que, en general, los estudios de casos-control realizados en
poblaciones mediterrdneas apoyaron  consistentemente la
disminucién del riesgo de CCR cuando se utilizaron los sistemas de
puntuacion MDS y MMDS. En cambio, hay discrepancias en las
conclusiones de los estudios de cohortes, con estudios que informan
disminucién del riesgo en ambos sexos; otros estudios que no
indican ningun efecto y estudios que informan efectos especificos
para hombres y otros para mujeres. Estas inconsistencias en los
resultados podrian estar relacionadas con los diferentes indices de
puntuacion utilizados para determinar el cumplimiento de la dieta
mediterranea.

De los 80 pacientes con CCR del presente estudio mostraron
adherencia a la dieta mediterrdnea practicamente la mitad, 41 de 80
(51,3%) y no se encontraron diferencias significativas respecto a los
gue no la seguian en los MT ni en los marcadores de EO, si bien los
niveles de CAT y GSH fueron superiores y los restantes marcadores
inferiores en los adherentes a la dieta que en los no adherentes; sélo
la 8-0xodG presento diferencias significativas (p=0,043) respecto a
los que no presentaron adherencia a la dieta (véase tabla 21).

A nivel bioquimico destaca el aumento significativo (p=0,048)
del colesterol-HDL, con los conocidos beneficios que supone para la
salud circulatoria. No se observaron diferencias con los niveles de
los marcadores de anemia e inflamacion.

En cuanto a la asociacion de la dieta mediterranea con estadio
tumoral no existieron diferencias, si bien el 61% de los pacientes

adherentes se encontraban en estadio 0 y sélo el 4,9% en estadio 2.

294



Discusion

En cambio, si se asocid (p<0,031) con grado histolégico de la OMS
(en el 56,5% de los pacientes que presentaron adherencia los
tumores eran de bajo grado, mientras que solo el 20% eran de alto
grado, frente al 80% en los pacientes que no seguian la dieta
mediterranea); también se asocio (p<0,034) con menor presencia de
adenomas sincroénicos (el 62,8% de los que presentaron adherencia
no tenian adenomas). Todo esto, unido al aumento del colesterol-
HDL y menores niveles de 8-oxodG, se puede afirmar que la
adherencia a la dieta mediterrdnea resulté protectora en nuestros
pacientes.

Tratamiento con dosis bajas de AAS.

En los pacientes que tomaban AAS a bajas dosis de forma
cronica, los niveles de CAT y GSH fueron superiores a los que no lo
tomaban, con diferencias significativas (p<0,05). Esto podria estar
relacionado con el antecedente de cardiopatia isquémica y el
aumento de los mismos marcadores en estos pacientes (véase tabla
20), si bien el numero reducido de estos pacientes (n=6) no permite
sacar conclusiones fiables con potencia estadistica.

El aumento de estos marcadores de EO es signo de buen
prondstico, resultados en consonancia con los de Bains et al. (2016),
quienes observaron, en un estudio de cohortes retrospectivo que
incluyé mas de 23.000 pacientes, un aumento de la supervivencia de
los pacientes tratados con AAS mas de 6 meses posteriores al

diagnéstico de CCR.
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7.7 Influencia de factores asociados al tumor en los niveles de
estrés oxidativo y en la evolucién del CCR.

Se han estudiado las diferencias en los resultados de todos los
marcadores de EO segun la presencia o ausencia en los pacientes
de factores relacionados con el tumor de mal pronostico y se han
observado diferencias significativas en: CAT y GSH, con niveles mas
bajos en los que requirieron tratamiento adyuvante post-cirugia
(p=0,040 y p=0,008, respectivamente); GSH también presento
niveles menores en los tumores de colon izquierdo (p=0,039),
aparicion de recidivas (p=0,002) y en tumores sincrénicos (p=0,013).
GSSG/GSH y 8-oxodG se elevaron en los tumores con grado
histologico alto de la OMS (p=0,071 y p=0,003, respectivamente) y
los F2-Isoprostanos en los pacientes con diverticulosis (p=0,040) y
aparicion de metastasis post-cirugia (p<0,001).

Los marcadores de EO no presentaron diferencias en los
pacientes con antecedentes de CCR, diametro tumoral superior a 6
cm, necesidad de tratamiento pre-cirugia, aparicion de
complicaciones post-cirugia ni en presencia de adenomas

sincrénicos.

7.8 Marcadores de estrés oxidativo en adenomas, carcinomas y
tumores GIST. Comparacion con el grupo control.

En nuestro estudio los pacientes con adenomas mostraron
niveles mas elevados de CAT y GSH y mas bajos de F2-
Isoprostanos que los pacientes con carcinomas, con diferencias
significativas (p<0,05). Cuando se comparan ambos tipos de

tumores con los controles sanos, las diferencias de medias son muy

296



Discusion

significativas para todos los marcadores de EO (p<0,001),
mostrando los pacientes descensos de CAT y GSH, y aumento del
resto de marcadores de EO respecto a los controles.

Los resultados mas bajos de la CAT en los carcinomas se hallan
en consonancia con los resultados obtenidos por Maffei et al. (2011),
que encuentran niveles disminuidos de CAT sérica en pacientes con
CCR respecto a pacientes con polipos adenomatosos y controles
sanos en un estudio realizado en 82 participantes en un programa
de cribado de CCR que dieron positiva la prueba de sangre oculta en
heces. En nuestro estudio las diferencias fueron aun mas
significativas al comparar los resultados de CAT con los de los
controles sanos.

Al igual que en nuestros pacientes, en el estudio de Obtulowicz
et al. (2010), los niveles urinarios de 8-oxodG de pacientes con CCR
(n=89) y adenomas (n=77) estan elevados respecto a los voluntarios
sanos (n=99).

En cuanto al tumor GIST, aungue sin ningun peso estadistico,
al tratarse de un soOlo paciente, solo se observan diferencias
significativas con el resto de tumores en el caso de los F2-
Isoprostanos (p<0,001), con un resultado muy por debajo de la

media del resto de tumores.

7.9 Estudio evolutivo de otros analitos: marcadores tumorales,

de inflamacion sistémicay de anemia.

Marcadores tumorales.
Hay disparidad de opiniones sobre el comportamiento de los

marcadores en la evolucion y pronostico del CCR. En un estudio
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reciente, el CEA preoperatorio se ha evaluado junto con el CA19.9y
distintos indices de inflamacién referidos a los linfocitos (neutréfilos,
monocitos y plaquetas), es decir, N/L, M/L y P/L, encontrando
correlacion de la positividad de todos ellos con la supervivencia del
CCR (Huang et al., 2018). Para otros autores, en cambio, los niveles
altos de CEA preoperatorio no se asocian con la incidencia de
recurrencia de la enfermedad pero constituye un predictor
independiente de supervivencia global y libre de enfermedad,
ofreciendo un valor pronéstico adicional (p = 0,09) a la estadificacion
del TNM (Gunawardene et al., 2018).

Para Filella et al. (1992), el uso principal de los niveles pre-
cirugia de CA 19.9 en el CCR locorregional esta en el prondstico,
ya que proporciona mas informacion que la obtenida por los
métodos convencionales de estadificacion, no siendo util para el
diagndstico por su baja sensibilidad.

Por otra parte, Reiter et al. (2000) encuentran que la informacion
predictiva proporcionada por los niveles séricos preoperatorios de
CA 199 es independiente de la obtenida por otros factores
investigados (CEA, edad, sexo, infiltracion tumoral o clasificacion de
Dukes).

En el estudio longitudinal de nuestros pacientes, se
encontraron deferencias significativas de CEA entre el grupo control
y la determinacion preoperatoria de los pacientes, pero no con los
restantes tiempos evolutivos, los cuales difirieron significativamente
entre ellos, excepto la determinacion a los 12 meses, que se iguald a

las anteriores. Los niveles de CA 19.9 cambiaron poco con el

298



Discusion

tiempo, pero difirieron significativamente del grupo control en todos
los tiempos (véase figura 46). Todas sus determinaciones
presentaron diferencias con el grupo control.

Por lo que respecta a la correlacion con los marcadores de EO,
tanto CEA como CA 19.9 correlacionaron negativamente con CAT y
GSH, y positivamente con GSSG, relacion GSSG/GSH, 8-oxodG y
F2-lsoprostanos; no obstante, la correlacion fue moderada-baja, con

coeficientes de correlacién inferiores a 0,500 en todos los casos.
Marcadores de inflamacién sistémica.

La respuesta del huésped a los tumores sélidos malignos da
lugar a efectos sistémicos proinflamatorios, siendo los mas
frecuentes la leucocitosis, la neutrofilia y la linfopenia. Estos
hallazgos hematoldgicos correlacionan significativamente con el
estadio avanzado del tumor y, por lo tanto, con un mal pronéstico de
la enfermedad (Martins Tavares-Murta y Candido Murta, 2008).

En una serie amplia de 59.805 pacientes con diagndstico de CCR
sometidos a cirugia (Moghadamyeghaneh et al., 2015), la tasa de
leucocitosis asintoméatica preoperatoria fue del 5,6% en las
resecciones de CCR y se asocié significativamente a una mayor
morbi-mortalidad. También se asocié con deshidratacion vy
desnutricién preoperatoria.

Posteriormente, en un estudio que abarcé mas de 300.000
personas durante 13 afos, fueron diagnosticados de CCR 4.764 de
ellos y se observd una asociacién positiva con los leucocitos
(cociente de riesgo: 1,21; IC del 95%: 1,03 a 1,42), pero no con la

PCR (Ghuman et al., 2017).
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En nuestro estudio, al comparar la media de los leucocitos con
la media preoperatoria de los controles, la diferencia fue significativa
(p=0,018). En la evolucion postoperatoria la cifra descendio,
alcanzando la cifra mas baja a los 6 meses, pero con pocas
diferencias en los distintos tiempos. La leucocitosis no correlacion6
con los MT, pero si negativamente con CAT y positivamente con
GSSG, GSSG/GSH, 8-0x0dG y F2-lIsoprostanos.

Por lo que respecta a los neutrdéfilos, éstos son productores
eficientes de EROs para la destruccion de microorganismos, pero
también pueden promover indirectamente el crecimiento del tumor:
primero, los neutrofilos generan peroxido de hidrégeno, que luego se
convierte en acido hipocloroso (HOCI) por la mieloperoxidasa
(MPO); el HOCI puede entonces activar varias metaloproteinasas de
la matriz extracelular (MMPSs) que conduce a una mayor progresion
tumoral al inducir la proliferacion y la angiogénesis (De Larco et al.,
2004).

Sin embargo, un efecto mas potente y directo de las EROs
sobre las células tumorales es la genotoxicidad, que podria conducir
a la carcinogénesis. Es inducida por dos vias principales: el dafio
oxidativo del ADN vy la activacion catalizada por la MPO de
carcindgenos quimicos. Son bastantes los estudios sobre la relacion
de los neutréfilos y cancer (Donskov, 2013); Cetin et al. (2012), en
un estudio realizado en 170 pacientes con CCR metastasico,
encuentran que los resultados de los neutréfilos sanguineos, junto

con la LDH, fueron los maximos predictores de supervivencia; la
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neutrofilia se asocio de forma independiente con una supervivencia
deficiente y doble riesgo de mortalidad.

En nuestros pacientes los neutrofilos estaban elevados antes
de la intervencion en el 43,8% del total, presentando diferencias muy
significativas al comparar sus medias con las de los controles sanos
(p<0,001); no obstante, se trataria de una neutrofilia relativa, al no
estar elevados los leucocitos totales en sangre, excepto en dos
pacientes (2,5%). La evolucion postoperatoria fue similar a la de los
leucocitos. Los neutrofilos correlacionaron con todos los marcadores
de EO, excepto con la relacion GSSG/GSH.

Por lo que respecta al indice neutrofilo/linfocito (N/L), desde
que Walsh et al. (2005) lo introdujeran como un método simple y
barato para identificar pacientes con CCR con pobre prondstico
preoperatorio cuando es superior a 5, predictor independiente de
acortamiento de la supervivencia, son muchas las publicaciones que
corroboran este criterio. Chua et al. (2011) en un estudio de cohortes
de pacientes con CCR irresecable, con metastasis, y que recibian
quimioterapia paliativa, encontraron una mejora en la supervivencia
libre de enfermedad de dos meses cuando el indice N/L se
normalizd tras un ciclo de quimioterapia, en comparacion con los
pacientes sin normalizacién del mismo.
Posteriormente, Urrejola et al. (2013) también asocian un indice
preoperatorio superior a 5 con mayor morbilidad perioperatoria y
peores resultados oncoldgicos en pacientes con cancer de colon en

estadio Il con tratamiento de reseccion electivo.
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Ozdemir et al. (2014), aunque en su estudio de 281 pacientes con
CCR establecen el punto de corte para el indice en 2,2 (a través de
un analisis de curvas ROC), llegan a las mismas conclusiones de
gue se trata de un predictor significativo de supervivencia mas corta.

En nuestro estudio la media preoperatoria de este indice N/L en
los controles sanos fue 0,6 unidades inferior a la de los pacientes
(2,1£1,4 frente a 2,7+1,6, respectivamente), mostrando diferencias
significativas (p<0,01); los niveles medios variaron poco con el
tiempo y sélo en dos pacientes fue superior a 5, ambos fallecidos a 1
y 12 meses de ser incluidos en el estudio (con valores de 14,3 y
5,84, respectivamente). Correlacion6 con CEA, CA 19.9, GSSG,

GSSG/GSH y con los dos marcadores de EO en orina.

Por otro lado, la creciente evidencia cientifica propone un papel
importante para las citoquinas proinflamatorias durante el desarrollo
tumoral. La IL-6 ha demostrado ser una citoquina promotora de
tumor importante, que refuerza la proliferacion y los efectos anti-
apoptoticos en las células tumorales. Varios estudios experimentales
y clinicos la han relacionado con la patogénesis de CCR esporadico
y asociado a la inflamacién, a través de la trans-sefializacion,
promoviendo la proliferacién e inhibiendo la apoptosis de células
tumorales a través de la activacion de gpl30 en las células
tumorales, con la sefalizacion posterior a través de Janus quinasas
(JAK) y del transductor de sefial y activador de la transcripcién 3
(STAT3). La activacion de este Ultimo es un paso importante para la
expresion de varios genes asociados con la carcinogénesis y la

progresion del cancer. Varios estudios también han demostrado que
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la IL-6 exhibe caracteristicas asociadas tanto con citoquinas
inflamatorias como con factores proangiogénicos, contribuyendo a la
angiogénesis como un potente inductor del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), uno de los factores angiogénicos mas
importantes (Nagasaki et al., 2014).

El aumento de la expresion de IL-6 se ha relacionado con el
estadio avanzado de la enfermedad y disminucion de la
supervivencia en pacientes con CCR, por lo que podria ser un
marcador Util para predecir un mal prondstico en estos pacientes y
podria utilizarse como una diana terapéutica potencial (Zeng et al.,
2017).

La IL-6 ha sido el parametro que mejor ha reflejado el estado
inflamatorio de nuestros pacientes, pues aumenté en mas de la
mitad de los mismos (en concreto en el 52,5%) y correlacion6 con
todos los marcadores de EO, aunque de forma moderada; al
comparar la media basal de los pacientes con la de los controles
sanos, la diferencia fue significativa (p<0,001). Ello estd en
consonancia con los resultados de diversos estudios, como el de
Nikiteas et al. (2005), en el que los resultados séricos de IL-6 y PCR
son predictores de pronostico en pacientes con CCR. Para Waldner
et al. (2012), la sefalizacion de IL-6 contribuye al desarrollo del CCR,
tanto del esporadico como del asociado a colitis.

En nuestro estudio la IL-6 también presentd asociacion con CEA
(y con el CA 19.9 tendencia, p=0,052).

En cuanto al fibrinbgeno, en un estudio de Sun et al. (2014)

sobre 255 casos de cancer de colon, se encontré6 que la
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supervivencia libre de enfermedad a los 5 afos y la supervivencia
global en los estadios Il y Il fue mayor en los pacientes con
hipofibrinogenemia que en los que tenian hiperfibrinogenemia antes
de la intervencién, por lo que puede considerarse al fibrinbgeno
como un marcador de respuesta.

Pero en otro estudio con una cohorte mas grande, de 652
pacientes con CCR resecable, aunque los niveles plasmaticos
preoperatorios de fibrinbgeno se correlacionan con los principales
factores prondsticos y la supervivencia a largo plazo y la
supervivencia relacionada con el tumor sean peores en los pacientes
con hiperfibrinogenemia, estos resultados no se confirman en el
analisis multivariante o después de la estratificacion de los pacientes
de acuerdo con el estadio de TNM (Pedrazzani et al, 2016).

Posteriormente, Lee et al. (2017), en un estudio sobre 170
enfermos de CCR encuentran que niveles elevados de fibrinbgeno
preoperatorios se asocian con tamafio tumoral, profundidad de
invasion y acortamiento de la supervivencia.

Al igual que en la mayoria de estudios publicados, el fibrinGgeno
estaba aumentado antes de la intervencion en casi una tercera parte
de nuestros pacientes (en el 32,5%), encontrando diferencias muy
significativas con respecto a los controles sanos. Correlacion6 con

todos los MT y de EO (p<0,001 en todos los casos).

En lo concerniente a la PCR, existen en la bibliografia bastantes
articulos que le asignan valor pronostico en el CCR (Niketeas, et al.,
2005); también Mousavi et al. (2008) encuentran que una elevacion

sérica preoperatoria de la PCR es un indicador del potencial maligno
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del tumor, asi como un predictor para el prondstico de pacientes con
CCR. Posteriormente, en un gran estudio de méas de 61.000
personas en poblacion china, Wu et al. (2013) concluyen que los
niveles de PCR se asocian positivamente con riesgo de CCR. En
otro estudio representativo de adultos estadounidenses (de casi
16.000 pacientes), se observaron fuertes asociaciones dosis-
respuesta entre los niveles de PCR y la mortalidad por CCR (Goyal
et al., 2014).

En cambio, para Pathak et al. (2014), la PCR puede ser util para
el prondstico en pacientes con CCR primario, tanto local como
avanzado, pero sostiene que actualmente no hay pruebas
suficientes para justificar su uso sistematico. En linea con esto, en
nuestro estudio la PCR aument6 en un 23,8% de los pacientes antes
de la cirugia, con diferencias significativas respecto a los controles

(p<0,05), pero no correlacion6é con MT ni con EO.

Por otro lado, las células neoplasicas de distintos tejidos son
capaces de activar las plaguetas; muchos investigadores han
aportado pruebas de que las plagquetas desempefian un papel
significativo en el crecimiento tumoral y las metastasis neoplasicas
del CCR, a través de la medicién de alguno de sus componentes
internos, como la beta-tromboglobulina (Dymicka-Piekarska et al.,
2003). Estos autores encuentran una elevada activacion plaquetar
en todos los pacientes respecto a los controles, pero independiente
del avance clinico (sin diferencias significativas en pacientes con y

sin metéstasis).

305



Discusién

En cambio, Lin et al., (2012) en un estudio con 150 casos de
CCR, encuentran que el recuento preoperatorio de plaquetas podria
ser un indicador pronostico, ya que encontraron correlaciones
estadisticamente significativas entre el recuento de plaquetas y las
metéstasis ganglionares y a distancia, la invasion vascular y
perineural, asi como con los estadios clinicos TNM; ademas, la
supervivencia a 5 aflos de los pacientes con recuento alto de
plaquetas y recuento normal de plaquetas fue de 13,3% y 56,3%,
respectivamente.

En un meta-andlisis que incluyé 30 estudios y 9.123 pacientes
con CCR (Long et al.,, 2016) llegan a la conclusién de que el
recuento elevado de plaguetas antes del tratamiento fue un factor
pronéstico independiente de supervivencia general y libre de
enfermedad en pacientes con CCR, justificando estudios
prospectivos a gran escala. En otro meta-analisis que recoge 16
estudios con un total de 5.619 pacientes (Gu y Szallasi, 2017) se
concluye que la trombocitosis augura un pronostico adverso en el
CCR y puede servir como un marcador clinicamente util para facilitar
la estratificacion del riesgo y guiar el tratamiento postoperatorio.

Posteriormente (Rao et al., 2018), en otro meta-analisis en el
gue se incluyeron 9 estudios de cohorte retrospectivos con 3.413
pacientes con CCR encuentran que la supervivencia global y la
supervivencia libre de enfermedad fueron mas cortas en pacientes
con recuentos plaquetares elevados que en pacientes con recuentos
normales, por lo que un recuento elevado de plaquetas es un

predictor negativo de supervivencia, tanto en el CCR primario como
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en las metéstasis hepéticas colorrectales resecables. En otro estudio
reciente (Zhu et al., 2018) que incluyo 783 pacientes con CCR y 463
adenomas se encontr6 que el recuento total de plaquetas, el
volumen plaquetar y el plaquetocrito estaban significativamente
elevados en los pacientes respecto a los adenomas y controles
sanos (p<0,001).

Aunque la media de las plaquetas en nuestros pacientes no
superd los rangos de normalidad, la diferencia con el grupo control
fue significativa (p<0,001). Excepto con el CEA, correlacionaron con
CA 19.9 y con todos los marcadores de EO.

Marcadores de anemia.

Se puede decir que, al igual que ocurre con la reaccion
inflamatoria sistémica, la anemia constituye un sindrome
paraneoplasico hematolégico debido a sustancias generadas por el
tumor que simulan o bloquean sefales endocrinas normales para el
desarrollo de la linea hematolégica (GETHI, 2016). Viene definida
por la disminucibn de la hemoglobina en  sangre,
independientemente del nUmero de eritrocitos circulantes, pero otros
pardmetros también se ven alterados.

En consonancia con nuestro estudio, Edna et al., (2012), en un
amplio estudio de 1.189 pacientes con CCR encuentran que la
anemia, con una incidencia muy elevada (del 74,7%), es mas
frecuente en el lado derecho del colon (tumores proximales), y se
asocia con el estadio T, pero no con el N ni M. Khanbhai et al. (2014)
encuentran un 44% de anemia preoperatoria en 147 enfermos de

CCR, requiriendo transfusiones que aumentan la estancia
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hospitalaria y la mortalidad. También Vayrynen et al. (2018) en un
estudio de cohortes de 356 pacientes con CCR encuentran un 43%
de anemia (mayoritariamente normocitica), que correlaciona con
marcadores inflamatorios sistémicos y con menor supervivencia; la
localizacion del tumor proximal se asocia predominantemente con
anemia macrocitica.

En un estudio retrospectivo de cohortes reciente de Emre et al.
(2018), constituido por 76 pacientes vivos y 25 fallecidos, hallan que
el nivel bajo de hemoglobina, junto a otros factores (como edad
elevada e infiltracion de ganglios) son factores de riesgo de
mortalidad independientes. En otra revision reciente de 14 articulos
sobre anemia en CCR se concluye que la anemia preoperatoria se
asocia a una respuesta peor al tratamiento quimioterapico
neoadyuvante, con riesgo de recidiva local, afectando a pacientes
con enfermedad avanzada y afectacion ganglionar, con mayor riesgo
de mortalidad, aungque no de recurrencia y menor supervivencia libre

de enfermedad (Tomasovic et al., 2018).

Con respecto al VCM, en un estudio reciente (Zhang et al.,
2018) de 55 pacientes con cancer rectal localmente avanzado
concluyen que es un factor predictivo potencial para la respuesta
tumoral a la quimiorradiacion preoperatoria junto con el CEA, de
forma que el grupo de “no respuesta” presentaron valores bajos de
VCM. En cambio, Nagai et al. (2018), en un estudio que incluy6
1.174 pacientes con CCR en estadios I, Il y Ill, encuentran que el
VCM inferior a 80 fL se asocia a mayor supervivencia libre de

enfermedad que cuando es igual o superior a 80 fL.
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En nuestro caso, presentaron anemia 32 pacientes (40%),
microcitica en la mayoria de casos (75%), hormaocitica en el restante
25%. El hematocrito descendié en mas de la mitad del total de los
pacientes (56%). La anemia fue ferropénica en su mayoria,
descendiendo el hierro por debajo del valor de referencia en el
52,5% de los pacientes, siendo las diferencias muy significativas al
compararlo con el grupo control (p<0,001). Al comparar los
resultados por estadio tumoral, no encontramos diferencias
significativas (p=0,419).

Wilson et al. (2017), en un estudio que incluyd 429 pacientes
con CCR que habian sido intervenidos, encontraron un 48% de
déficits de hierro (cifras similares a las de nuestro estudio), pero en
cambio encontraron asociacion con estadio avanzado del tumor
(p=0,01).

Con respecto a la ferritina, en nuestro estudio la diferencia de
medias entre el grupo control y los pacientes fue significativa, con
valores mucho mas bajos en estos ultimos, en concordancia con la
bibliografia; asi, Feng et al. (2015), en un meta-andlisis que incluyo
927 pacientes con CCR, encontraron que tenian un nivel sérico de

ferritina mas bajo que los controles sanos (p=0,007).

Por otro lado, el IST en nuestro estudio presentd diferencias
muy significativas entre pacientes y controles (p<0,001),
encontrandose preoperatoriamente por debajo del valor de
referencia (IST<15%) en 42 pacientes (52,5%), cifras muy similares
a las del amplio estudio (de 1.513 pacientes) de Ludwing et al.

(2013), que fueron de 51,9%, a pesar del diferente punto de corte
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empleado (IST<20%). La incidencia de anemia en estos pacientes
fue del 33%, inferior a la nuestra (40%). Para Beale et al. (2005), la
mayoria de pacientes con CCR tienen deficiencia de hierro en el
momento del diagndstico; en estos pacientes, el IST es un marcador
mas sensible de la deficiencia de hierro que la ferritina sérica, por lo
gue su papel potencial como complemento del cribado de SOH
deberia explotarse mas.

En nuestro estudio, el IST correlacion6 con la hemoglobina de
forma muy significativa, igual que el resto de parametros del
metabolismo férrico (p<0,001), pero no con EO.

En cuanto a la correlacion de los marcadores de anemia en
nuestros pacientes con los de EO, no se ha observado correlacion

con ninguno de ellos.

7.10 Asociacion con estadio tumoral de los distintos
marcadores.
Variables clinicas, comorbilidades y otros factores de riesgo.

So6lo se encontré asociacion en los casos de cardiopatia
isquémica (p=0,039), con méas de la mitad de los pacientes en
estadio 0, lo cual podria relacionarse con el tratamiento que llevaban
estos pacientes con AAS de forma crénica para prevenir futuros
episodios de la enfermedad, como ya se ha comentado
anteriormente.

Variables referidas al tumor.

Presentaron asociacion con estadio tumoral los tratamientos pre

y post-cirugia, el grado histolégico de la OMS, la aparicién de

adenomas sincronicos y la presencia de metastasis post-tratamiento.
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Mas de la mitad de los pacientes que requirieron tratamiento pre
y post-cirugia se encontraban en estadio 1 (en progresion); el 60%
de los pacientes en estadio 0 (localizado) eran de bajo grado
histolégico, mientras que el 50% de los que se encontraban en
estadio 2 (avanzado) eran de alto grado.

Una elevada proporcién de pacientes de los que tuvieron
adenomas coexistentes con la tumoracion colorrectal se hallaban en
estadio 0 (71,4%); esto podria ser debido a un diagndstico mas
precoz del CCR por un seguimiento mas préximo de los adenomas,
por la potencial transformacion maligna de los mismos.

El 40% de los pacientes en estadio 2 tuvieron metastasis, con

diferencias significativas (p<0,001).

Marcadores bioquimicos de anemia e inflamacion.

Al comparar las medias entre los tres estadios de los
marcadores bioquimicos que habian presentado diferencias
significativas, de los marcadores de inflamacién y de anemia, solo se
hallaron diferencias significativas con la ferritina, con resultados
mucho mas elevados en el estadio 2 (p=0,014), lo cual podria ser
debido a sus caracteristicas de reactante de fase aguda y en
relacion con sus aumentos en los procesos inflamatorios crénicos
(Pérez Surribas, 2005) (véase tabla 19); del mismo modo, otros
autores encuentran que la ferritina sérica actia como un factor
pronéstico independiente para la supervivencia en pacientes con
CCR metastasico recidivante o refractario al tratamiento (Lee et al.,

2016) y también en el no metastatico (Tingting et al., 2017).
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Marcadores de estrés oxidativo.

Se encontraron diferencias significativas por estadios en todos
los marcadores de EO (p<0,05); sélo se encontr6 diferencias entre
el estadio 0 y 1 en el caso de la CAT, mientras que el estadio 2
presento diferencias con los otros dos estadios en todos los casos.

CAT y GSH mostraron niveles mucho méas bajos en estadio 2,
y el resto de marcadores niveles mas elevados en este estadio

respecto a los estadios Oy 1.

Marcadores tumorales.

Por lo que respecta a los marcadores tumorales, en nuestro
estudio el CEA no mostro diferencias significativas por estadios,
pero si el CA 19.9, con niveles mucho mas elevados en estadio 2
(p=0,003).

Estos resultados son similares a los reportados por otros
autores, que encuentran diferencias significativas en los niveles de
CA 19.9 en estadios avanzados (Filella et al., 1992); estos autores
también concluyen que el significado prondstico del CA 19.9 es
independiente de la clasificacion de Dukes, mientras que el CEA es
dependiente de dicha clasificacion.

Basbug et al. (2011) solo encuentran diferencias significativas
en los valores de CEA y CA 19.9 entre el estadio | del TNM (ambos
negativos) y los demas estadios (uno o ambos marcadores
positivos). También se ha estudiado el ratio CEA pre/post-
operatorio y algunos autores encuentran que estd asociado con

estadio TNM y grado de diferenciacion tumoral (Sun et al., 2017).
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7.11 Otras asociaciones.
Lado derechol/izquierdo de colon.

Existen diferencias en el origen embriolégico, asi como
diferencias anatomicas, histolégicas, genéticas e inmunoldgicas
entre el cancer de colon derecho y el cancer de colon izquierdo, que
conlleva diferencias en la incidencia y en el pronéstico de ambas
localizaciones. Por lo que respecta a su frecuencia, y al igual que en
otras publicaciones (Mamazza y Gordon, 1982; Cucino et al., 2002),
en la presente tesis fue mayor el nimero de pacientes con CCR de
lado derecho (36,3%) que de lado izquierdo (28,7%), siendo el resto
de localizacion rectal. Los tumores del lado izquierdo son mucho
mas frecuentes que en el lado derecho, en una proporcion 70/30
(Morales y Peinado, 2006), probablemente por su diagnostico mas
precoz al manifestar mas signos y sintomas que en el lado derecho,
si bien parece que en los Ultimos afios se esta invirtiendo la
proporcion. En nuestro estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos lados en lo que se
refiere a tamafio tumoral ni por estadios.

En cuanto al prondstico y supervivencia, aunque para Baek
(2017) la literatura existente muestra datos contradictorios con
respecto a los mismos, la mayoria de autores afirman un peor
prondéstico para los tumores del lado derecho (Yahagi et al., 2016).
En el estudio de Guo et al. (2018) que incluyo 807 pacientes, los
tumores del colon izquierdo tuvieron una supervivencia mayor que
los del colon derecho (24,6 frente a 20,0 meses, respectivamente;

p=0,003). En otro estudio que abarco 1.224 pacientes intervenidos
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de CCR, en los del lado derecho (que supuso el 39,0%) el prondstico
fue peor, con estadios mas avanzados, mayor diametro tumoral y
mayor edad de los pacientes (Mik et al., 2017). También Lim et al.
(2017), en un estudio retrospectivo que incluyé 414 pacientes con
CCR, hallaron que los tumores del lado derecho tenian mayor
tamafio, mas ganglios linfaticos infiltrados, tumores mal
diferenciados con mayor frecuencia y mas invasion linfovascular que
los del lado izquierdo.

En nuestro estudio los resultados de los dos marcadores que
difieren significativamente entre ambos lados (GSH y 8-0xodG) son
de peor pronéstico en el lado izquierdo que en el derecho; es decir,
GSH maés baja (p=0,039) y 8-oxodG mas elevada (p=0,044) en el
lado izquierdo. También se ha estudiado la asociacion entre tamafio
tumoral superior a 6 cm y estadio tumoral con la localizacién derecha
0 izquierda en colon, no encontrandose asociacién con ninguna de

estas variables.

Anemia/localizacion tumoral.

También se estudiaron las diferencias en la incidencia de
anemia segun localizacion del tumor, observando que ésta fue mas
elevada en colon derecho, con diferencias significativas (p<0,05)
respecto a colon izquierdo y recto. Entre estas dos ultimas
localizaciones no se observaron diferencias (p=0,843). Nuestros
resultados coinciden con estudios ya publicados sobre la mayor
incidencia de anemia en colon derecho o proximal (Machicado et al.,
2015; Lim et al., 2017).
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Marcadores de anemia /marcadores de inflamacion.

Al estudiar la correlacion entre ambos tipos de marcadores se
observd que existia una correlacion negativa de la hemoglobina, de
débil a moderada, con todos los marcadores de inflamacion, excepto

con leucocitos y PCR.

COMENTARIO FINAL.

Las diferencias encontradas en las determinaciones de los
distintos marcadores de EO entre los distintos autores de la
bibliografia consultada se debe a diferencias muestrales, y
metodoldgicas, siendo dificil disminuir la variabilidad intraindividual e
intra/interlaboratorios, lo mismo que ocurre con las determinaciones
de la practica diaria habitual en los laboratorios clinicos. A la vista de
los resultados obtenidos, estos marcadores no serian de aplicacion
para un diagnostico rapido, sino mas bien para el seguimiento
posterior a la cirugia de estos pacientes, especialmente la 8-oxodG y
F2-Isoprostanos, muy indicadas por tratarse de técnicas incruentas y
con gran estabilidad de las muestras. Estos, junto con el indice
GSSG/GSH, presentaron muy buenas pruebas diagndsticas y fueron
predictoras de mal prondstico en la evolucion del CCR junto al CEA,
por lo que pueden constituir una herramienta util de apoyo en el
seguimiento de estos pacientes.

Pero el trabajo no acaba aqui; ya esta en mente el seguimiento

de estos pacientes a mas largo plazo.
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8. CONCLUSIONES.
Tras el andlisis de todos los resultados obtenidos podemos

extraer las siguientes conclusiones:

8.1 La comparacion de medias entre ambos grupos de pacientes y
controles presentd diferencias muy significativas en todos los
marcadores de EO estudiados. Las medias fueron inferiores en CAT
y GSH en los pacientes respecto a los controles sanos, y superiores

en el resto de marcadores.

8.2 La evolucion de los marcadores de EO tras el tratamiento fue,
en general, progresiva; a los 12 meses alcanzaron casi los niveles
de los controles la CAT y el sistema glutation; en cambio, la 8-oxodG

y los F2 Isoprostanos permanecieron elevados.

8.3 Los MT presentaron una especificidad y un VPP maximos, pero
su sensibilidad fue muy baja. EI VPN y la exactitud de ambos se
situaron por debajo del 60%. De los marcadores de EO, GSH y F2-
Isoprostanos presentaron también una especificidad y VPP maximas
con una sensibilidad inferior al 80%. Las sensibilidades de CAT y 8-
oxodG fueron superiores al 80%, con especificidades por encima del
90%. El indice GSSG/GSH presento todas las pruebas diagnosticas
superiores al 90%. La exactitud de todos los marcadores de EO
oscilo entre el 85,0% y el 98,6%.

8.4 El marcador de EO que presenté asociacion con las tres
variables predictoras de mal pronéstico en la evolucién del CCR
estudiadas (estadio avanzado, tamafio tumoral y aparicion de
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metastasis post-cirugia) fue la 8-oxodG; F2-Isoprostanos y CEA con

las dos ultimas.

8.5 De todas las comorbilidades y factores de riesgo que
presentaron los pacientes, so6lo se encontraron aumentos en la
media de CAT y GSH en los pacientes con cardiopatia isquémica y
de GSH en pacientes con HTA.

8.6 En los pacientes que presentaron adherencia a la dieta
mediterranea se observaron niveles disminuidos de 8-oxodG,
aumento del HDL-colesterol, asociacion con el estadio 0 (localizado),
bajo grado histologico de la OMS y menor presencia de adenomas
sincronicos frente a los que no presentaban adherencia. Con todo
ello podemos apoyar su caracter protector/preventivo de la

enfermedad.

8.7 De los factores relacionados con el tumor se observaron
diferencias significativas en algunos marcadores de EO en los
pacientes que recibieron tratamiento adyuvante post-cirugia, en los
tumores de colon izquierdo respecto al derecho, en los que
presentaron recidivas y tumores sincronicos, en los de grado
histol6gico alto de la OMS, presencia de diverticulosis y metastasis

post-cirugia.

8.8 Los pacientes con adenomas mostraron  niveles
significativamente mas elevados de CAT y GSH y mas bajos de F2-

Isoprostanos que los pacientes con carcinomas.

8.9 En la evolucion temporal de los MT, solo el nivel basal de CEA

presentd diferencias significativas respecto a los controles sanos.
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Ambos correlacionaron negativamente con CAT y GSH, vy
positivamente con el resto; no obstante, la correlacion fue moderada-

baja.

Todos los marcadores de inflamacidbn en los pacientes
presentaron diferencias significativas con los controles y las
correlaciones con los marcadores de EO fueron en general
moderadas. La PCR no correlacioné con MT ni con ningin marcador
de EO, siendo la IL-6, el fibrindgeno, el indice N/L y las plaquetas los
que correlacionaron positivamente con todos los marcadores de EO.
El indice N/L fue el inico que correlacion6 con ambos MT.

No se ha encontrado correlacion entre marcadores de anemia y
de EO.

8.10 Con estadio tumoral presentaron asociacion el CA 19.9, la

ferritina y todos los marcadores de EO.

8.11 Entre otras asociaciones, en nuestros pacientes fue mas
frecuente la anemia en los tumores del lado derecho pero no se hallé
asociacion entre localizacion derecha o izquierda de colon con

tamano ni estadio tumoral.
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9. ANEXOS.

ANEXO I: HOJA DE INFORMACION A LOS PARTICIPANTES EN
EL ESTUDIO.

TITULO DEL ESTUDIO: “Relacidon del estrés oxidativo y lesién del material
genético con la patogenia del tumor colorrectal”.

CENTRO: Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia y Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular-INCLIVA. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad de Valencia.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra. Delia Acevedo Ledn. Servicio de Analisis

Clinicos. Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

INVESTIGADORES COLABORADORES:

- Dra. Sara Ferrer Suay. Servicio de Analisis Clinicos. Hospital Universitario Dr.
Peset de Valencia.

- Dr. Segundo Angel Gémez Abril, Dr. Antonio Vazquez Tarragon, Dr. Gonzalo
Garrigés Ortega, Dra. Carmen Paya Llorente y Dra. Teresa Torres Sanchez.
Servicio de Cirugia General y del Aparato Digestivo. Hospital Universitario Dr.
Peset de Valencia.

- Dra. Natalia Camarasa Lillo y Dra. Marisa Pérez Ebri. Servicio de Anatomia
Patoldgica. Hospital Universitario Dr. Peset de Valencia.

- Dr. Carles Bosch Roig. Servicio de Oncologia Médica. Hospital Universitario
Dr. Peset.

- Dr. Javier Chaves Martinez y Dra. Raquel Cortés Vergaz. Laboratorio de
Genética Molecular. Unidad Central de Investigacion-INCLIVA, Facultad de
Medicina y Odontologia, Universidad de Valencia.

- Dr. Guillermo S4ez Tormo y Dr. Antonio Iradi Casal. Laboratorio de Estrés
Oxidativo. Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular-INCLIVA. Facultad

de Medicina y Odontologia. Universidad de Valencia.
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INTRODUCCION.

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacién en el
que se le invita a participar, que ha sido aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitario Dr. Peset.

Nuestra intencién es tan sélo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este estudio.
Para ello lea esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las
dudas que le puedan surgir después de la explicacién. Ademas, puede consultar

con las personas que considere oportuno.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO.

En patologia tumoral, el marcador ideal seria aquel que demuestra su utilidad
en el diagndstico en estadios iniciales de la enfermedad, que fuera capaz de
estratificar la progresion y predecir su pronéstico y respuesta al tratamiento.

Sin embargo, la mayoria de los marcadores disponibles en la actualidad
adolecen de la falta de especificidad y sensibilidad suficiente para el diagnéstico
temprano y seguimiento de la enfermedad. Una de las caracteristicas de las
enfermedades tumorales es la influencia del componente inflamatorio sistémico
gue contribuye en gran manera a las complicaciones y a su expansion. En
estrecha relacién con este hecho esta el fenémeno de oxidacion espontanea de
moléculas de gran importancia homeostatica a través de la formacién de especies
reactivas de oxigeno, fendmeno conocido como “estrés oxidativo”.

La modificacion oxidativa de las moléculas de ADN convierte a estas
estructuras en inestables y propensas al acimulo de mutaciones genéticas y
podrian servir como biomarcadores para el diagnéstico y prondstico de la

enfermedad.

OBJETIVO.

En el presente estudio nos planteamos:

- Medir el nivel de estrés oxidativo en suero y orina en cada fase del proceso
tumoral, antes y después de la intervencion y estudiar su influencia en el proceso
evolutivo del cancer colorrectal.
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- Analizar la influencia en los niveles de estrés oxidativo de patologias
asociadas en los pacientes, asi como de los habitos de los mismos, incluyendo los
dietéticos.

- Valorar el papel diagnéstico y predictivo de los productos de estrés oxidativo

en pacientes con tumor colorrectal en estado basal y post quirargico.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO.

La donacion vy utilizacién de muestras biolégicas humanas serd gratuita, sin
que en ningln caso las compensaciones que se prevén en la Ley de Investigacion
Biomédica puedan comportar un caracter lucrativo o comercial.

Es posible que no obtenga ningun beneficio directo de su participacion en el
presente, pero puede que otros pacientes se beneficien en el futuro de
investigaciones de este tipo al divulgarse en revistas cientificas y aumentar el
conocimiento en este campo.

El estudio no supone ningln riesgo para los participantes.

El médico responsable del estudio le dara mas informacion si lo desea.

COMPENSACION DEL PACIENTE.

De ninguna forma el hecho de firmar el consentimiento informado significa
que Ud. pierde o renuncia a los derechos legales que pudieran corresponderle ni
exime al investigador/colaboradores ni a las instituciones implicadas en el mismo

de las obligaciones y responsabilidades profesionales correspondientes.

FINANCIACION.
El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacién del
mismo.

Su participacion en el estudio no le supondra ningln gasto.

POLITICA DE CONFIDENCIALIDAD.

Se solicita su consentimiento para la utilizacion de la informacion clinica y
muestras recogidas para el desarrollo de este proyecto de investigacion. Tanto los
datos personales (edad, sexo, etc.), como los datos de salud o la muestra para

investigacién, se recogeran empleando un procedimiento de codificacion, y se le
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asignara un numero gracias al cual sus datos personales quedarian protegidos.
So6lo su médico podra relacionar estos datos con Vd. y con su historia clinica. Y
sera responsable de custodiar el documento de consentimiento. Sélo a él le
corresponde garantizar el cumplimiento de su voluntad en relacién al uso de la
muestra biolégica que Vd. cede para investigacién. Por lo tanto, su identidad no
sera revelada a persona alguna.

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de los datos de caracter personal
de todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgénica
15/1999, de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De
acuerdo a lo que establece la legislacién mencionada, usted puede ejercer los
derechos de acceso, modificacion, oposicién y cancelacién de datos, para lo cual
debera dirigirse a su médico del estudio.

En el caso de que se produzca la publicacion en revista cientifica, sera
garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la
legislacion vigente en nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores y al Comité Etico de Investigacion Clinica cuando lo
precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre
manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacién vigente.

Muchas gracias por su colaboracion.

328



Anexos

ANEXO II: HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO.

TITULO DEL ESTUDIO: “Relacién del estrés oxidativo y lesién del material

genético con la patogenia del tumor colorrectal”.

Nombre y apellidos del investigador principal: Dra. Delia Acevedo Leon.
Servicio: Andlisis Clinicos. Hospital Universitario Peset.
fnos: 961622537/961622529.

— He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
— He sido informado por el profesional de salud abajo mencionado sobre:
1. Los objetivos del estudio.
2. Las medidas para asegurar el respeto a la vida privada y a la

confidencialidad de los datos personales.

He recibido suficiente informaciéon y he podido hacer preguntas sobre el

estudio.

— Comprendo que mi participacion es voluntaria.

— Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

— Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones
detalladas en la hoja de informacién.

— Dono mis muestras de sangre y orina y doy el consentimiento para que sean
utilizadas en investigacion.

— Doy consentimiento al Hospital Universitario Dr. Peset para utilizar las muestras

para el proceso de investigacion, en el propio Hospital y/o en otros Centros

designados por éste, siempre de acuerdo con las normas éticas vigentes.

Entiendo que mi muestra va a ser utilizada para el estudio y no se va a

conservar ni utilizar para investigaciones futuras.
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— Doy consentimiento al Hospital Universitario Dr. Peset para que los resultados
de las investigaciones realizadas puedan darse a conocer en la comunidad
cientifica.

— Soy consciente de que al concluir la investigacion objeto del estudio, las
muestras bioldgicas restantes seran destruidas a menos que autorice su
conservacion para la realizacion de futuros estudios genéticos. En caso de
conservacion, estas muestras no podran ser identificadas ni custodiarse por un
periodo superior a 5 afios.

— Autorizo la conservacién de las muestras tras el estudio (sefale la casilla): []

— Firmo mi conformidad de participacion voluntaria en el estudio:

Fecha:

Firma del participante Firma del Investigador Principal
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ANEXO Ill: CUESTIONARIO DE ADHERENCIA A LA DIETA

MEDITERRANEA.
Test PREDIMED de Adherencia a la Dieta Mediterrdnea del Instituto de Salud

Carlos Il

El test Predimed es un breve instrumento de valoracion dietética formado por un
conjunto de 14 preguntas cortas cuya evaluacién pretende ofrecerle informacién
sobre la adherencia al patron de Dieta Mediterranea.

La Dieta Mediterranea tradicional es un modelo alimentario compuesto
principalmente por el consumo abundante de alimentos de origen vegetal (frutas,
verduras, hortalizas, legumbres y frutos secos), asi como de cereales y productos
del mar, la utilizacion del aceite de oliva como principal grasa de adicién y la poca
presencia de carnes rojas y alimentos procesados.

Ademas, sostiene el consumo de productos frescos, locales y de temporada, los
métodos culinarios (y de cultivo) tradicionales, y la realizacién de comidas en
compaiiia, asi como otros estilos de vida saludables como la practica diaria de
actividad fisica moderada.

Se basa en el estudio aleatorizado PREDIMED (Prevencion con Dieta
Mediterrdnea), ensayo multicéntrico realizado en Espafa para el estudio de los
efectos de la dieta mediterranea sobre la prevencion primaria de la enfermedad
cardiovascular.
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Apellidos, Nombre:

HC:

N°

PREGUNTA

VALORACION

Puntos

¢cUsa usted el aceite de oliva

principalmente para cocinar?

I No=0 O si=1

¢Cuantas cucharadas de aceite de oliva
usa al dia (incluyendo el usado para freir,
el de las comidas fuera de casa, las
ensaladas, etc.)?

[ Menos de dos=0 [Dos o mas=1

¢ Cuantas raciones de verdura u hortalizas
consume al dia, al menos una de ellas en
ensaladas o crudas (las guarniciones
contabilizan como % racion)?

[ Menos de tres=0 [ Tres o mas=1

¢Cuéntas piezas de fruta (incluyendo
zumo natural) toma al dia?

[1Menos de tres=0 [ Tres o mas=1

¢Cuantas raciones de carnes rojas,
hamburguesas, salchichas o embutidos
consume al dia (una racién equivale a 100-
150 gr.)?

[JUna o mas=0 [ Menos de una=1

¢Cuéntas raciones de mantequilla,
margarina o nata consume al dia (porcion
individual equivale a 12 gr)?

Juna o mas =0 [ Menos de una=1

¢;Cuantas bebidas carbonatadas
azucaradas (refrescos, colas,
bitter) consume al dia?

ylo
ténicas,

[ 1Una o mas =0 [ Menos de una=1

¢Bebe vino? ¢ Cuantos vasos consume a
la semana?

[[1Menos de tres=0 [ Tres o mas=1

¢ Cuantas raciones de legumbres consume
por semana (una racion o plato equivale a
150 gr)?

[OMenos de tres=0 [ Tres o mas=1

10

¢ Cuantas raciones de pescado 0 mariscos
consume a la semana (un plato, pieza o
racion equivale a 100-150 gr de pescado 0
4-5 piezas de marisco)?

COMenos de tres=0 [ Tres o mas=1

11

¢Cuantas veces consume reposteria
comercial (no casera) como galletas,
flanes, dulces o pasteles a la semana?

OTres o mas=0 [ Menos de tres =1

12

¢ Cuantas veces consume frutos secos a la
semana (una racién equivale a 30 gr)?

COMenos de una=0 [JUna o mas=1

13

¢Consume preferentemente carne de
pollo, pavo o conejo en vez de ternera,
cerdo, hamburguesas o salchichas (carne
de pollo: una pieza o racién equivale a
100- 150 gr)?

0 No=0 Osi=1

14

¢ Cuantas veces a la semana consume los
vegetales cocinados, la pasta, el arroz u
otros platos aderezados con una salsa de
tomate, ajo, cebolla o puerro elaborada a
fuego lento con aceite de oliva (sofrito)?

[ Menos de dos=0 [JDos o mas=1

PUNTUACION TOTAL

PUNTUACION TOTAL: < 9: baja adherencia, 29: buena adherencia
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