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RESUMEN

El cancer colorectal (CRC) es una enfermedad muy prevalente en nuestro medio
en la que intervienen diversos factores, pudiendo identificar tanto causas genéticas
como ambientales. Salvo los canceres de origen hereditario posiblemente sean causas
multifactoriales las implicadas en el mecanismo fisiopatolégico de la enfermedad, no
pudiendo sefialar a ninguna de ellas como causa primaria. Sean cuales sean las causas lo
que parece claro es que el estrés oxidativo constituye un mecanismo fundamental en la
génesis de esta enfermedad, dando lugar a las mutaciones que convierten las células en
cancerosas y que posteriormente van a producir que esas células malignas escapen a los

mecanismos defensivos frente al estrés oxidativo, como la apoptosis.

En este trabajo estudiamos los niveles de estrés oxidativo en pacientes con
polipos intestinales y con CRC, desde sus origenes en la aparicion de un pdlipo
intestinal hasta sus ultimos estadios. En lineas generales hemos podido comprobar cémo
los niveles de oxidacion presentan un incremento conforme avanza el estadio de la
enfermedad tanto en sangre como en tejido (este ultimo solo en pacientes con
CRC).Mencién especial tienen los valores de Mieloperoxidasa (MPO), que se ven
incrementados en los pacientes con CRC, ya que se trata del primer estudio que analiza
esta proteina en el plasma de pacientes con CRC. Asi mismo, hemos visto como los
niveles de Apolilpoproteina D (ApoD) en el tejido de los pacientes con CRC sufren una
disminucion conforme avanza el estadio, posiblemente resultado de los mecanismos de
escape del tumor para evadir los efectos beneficiosos de esta proteina frente al estrés
oxidativo. También hemos encontrado relacion entre los niveles de oxidacion y la
alimentacion y estilo de vida de los pacientes de tal forma que aquellos que consumen
mayor cantidad de antioxidantes y realizan mayor ejercicio tienen menores niveles de
oxidacion. Otro aspecto que hemos tratado es el estudio de las enfermedades
intercurrentes y los tratamientos farmacologicos de los pacientes y de qué manera

afectan a las variables analizadas.

Dentro de los estudios de supervivencia comprobamos como aquellos pacientes
con niveles mas bajos de oxidacion sobreviven mas tiempo, al igual que aquellos

pacientes con un estilo de vida saludable. Por el contrario, los pacientes con



enfermedades intercurrentes obtienen un menor grado de supervivencia en nuestro

estudio.

Otro aspecto que hemos abordado es la creacion de las variables “Oxidative
Balace Score Modificada 1”7 (OBSM1) y “Oxidative Balace Score Modificada 2”
(OBSM2) para valorar de forma objetiva la oxidacion en los pacientes. Consiste en una
modificacion del OBS utilizada por otros autores y que utiliza variables obtenidas de
cuestionarios de frecuencias por lo que estd sujeta a matices de subjetividad. Estas
variables propuestas utilizan datos provenientes del suero de los pacientes.

De forma general podemos decir que hemos contribuido a esclarecer las
relaciones entre el estrés oxidativo y el CRC demostrando que la oxidacion juega un
papel importante desde el primer momento de la enfermedad. Este momento debe ser
considerado la aparicién de un polipo adenomatoso en la mucosa intestinal que tiene
altas posibilidades de degenerar hasta la aparicion de CRC. Segun nuestros estudios los
dafios producidos por el estrés oxidativo, ya sea por circunstancias favorables de tipo
genético, ambiental o ambas, puede ser el que dé origen a ese polipo. Si las condiciones
siguen siendo favorables, por causas geneticas, por el estilo de vida o por un menor
consumo de antioxidantes, los niveles de oxidacion siguen aumentando dando lugar a
una displasia en el pdlipo. Si aumentan los niveles de estrés oxidativo, ain mas, ese
polipo teminaria convirtiéndose en un CRC. Unido a los estudios de alimentacion esta
secuencia demuestra un papel fundamental de la dieta y del estilo de vida en el

desarrollo de esta enfermedad.
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1. INTRODUCCION

1.IMOTIVACION Y VISION GENERAL DEL TEMA

El estrés oxidativo se ha propuesto Ultimamente como una de las causas del
Adenocarcinoma Colorrectal (CRC). En nuestro estudio vamos a analizar el estado
oxidativo en cada fase del proceso tumoral. Para ello determinamos en suero
marcadores de oxidacién (LDL oxidadas y MPO) y de sustancias antioxidantes (beta
carotenos, vitamina A, vitamina E y licopeno). También estudiamos en suero el estado
lipidico y nutricional de los pacientes (LDL, HDL, colesterol total, triglicéridos y
proteinas totales) ya que hay estudios que indican que estos parametros pueden
intervenir modificando el riesgo y la evolucion de la enfermedad a través de la
induccion o de la reduccion del estrés oxidativo. En nuestro estudio no solo hemos
determinado el estado oxidativo en suero, sino que también lo hemos analizado en
tejido tumoral y tejido sano de cada paciente. Para ello hemos analizado lipidos
peroxidados (TBARS) y proteinas nitrosiladas. Dado que tanto el estrés oxidativo como
el origen del proceso canceroso estan intimamente relacionados con la inflamacion
también hemos estudiado la respuesta inflamatoria sistémica mediante la proteina C
reactiva. Para valorar los parametros estudiados como marcadores pronosticos los
hemos comparado con los marcadores tumorales de referencia en esta enfermedad
(CEA y CA 19.9). Hemos medido también el nivel del estradiol en nuestros pacientes

ya que parece ser que actiia como un factor protector frente a la enfermedad.

El papel del estrés oxidativo como motivo de la enfermedad parece estar
originado por una alimentacion deficiente en sustancias antioxidantes que aumenta el
estrés oxidativo. También hay estudios que relacionan el sedentarismo con un aumento
del estrés oxidativo. De una manera o de otra ambos factores aumentan el riesgo de
padecer cancer de colon. Por este motivo a nuestros pacientes les realizamos un
cuestionario de frecuencias alimentarias y una completa historia clinica en la que se
detallan habitos de vida y su indice de masa corporal ya que parece ser que la obesidad

también estd implicada en el origen de la enfermedad.
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Nuestro grupo de investigacion lleva afios investigando los efectos de
Apolipoproteina D en Sistema Nervioso y su papel protector frente al estrés oxidativo.
Por eso mismo, en este trabajo se han analizado tres polimorfismos de APOD con el fin
de estudiar si los individuos con cancer de colon presentan alguna variacion genética en
el gen de esta proteina que pudiera hacerlos méas susceptibles al estrés oxidativo y por

tanto al cancer.

Junto con los pardmetros citados también se han recogido de cada paciente las
enfermedades intercurrentes y los tratamientos de cada uno de ellos. De esta manera

podemos estudiar de qué manera interfieren en la enfermedad estos datos.

Se sugiere que el desarrollo de la enfermedad se altera o acentda por la accion
conjunta de los factores mencionados anteriormente. Todos estos estudios se han
llevado a cabo en pacientes con pélipos intestinales, pacientes con adenocarcinoma

colorrectal y un pequefio grupo control.

El fin dltimo de este estudio es realizar una evaluacion inicial de las
determinaciones mencionadas para poder utilizarlas como marcadores diagnosticos o
prondsticos tempranos. Esto nos permitiria identificar a los sujetos susceptibles de
padecer cancer de colon (en el caso de los individuos con pélipos) y aconsejarles sobre
cémo cambiar su estilo de vida. Para ello, seria esencial llevar a cabo una dieta
saludable con incremento de los alimentos ricos en sustancias antioxidantes que traten
de disminuir las posibilidades de desarrollar cancer de colon. En el caso de los pacientes

con CRC se trataria de prolongar la supervivencia.

A continuacion vamos a realizar una pequefia revision bibliogréfica del tema y

trataremos de justificar los andlisis realizados.
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1.2 RESUMEN DE OBJETIVOS

Los objetivos basicos que se han pretendido conseguir en esta Tesis son los siguientes:

Medir el nivel de estrés oxidativo en suero, en cada fase de un proceso
tumoral, y estudiar su influencia en el proceso evolutivo del Cancer
Colorrectal (CRC). Relacionar el nivel de estrés con los posibles parametros
que influyen en la aparicion del CRC y pudieran servir para llegar a esclarecer
un diagnostico precoz. Como estudio original de esta tesis se tratard de
cuantificar la MPO en suero como marcador del estrés oxidativo en pacientes
con CRC. Establecer el estado pro-oxidante que facilita las mutaciones en las
células intestinales que dan origen a las células cancerosas y las sustancias

que mejor definen este estado.

Determinar y cuantificar el estrés oxidativo en tejido tumoral y tejido normal y
estudiar su relacion con la evolucion del CRC. Este es el primer trabajo en el
que se estudia la nitrosilacion de proteinas y su comparacion en tejido normal

y tumoral en pacientes del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

Analizar, en los pacientes objeto de este estudio, los polimorfismos del gen
ApoD con el fin de estudiar la susceptibilidad a padecer estrés oxidativo en
funcion de los genotipos de ApoD.

Estudiar la influencia de habitos, estilo de vida, costumbres adquiridas y otras
enfermedades intercurrentes, sobre el estrés oxidativo y otros pardmetros que

tengan influencia en el CRC.

Analizar como influyen el estrés oxidativo y el resto de parametros estudiados

en la supervivencia.
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1.3 DISENO DE LA TESIS

El contenido de esta tesis se ha organizado de la siguiente manera:

- El Capitulo 2 se dedica a una breve revision bibliogréfica acerca de los temas
tratados en esta tesis: el adenocarcinoma colorrectal, el estrés oxidativo, el resto de

parametros determinados en este estudio y la ApoD.

- El Capitulo 3 desarrolla la hip6tesis general y los objetivos desarrollados en

esta Tesis.

- El Capitulo 4 contiene el desarrollo de la parte experimental realizada para la
consecucion de los objetivos de esta Tesis.

- El Capitulo 5 es una recopilacion de todos los datos experimentales y de
historia clinica y de cuestionarios de frecuencia alimentaria recogidos en los sujetos
estudiados. También se muestran en este capitulo la discusién de los resultados

obtenidos en el estudio.

- El Capitulo 6 muestra las conclusiones mas relevantes de los experimentos, la

importancia de los logros obtenidos y su importancia de cara a futuros trabajos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER COLORRECTAL

El adenocarcinoma de colon (AEC) es una enfermedad muy prevalente en
nuestro medio y supone la segunda causa de muerte por tumores en Europa occidental y
Norteamérica(l). Es el tercer cancer mas comun en el mundo, siendo su incidencia
mayor en el mundo desarrollado donde constituye el segundo cancer mas frecuente
(2,3).

El cancer colorrectal es

considerado un proceso que cursa en
diferentes etapas. La mucosa intestinal
comienza a proliferar escapando a los

mecanismos de control y llegando

R finalmente a una  transformacion

maligna. En primer lugar encontrariamos

Tissue is removed from
the colon for examination

Fig 1. Pélipo resecado mediante colonoscopia formaria un polipo. El pélipo es una

lesion con potencial de malignizacion,

una etapa de displasia de la mucosa que

Ilegando a producirse anaplasia de la mucosa y evolucionando hacia cancer colorrectal
que a su vez seguiria su evolucion en diferentes estadios. La mortalidad de esta
patologia esta disminuyendo debido principalmente al diagnostico precoz y a la mejora

de los tratamientos, especialmente las terapias coadyuvantes con la cirugia.(4)

El cancer constituye una enfermedad con una base genética que resulta de la
acumulacion de mutaciones en genes que regulan el ciclo celular. De todos los canceres
un 5 a 10% son de origen hereditario y hasta en un 25% se encuentran antecedentes en
familiares de primer grado, aunque no se pueda determinar que sea de origen hereditario
(5). La epigenética, consistente en la metilacion de genes, también participa en los
mecanismos del cancer de colon de forma que mediante este sistema se silencian genes
supresores de tumores o bien, si existe una hipometilacion, se pueden expresar

protooncogenes que llevarian al cancer (6).
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Entre los factores de riesgo hay que destacar dos grupos. Por un lado los
antecedentes familiares, que nos hacen pensar en una predisposicion a padecer esta

enfermedad o en una forma heredada de la misma, y el estilo de vida (4).

Dentro de los factores que aumentan el riesgo a padecer cancer de colon
encontramos como mas relevantes pertenecer al sexo masculino, la edad, la aparicién de
polipos colonicos, obesidad, diabetes, alcohol, tabaquismo, ingesta de carne roja, de
huevos, sedentarismo y enfermedad inflamatoria intestinal. Entre los factores
protectores, que hemos podido recoger en la literatura como mas relevantes, sefialamos
la toma de acido folico, de &cido acetil salicilico, la terapia hormonal sustitutiva en
mujeres postmenopadsicas, el calcio y la vitamina D, y realizar ejercicio fisico.
También se ha comentado que reduce el riesgo de padecer esta enfermedad la ingesta de
fibra y de frutas y verduras (4,5,7) .

La primera manifestacion suele ser la presencia de sangre en heces o bien la
apariciéon de anemia en una analitica de rutina. Otras veces, aproximadamente el 30 %
de los casos debutan como una obstruccion intestinal que supone una urgencia

quirargica (4,5,7).

En cualquiera de los casos los enfermos afectos de esta patologia sufren las
consecuencias de la anemia, y en los casos de diagnostico tardio la obstruccion como
complicacion. La obstruccion puede ser motivo de una ulceracion intestinal e incluso de
una perforacion, por este motivo se interviene a los pacientes aunque s6lo constituya
. una medida paliativa. También pueden
aparecer dolores célicos,
hipopotasemia, invaginacion de la
mucosa, hemorragia digestiva, tenesmo

y hematoquecia (4,5,7).

El diagndstico viene

establecido por colonoscopia con toma

de biopsia del tumor. También se

"

Fig. 2 Imagen de Céancer de colon en una colonoscopia puede utilizar para el diagnéstico la
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Resonancia Magnética de alta resolucion, a modo
de colonoscopia virtual, pero tiene el
inconveniente de no poder realizar la toma de
biopsia del tumor, por lo que hay que recurrir a la
colonoscopia posteriormente (4,5,7).

Para localizar metéstasis a distancia se
utilizan tanto la Tomogafia Computerizada como
la Tomografia de Emisién de Positrones (4,5,7).

Fig. 3. Imagen de radiologia simple a

El tratamiento del cancer de colon consiste
doble contraste

basicamente en la cirugia. La cirugia puede ser
terapeltica si tiene como objeto erradicar la enfermedad, o paliativa en caso de

pacientes terminales con metéastasis a distancia o tumores irresecables (4,5,7).

Se puede, ademaés, afiadir tratamientos coadyuvantes que han demostrado gran
eficacia en los ultimos afios y que suponen una de las causas del aumento de la
supervivencia como son la radioterapia y la quimioterapia. Se pueden aplicar antes de la
cirugia para disminuir la masa tumoral, después para reducir eliminar las células

cancerosas, 0 antes y despues (4,5,7).

El Gnico marcador atil en el cancer colorrectal utilizado actualmente es el
oottt ool antigeno carcinoembrionario (CEA).
Este marcador es bastante inespecifico
ya que puede elevarse en diferentes
tipos de canceres y en otras patologias
por lo que no es util para realizar un
diagnéstico de la enfermedad. El

CEA es util a la hora de evaluar la

respuesta al tratamiento y para

Fig. 4. Reseccion de colon afectado por carcinoma

detectar recidivas tumorales tras la
cirugia o el tratamiento coadyuvante (8,9).
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2.1.1 Tipos de genes afectados y epigenética del cancer colorrectal:

- Cambios genéticos en los protooncogenes. Son genes que controlan la
proliferacion celular. Una mutacién o un reordenamiento, en uno de estos genes que
tenga como consecuencia una ganancia de funcién, va a provocar el crecimiento
incontrolado de esa célula que dara origen al cancer. Hay mas de cien tipos de
oncogenes identificados y la mayoria estan implicados en cambios somaticos. Basta con
que un alelo esté mutado para que se produzca la enfermedad, de manera que se

comporta como dominante (4,5,7).

- Cambios en los genes supresores de tumores. Son genes que en su mayoria se
encargan de funciones como la reparacion de los dafios del DNA. Para que funcionen
basta con tener una copia activa, con lo que estos genes se comportan de forma recesiva.
Son los responsables de la mayoria de los casos de cancer hereditario ya que se hereda
un alelo mutado. Por tanto, sélo hay que esperar que durante la vida del individuo
ocurra una mutacion en el otro alelo de una de sus células sométicas para que se
desarrolle la enfermad. Se pueden dividir en Gatekeepers como son TP53, RB1, VHL o
APC, caretakers cuya participacion en el cancer es de caracter indirecto, como son
MLH1y MSH2, y landscapers (4,5,7).

- Modificaciones epigenéticas. Consiste en la metilacion de islotes CpG en
regiones promotoras que causan el blogueo del gen y el cese de la expresion de la
proteina. También hay ocasiones en las que un gen esta metilado normalmente u ocurre
una hipometilaciéon de su promotor con lo que la proteina se sobreexpresa y si resulta
ser una proteina que participa en la proliferacion celular sobreviene el cancer (4,5,7).

2.1.2 Rutas genéticas

Dentro de las rutas genéticas que dan origen a un carcinoma colorectal se han

descrito basicamente tres, que ademas son mutuamente excluyentes:
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2.1.2.1Inestabilidad cromosémica

Presente en al menos el 85% de los canceres colorrectales. Las células
cancerosas presentan ganancias o pérdidas de material cromosémico como
consecuencia de recombinaciones mitoticas aberrantes. Se piensa que esto es debido a la
accion de la proteina APC mutada, encargada de mantener la conexiéon de los
cromosomas con los microtibulos en la division celular. Esta mutacion necesita
producirse en uno sélo de los dos alelos, o sea de forma dominante. Esta mutacion es un
hecho precoz en la aparicion del cancer colorrectal que aparece incluso en el estado de
polipo, luego son necesarias un minimo de cuatro a siete mutaciones acumuladas en
genes diferentes para que aparezca la transformacion cancerigena. La mayoria de
tumores en esta ruta presentan mutaciones en genes tales como K-ras, protooncogen
cuya mutacion aparece en poélipos con displasia moderada y que se encuentra en al
menos el 40% de los tumores, B-catenina, mutacion que aparece también en el estadio
de polipo precoz (50% de los tumores), el gen DCC y el gen TP53 con participacion en
la apoptosis y cuya mutacion juega un papel fundamental en la aparicion del cancer.
Esta ruta esta presente en la mayoria de los canceres colorrectales de origen esporadico
(4,5,7,10).

2.1.2.2 Inestabilidad de microsatélites

Consiste en cambios en las secuencias de microsatélites de DNA del tejido
comparado con los microsatélites de DNA constitucional. Estos cambios son debidos al
fallo en la maquinaria reparadora del DNA de la célula (mismatch repair MMR).
Muchos genes implicados en la tumorogénesis presentan microsatélites por lo que son
diana de este mecanismo. Los principales genes que aparecen en esta ruta son TGFbR2
que aparece en el 90% de los tumores con inestabilidad de microsatélites, IGF2R,
PTEN, los factores de transcripcion E2F4 y TCF4, el gen BAX y caspasa 5 relacionados
con la apoptosis, MSH3, MSH6, MLH1 y MBD4 relacionados con la MMR, AXIN1 y
WISP3 implicados en la via WNT. Este tipo de tumores tienen localizacién proximal,
suelen ser de tipo mucinoso, pobremente diferenciados y suelen presentar infiltrados
linfocitarios. Ademaés, tienen mejor prondstico ya que no tienen tendencia a

metastatizar. Las mutaciones de los genes anteriormente descritos aparecen en el 90%
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de los pacientes que presentan un cancer de colon hereditario no polipésico, pero
también aparecen en un 15% de los tumores esporadicos. Aunque este ultimo 15% es
controvertido ya que estudios recientes afirman que no hay casos esporadicos en esta
via. Estos casos esporédicos corresponderian a tumores que no son consecuencia de
mutaciones sino de silenciamiento de genes por mecanismos epigenéticos, sobretodo en
el caso de MLH1. Sin embargo, otros estudios mantienen que la inestabilidad de
microsatélites esta presente en un 15 % de los canceres colorrectales y que un 3% seria
debido al sindrome de Lynch y el resto a formas esporédicas o a hipermetilacion del
promotor de MLH1 (4,5,7,10).

2.1.2.3 Via serrada
No estd totalmente clara y los tumores originados por esta ruta siguen un

mecanismo diferente a los descritos anteriormente. Vendrian de poélipos hiperplasicos y

de adenomas serrados (5).

2.1.3 Cancer colorrectal de origen hereditario

Se estima que un 20 a 30% de todos los casos de carcinoma colorrectal tienen un
origen hereditario, aunque de todos ellos sélo un 5% esta asociado a alguno de los
sindromes de carcinoma colorrectal con mutaciones en genes definidos. En el resto, a
pesar de existir una agregacion familiar, no se conocen bien los mecanismos que
conducen al cancer. Se piensa que influyen polimorfismos en genes relacionados con el

metabolismo y con factores medioambientales (11).

Como ya hemos mencionado anteriormente, la mayoria de los individuos
incluidos en estos sindromes son portadores de una mutacion en uno de los dos alelos de
un gen supresor de tumores. Cuando aparece otra mutacion en el otro alelo se produce el

cancer.
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2.1.3.1 Poliposis adenomatosa familiar

Se trata de una enfermedad en la que los pacientes presentan mas de 100 pdlipos
adenomatosos en colon y recto. Los p6lipos comienzan a aparecer a una edad media de
16 afios. Estos polipos terminan degenerando en un adenocarcinoma en la cuarta o
quinta década de la vida. La enfermedad se comporta como autosomica dominante con
penetrancia practicamente completa y expresividad variable. La poliposis se asocia con
tumores en otras localizaciones como adenomas gastricos y hamartomas fundicos,
tumores desmoides, hipertrofia congénita del epitelio pigmentario de la retina,
osteomas, quistes epidermoides y otras neoplasias menos frecuentes. También existe
una forma con menos de 100 pdlipos que se desarrolla en colon derecho y que su

transformacion cancerosa se retrasa unos 10 afios (5,11).

Las mutaciones mas conocidas en
esta enfermedad recaen sobre el gen de la
proteina APC. Esta proteina, de 2843
aminoacidos con un peso de 311.8 kDa
contiene 3  repeticiones de 15

aminoacidos y otras 7 repeticiones de

otros 20 aminoécidos que ligan la pB-
Fig. 5. Reseccion de colon afectado por poliposis ~ catenina. La funcion de esta proteina en
familiar condiciones normales es de supresora de
tumores ya que al unirse a la B-catenina impide que ésta se acumule en el citosol y
forme complejos con el factor de transcripcion LEF-1 que penetra en el nicleo y activa
la expresion de oncogenes como c-myc. Ademas, el extremo terminal de APC se une a
EB1 que participa en la union de los microtibulos con los cromosomas en la division
celular por lo que también participa en la estabilidad cromosémica. Si muta aparece la

inestabilidad cromosdmica de la que hemos hablado con anterioridad (5,11).

Las mutaciones en esta proteina que dan origen a esta enfermedad originan una
proteina truncada que no cumple ninguna de las funciones indicadas anteriormente. Ya
hemos mencionado que en los genes supresores de tumores es necesaria la mutacién de
los dos alelos para que se produzca la malignizacién, lo que se conoce como la teoria

del doble impacto de Knudson. Sin embargo, aqui parece existir una excepcion ya que
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el segunda impacto esta determinado por el primero en la linea germinal. Es posible que
con la simple mutacion de un alelo heredado se produzca la enfermedad. Una sola copia

activa no bastaria para ligar toda la -catenina y empezaria a acumularse (5,11).

Asi mismo, existe una relacion entre
la localizacion de la mutacion en el gen y el
fenotipo expresado. De esta manera
mutaciones en determinados codones de la
proteina llevarian a canceres mas agresivos

que otros. En ocasiones la mutacion no da

lugar a una proteina truncada sino a una

Fig. 6. Colonoscopia de colon afectado por
poliposis

proteina que es menos funcional y aparecen
las formas atenuadas ya descritas. También
existe relacion entre la localizacion de la mutacién y el tipo de manifestaciones

extracolonicas que aparecen en los pacientes (5,7,11).

2.1.3.2 Adenoma y carcinoma colorrectal multiple (MAP)

Se trata de una poliposis coldnica que se hereda de forma autosémica recesiva.
Se produce por mutacion en el gen MYH. Este gen codifica una proteina supresora de
tumores encargada de la reparacion del DNA. Los individuos llevarian mutado un alelo
y con el tiempo se produciria una segunda mutacion en el otro alelo que daria lugar a la
poliposis (5,7,11).

Se ha visto que la muchos de los afectos también terminan teniendo mutaciones
en APC. Esto es debido a que los errores de replicacion no se reparan por la mutacién
de MYH, con lo que surgen mutaciones en otros genes, entre ellos APC. Por lo tanto,

muchos de estos individuos comparten mutaciones en las dos vias (5,7,11).
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2.1.3.4 Sindrome de Lynch

Nos referimos aqui al también llamado cancer de colon hereditario no asociado a
poliposis. Es un sindrome heredado de forma autosomica recesiva relativamente
frecuente ya que supone del 1 al 5% de todos los carcinomas colorrectales. La edad de
aparicion se situa en torno a los 45 afios. Ademas de al cancer de colon esta asociado a
otros tumores, los mas frecuentes son endometrio (60%), gastrico (13%), ovarico
(12%), pancreas, tracto biliar, rifidn, sistema nervioso central e intestino delgado. Los de
este ultimo 6rgano son 100 veces mas frecuentes que en la poblacion general pero

tienen mejor prondstico (5,11).

Los tumores colorrectales englobados en este sindrome son pobremente
diferenciados, de tipo mucoide, con células en anillo de sello y con marcado infiltrado

linfocitario (5).

El sindrome en cuestion estd producido por mutaciones originadas en genes
reparadores de los errores de emparejamiento producidos durante la replicacion del
DNA (mismatch repair o genes MMR) MLH1, MSH2, MSH6, MSH3, PMS2, PMS1 o
MLH3. Todas estas proteinas actian en conjunto formando uniones entre ellas y
constituyendo asi una maquinaria compleja de reparacién. Se hereda una mutacion en
uno de estos genes por via germinal que necesita de otra mutacién para producir la
enfermedad, o bien la metilacion del promotor de MLH1. Si este sistema falla empiezan
a producirse un namero ingente de mutaciones que van a condicionar la inestabilidad de

microsatélites (5,11).

Las mutaciones en MSH2 y MLH1 son las responsables del 90% de los casos.
En el primero se suelen producir mutaciones sin sentido en sitios de corte y empalme
del MRNA, mientras que en MLH1 se suelen producir mutaciones con sentido erréneo
(5,11).

Para detectar la inestabilidad de microsatélites se han propuesto cinco

marcadores de microsatélites (BAT 25, BAT 26, D5S346, D2S123 y D17S250) que la
califican en alta (MSI-H), baja (MSI-L) o estable (MSS) (5,10,11).
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Las mutaciones en MSH2 estan asociadas a una mayor predisposicion a
desarrollar un cancer de localizacion extracolonica. MLH1 se asocia mejor a canceres

de tipo colonico. La mutacién en MSH6 estéa relacionada con cancer endometrial (5,11).

También se pueden realizar tinciones inmunohistoquimicas de las proteinas
codificadas por estos genes. En los casos en que los genes estén mutados se observara
una disminucion en la tincion, lo que nos conduciria a un diagndstico de este sindrome
(5,11).

Para diagnosticar esta enfermedad existen unos criterios diagnosticos que vamos

a comentar (5,7):

- Criterios de Amsterdam:
- Al menos tres familiares afectos de CCR u otro tumor HNPCC relacionado
y:
- Un caso menor de 50 afios

- Poliposis adenomatosa familiar excluida

- Criterios de Bethseda:
- Edad menor de 50 afios
- Neoplasia HNPCC asociada sincronica o metacronica
- Patologia caracteristica y edad menor de 60
- CCR en uno o més familiares de primer grado con tumor HNPCC, uno
menor de 50 afios.
- CCR en dos o mas familiares de primer grado o segundo grado con tumor
HNPCC.

Los pacientes que cumplan estos criterios deben ser incluidos en programas de

estudio de céncer hereditario a nivel genético.
Estudios, publicados recientemente, muestran que siguiendo estos criterios se

pueden escapar al menos un 28% de pacientes con sindrome de Lynch. Estos autores

recomiendan realizar la inmunohistoquimica para las proteinas de reparacién o el
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estudio de microsatéliltes a todos los enfermos de cancer colorrectal,

independientemente de su edad o de sus antecedentes familiares (7).

A todos los familiares en los que se hayan detectado mutaciones en los genes de
esta enfermedad se recomienda realizar colonoscopias periddicas a partir de los 25 afios.
A partir de los 40 afios deben realizar una colonoscopia cada 1 0 2 afios. Las mujeres
deben realizarse revisiones perioddicas para prevenir un carcinoma endometrial a partir
de los 30 o 35 afios (5,7,10,11).

2.1.4 Implicaciones en el tratamiento

El desarrollo de la genética nos estd ayudando en la prevencion del cancer de
colon identificando a portadores de mutaciones que en un futuro van a desarrollar la
enfermedad. Pero a la hora del tratamiento por el momento solo nos ayuda la

identificacion de la proteina KRAS mutada (5,7).

Los enfermos en cuyo tejido tumoral se encuentra una mutacion en el gen de
esta proteina responden mal a los quimioterdpicos del grupo de anticuerpos
monoclonales frente al receptor del factor de crecimiento epidérmico (inhibidores
EGFR) como cetuximab. La existencia 0 no de esta mutacion debe de establecerse en
todos los casos antes de iniciarse el tratamiento ya que los pacientes con KRAS salvaje

pueden beneficiarse de los farmacos anteriormente mencionados (5,7).
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2.2 ESTRES OXIDATIVO

: ORIGEN DE ESPECIES
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Fig. 7. Mecanismo de produccion de radicales libres, dafios producidos y defensas antioxidantes

A menudo se ha mencionado como una de las causas de esta enfermedad
maligna la inflamacion de la mucosa colonica y la dieta basada en sustancias que

aumentan el estrés oxidativo (1,12,13).

Se entiende por estrés oxidativo el dafo celular causado por los radicales libres
del oxigeno (ROS) resultantes de la oxidacién de sustratos para obtener energia o en el
marco de un proceso metabolico. Hay que tener en cuenta que el metabolismo normal
en presencia de oxigeno produce ROS, por lo que siempre va a existir un minimo de

estrés oxidativo (14).

2.2.1 Dafios producidos por los ROS

Los efectos mas importantes de los ROS se citan a continuacién (14):
- El O%; es téxico para las enzimas mitocondriales tales como la aconitasa, pero
tiene una vida media muy corta.

- EI' HO"; difunde facilmente y es altamente reactivo.
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- El HO® también difunde facilmente y es
altamente reactivo. Ataca al DNA,
macromoléculas, proteinas y lipidos.

- Los radicales hidroxilo también atacan
indirectamente reaccionando con &cidos

grasos insaturados o formando perdxidos

organicos que se descomponen hasta

Fig. 8. Mecanismo de dafios del
estrés oxidativo

aldehidos dando lugar a puentes

aldehidos entre proteinas.

- AGEs (“ddvanced Glycation End products”), formados por la reaccion de
azlicares con grupos amino de proteinas. Induce uniones proteina-proteina y
mutaciones del DNA, asi como el metabolito reactivo s-adenosil-metionina que
altera los puentes de hidrégeno de las bases del DNA a través de la metilacion
de la guanina.

- Inestabilidad del DNA.

- Depurinacién y deaminacion de las bases del DNA.

- Isomerizacion y deaminacion de aminoacidos.

- Defosforilacion de fosfoproteinas.

Como podemos comprobar, los ROS producen importantes dafios tanto
estructurales como funcionales en la célula. Para evitar estos dafios las células estan
dotadas de sistemas que eliminan los radicales libres o las moléculas dafiadas por ellos.
No obstante, estos sistemas no son perfectos por lo que el dafio bioldgico se acumula
(14).

2.2.2 Sistemas de reparacion de dafios

Los principales sistemas de eliminacion y reparacion consisten en lo siguiente (14):

- Las estructuras dafiadas son destruidas y reemplazadas.

- Los lisosomas tienen enzimas hidroliticos que degradan no solo moléculas sino
también organelas como mitocondrias. Ellos mismos pueden autofagocitarse por
el acimulo de alteraciones en su membrana. Las proteinas son degradadas por

proteosomas que estan en el citosol y en el ndcleo.
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- La mitocondria tiene su propio sistema proteolitico de eliminacion de proteinas

dafiadas.

Es en el momento en el que estos sistemas de reparacion se sobrepasan cuando
se establece el dafio bioldgico que es la base de muchas patologias. El estrés oxidativo,
ademas de en numerosas enfermedades, esta involucrado también en procesos como el

envejecimiento, ya que el dafio se va acumulando con el tiempo (14).

Las defensas naturales contra los radicales
libres incluyen vitaminas A y E, pB-carotenos y

20, -+ 2H* ——» H,0, + O? i - . ; . .
licopeno. Los dafios producidos por el estrés oxidativo

son producidos por un desequilibrio de estas
moléculas, ya sea por un aumento en la produccion de

2H,0, —— 2H,0+0, . i i . .,
Fig 9. Mecanismo de enzimas los radicales libres o por una disminucion de las

antioxidantes defensas antioxidantes. Por consiguiente unos niveles
bajos de antioxidantes pueden ocasionar un acimulo de ROS que provoquen lesiones

celulares que conduzcan a la aparicion de cancer (15-18).

Segun diversos estudios, el dafio producido por el estrés oxidativo esta
relacionado con la etiologia de diversas enfermedades gastrointestinales, entre ellas el
adenocarcinoma de colon y la enfermedad de Crohn (2,3,12,19-23). Ademas, esta
demostrado que la dieta juega un papel importante, de tal manera que, las proteinas
antioxidantes, y por tanto protectoras frente a los ROS, previenen el adenocarcinoma de
colon (2,3).

El propio estrés oxidativo induce la sintesis de proteinas que intentan reparar el
dafo producido por los ROS en el DNA o bien, si no es posible, llevar a la célula hacia
la apoptosis (20). Sin embargo, al mismo tiempo diversos estudios muestran una
resistencia de las células tumorales al propio estrés oxidativo (19,24). Por eso, uno de
nuestros objetivos es investigar en qué momento el tumor se hace resistente a los dafios

producidos por el estrés oxidativo.

Como ya hemos comentado anteriormente en nuestro estudio tratamos de valorar

el estado oxidativo en cada fase del proceso tumoral. Para ello hemos analizado tanto el

32



estado prooxidante como antioxidante de cada paciente mediante biomarcadores en
suero. Como antioxidantes hemos elegido retinol (vitamina A), alfa tocoferol (vitamina
E), p-caroteno vy licopeno. Como marcadores de oxidacion determinamos
mieloperoxidasa (MPO) y LDL oxidadas (LDL ox). Para valorar el balance entre
marcadores pro oxidantes y antioxidantes proponemos la variable “oxidative balance
score” modificada (OBSM), modificacion del OBS propuesto por Hoydonck et al. (25)
ya que utilizamos biomarcadores en suero en lugar de cuestionarios de frecuencia al
igual que ha realizado Goodman et al (26). Hemos analizado el estado oxidativo en
tejido tumoral y tejido normal adyacente al tumor analizando los lipidos peroxidados

mediante TBARS vy la nitrosilacion de proteinas.

También hemos considerado de interés estudiar la relacion entre el estado
lipidico de cada paciente mediante biomarcadores en suero (LDL, HDL, CT, TG, PT
para valorar el estado nutricional), la respuesta inflamatoria sistémica (PCR), el estilo de
vida y la alimentacion y el estado oxidativo. De esta manera pretendemos determinar la

relacion entre estos parametros y el desarrollo del tumor.

2.2.3 LDL oxidadas

Las LDL oxidadas son generadas por la accion de los ROS que, como ya hemos
comentado, tienen un papel importante en la peroxidacion de lipidos. Las LDL oxidadas
juegan un importante papel en la progresion de la aterosclerosis y deben ser
consideradas como un biomarcador que refleja el estado de estrés oxidativo en
plasma.(27). Un estudio anterior encuentra un aumento del riesgo de padecer cancer de
colon con niveles elevados de LDL oxidadas de forma independiente con otros factores
de riesgo y con el estilo de vida (27), pero no hay trabajos en los que se estudie la
asociacion de los niveles de LDL oxidadas con el estadio del tumor ni si la elevacién de
las LDL ox viene determinada por patologia asociada o si tratamientos como las

estatinas pueden modificar dichas asociaciones.

Las LDL ox surgen de la peroxidacién lipidica llevada a cabo por los ROS,
produciendo en su interior lipidos peroxidados y aldehidos. Estas lipoproteinas oxidadas

reducen la accion de enzimas antioxidantes como superoxido dismutasas y glutation
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peroxidasas, con lo que los ROS se elevan aun mas. Ademas inducen la expresién de la
COX-2 que produce prostanglandina E2 la cual estimula la proliferacion y el
crecimiento del tumor. Estudios previos indican que el consumo de acido acetilsalicilico
(AAS) y otros antiinflamatorios no esteroideos (AINE) reduce el riesgo de padecer
cancer de colon al inhibir la COX2 (27).

Un estudio previo encuentra una asociacion positiva entre vitamina E y LDL ox,
probablemente porque las LDL unen vitamina E. También asociacion positiva con
niveles de colesterol (27).

La asociacion entre cancer de colon y resistencia a la insulina es debida al

exceso energético de la dieta que produce una resistencia a la insulina, lo que eleva los

niveles circulantes de triglicéridos y otras grasas, favoreciendo su oxidacion (27).

2.2.4 Mieloperoxidasa (MPQO)

La mieloperoxidasa (MPO)
es una glicoproteina con un peso
molecular de 150 kDa que
contiene  hierro. Forma un
complejo tetramétrico de uniones
covalentes y esta compuesta por
dos cadenas alfa glucosiladas de
MW 59-64 kDa y dos cadenas beta

Fig. 10. Estructura tridimensional de MPO formando un

homodimero. En rojo los grupos Hemo. En verde las desglucosiladas de MW 14 kDa.
hélices alfa y en amarillo las hojas beta.

La MPO se encuentra de forma
abundante en los granulos azurofilicos primarios de neutréfilos y estd presente en los
monocitos. Como respuesta a una invasion microbiana, los granulos citoplasmicos de
neutrofilos liberan la MPO en el espacio fagosomico y extracelular, catalizando la
conversion de peréxido de hidrogeno e iones de cloruro (Cl-) a &cido hipocloroso, un

potente agente oxidante (28-30).
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La mieloperoxidasa se emplea tradicionalmente como marcador de
inflamaciones de las vias respiratorias causadas por asma o irritantes medioambientales.
Asi mismo, se cree que la MPO participa en las distintas fases de la aterogénesis y que
puede influir en la propagacion de la aterosclerosis. La relacion entre los niveles
elevados de MPO en suero y las enfermedades cardiovasculares (CAD) representa un
importante papel de la MPO como marcador de inflamaciones en las CAD, permitiendo
la identificacion de pacientes con riesgo de padecer accidentes cardiacos a falta de

necrosis miocardica (30-32).

No existen estudios previos acerca de los niveles de MPO en suero en pacientes
con cancer de colon, aunque si hemos encontrado bibliografia acerca de MPO en tejido
tumoral y normal de estos pacientes. Estos estudios revelan un aumento de MPO en el
tejido tumoral con respecto al tejido normal (33-35).

2.2.5 Peroxidacion Lipidica

R H,0 R La peroxidacion lipidica en el
’ 4 on ) } Lipido radical tejido fue estimada mediante el ensayo
§ Iniciacion : de sustancias reactivas-acido barbiturico
Lipido insaturado 0, (TBARS) y se encontraron mayores
Propagacion . . ., . -

niveles de peroxidacion lipidica en el
tejido tumoral que en el tejido normal

4 N § _
OOH H 00" adyacente de cada paciente. En otros
estudios se ha encontrado una mayor

Lipido perdxido Lipido peroxil radical

actividad enzimatica antioxidante que
Fig. 11. Mecanismo de peroxidacion de lipidos ofrece proteccion del efecto dafiino de
estas especies activas en el tejido tumoral. Se ha sugerido que la produccién de especies
de oxigeno reactivo puede jugar un papel en la carcinogénesis y que el riesgo de cancer
colorrectal se incrementa por accién mutagénica de los radicales libres que son
producidos mediante reacciones de oxidacion. El tracto gastrointestinal esta
constantemente expuesto a ROS originados de fuentes enddgenas y exogenas. La
exposicion de la mucosa a las especies reactivas luminales es un proceso progresivo.

Esta exposicion se debe a deshechos de comida oxidados, altos niveles de iones de
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hierro, oxidantes de la saliva, toxinas, bacterias y &cidos biliares. Se ha estimado que el
70 a 90% de las muertes de cancer de colon pueden estar ligadas a la dieta. Las
diferencias en los factores ambientales, como el ejercicio fisico y la dieta,
particularmente en la ingesta de antioxidantes y prooxidante pueden contribuir al cancer
de colon. EI consumo de frutas y vegetales que son ricos en nutrientes antioxidantes
pueden ayudar a prevenir el cancer de colon minimizando los efectos genotdxicos de los
radicales libres y la peroxidacion lipidica. Hay un interés considerable, por tanto, en

utilizar la prevencion dietética y la quimioprevencion para el cancer de colon (35).

En un estudio anterior la mayor concentracion de TBARS fue encontrada en
CRC de grado G1. En grados subsiguientes de diferenciacion celular (G2 y G3) sus
concentraciones fueron menores. EI mayor nivel de peroxidacion lipidica expresado
como concentracion de TBARS fue encontrado en el estadio | de CRC. La
concentracion significativamente mas baja fue mostrada en el estadio Il (36). Sin
embargo, en otros estudios se encontraron mayores niveles de lipidos peroxidados en

los estadios més altos, en especial en 11y en IV (37-39)

En otros estudios se han encontrado menores niveles de peroxidacion lipidica en
el tejido tumoral que en el tejido normal periadyacente. Varios estudios experimentales
sefialan la existencia de una reduccién en el metabolismo de especies reactivas de
oxigeno en células cancerosas, lo que provee de una ventaja a estas células. Una
correlacion inversa ha sido demostrada entre la peroxidacion de lipidos de membrana y

la proliferacion celular (19).
Como podemos comprobar existe una importante controversia sobre los niveles

de lipidos peroxidados en CRC en la literatura cientifica. Nuestro estudio intentara

aclarar, en parte, a qué pueden ser debidas estas contradicciones.

2.2.6 Proteinas Nitrosiladas

En el marco del proceso del estrés oxidativo se produce un potente oxidante
peroxinitrito, producto de radicales aniones superdxido con oéxido nitrico. El

peroxinitrito causa numerosos efectos citotoxicos como son la nitrosilacion de

36



proteinas, la rotura de DNA, la activacion de poli(ADP-ribosa) polimerasa produciendo
cambios en la expresion génica, cambios en la sefializacion celular, disfuncion

mitocondrial y, en casos extremos, induccion de apoptosis y necrosis.
Se ha comprobado que el nivel de proteinas nitrosiladas se correlaciona bien con

el estrés oxidativo, la respuesta inflamatoria sistémica (en concreto con los niveles de

PCR), el aumento de masa corporal y los niveles de glucemia (40).
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2.3 SUSTANCIAS ANTIOXIDANTES

2.3.1 Vitamina A

La vitamina A es esencial para el
crecimiento de los vertebrados y juega un papel
importante en la vision y en la diferenciacion
celular (a través de receptores nucleares,
interaccionando con otros factores de transcripcion

como los activados por la vitamina D) (41).

La vitamina A administrada en altas dosis

es toxica y resulta especialmente dafiina para el

NP Viwmbra 4 feto causando defectos congénitos. Una dosis
Fig. 12. Estructura de la vitamina A diaria segura de vitamina A total para adultos son
(Retinol)

de 24 a 3.0 mg, aunque la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations) recomienda 0.6 mg en la dieta de los

varones y 0.5mg en la dieta de los hombres (41).

Durante la absorcién intestinal es transportada en los quilomicrones en forma de
ésteres de retinol y en plasma esta unida a la proteina ligadora de retinol. En las células
se une a una proteina similar ligadora de retinol y es almacenada en el higado y otros
tejidos (41).

Aunque la vitamina A puede ser donante y aceptor de electrones la ingesta de
vitamina A es un potente antioxidante in vivo. Hay que diferenciar entre las propiedades
quimicas y la actividad fisiolégica in vivo, ya que su accién estd modulada por otros

factores de la actividad bioldgica (41).

Valores bajos de retinol se han asociado con una pobre supervivencia en
enfermos con AEC (1). Segun diversos autores, los efectos del acido retinoico sobre los
receptores RAR y RXR consisten en la regulacion del ciclo celular y de la apoptosis.

Ademas, se ha encontrado una disminucion de estos receptores en células cancerosas.
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Fig. 13. Metabolismo de la vitamina A
(Retinol)

Por otra parte, el retinol puede
suprimir el cancer colorrectal a través de
mecanismos  independientes de  estos
receptores reduciendo los niveles de proteina
beta-catenina, que es capaz de incrementar la
transcripcion de genes involucrados en la
progresion del tumor. Ademas, el retinol
puede también reducir la matriz de
metaloproteinasa, RNAm, proteinas y niveles

de actividad (42-46).

La vitamina A (retinol) disminuye en
pacientes con cancer, al igual que la vitamina

E y ambas se correlacionan con parametros

de respuesta inflamatoria sistémica como la PCR. Niveles bajos de vitaminas Ay E se

asociaron con mal prondstico. Esta disminucidn se atribuye a un descenso de la proteina

ligadora de retinol y de la transtirretina como respuesta de fase aguda (47).

2.3.2 p-Carotenos

Fig. 14. Estructura de beta caroteno

Existen mas de 600 tipos de
carotenoides cuyas funciones incluyen el
aprovechamiento de la luz y la
fotoproteccion en plantas y

microorganismos, la formacion de la

vitamina A en animales y la coloracion en varias especies (48).

El B-caroteno tiene efectos antioxidantes y se ha demostrado que previene la

aparicion de CRC (49). Ademas se ha encontrado una relacion inversa entre carotenos y

riesgo de cancer de colon (27).
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Los B-carotenos en fumadores actlan como prooxidantes que aumentan los
niveles de F2 isoprostanos, IL-6 y TnF-alfa aumentando también el riesgo de padecer

cancer de pulmén (50).

2.3.3 Licopeno

También denominado y,y—caroteno es el
carotenoide, junto con el beta-caroteno, mas

abundante en los tejidos humanos, donde esta

He

o _ presente en relativamente altas concentraciones
Fig. 15. Estructura del licopeno

en testiculos comparado con otros tejidos como
higado y glandulas adrenales (51).

El licopeno tiene una estructura fundamental de cuarenta carbonos. Los
carotenos (fitoeno, fitoflueno, &-caroteno) son intermediarios a partir de los cuales, por
sucesivas deshidrogenaciones se biosintetiza el licopeno. En los tomates rojos es el

principal pigmento y en los amarillos es un precursor del mismo (48).

El licopeno es un antioxidante que se encuentra de forma mayoritaria en el
tomate. Ademas de sus efectos antioxidantes, se le atribuyen efectos anticancerigenos
ya que inhibe la proliferacion y progresion del tumor in vitro (52). No obstante, existe
controversia, ya que algunos autores han encontrado una asociacion entre altas
concentraciones de licopeno y un aumento del riesgo de padecer cancer de colon (53),

mientras que otros mantienen que es el mayor antioxidante en este tipo de cancer (54).

2.3.4 Vitamina E

Es el nombre colectivo de un grupo de lipidos estrechamente relacionados
denominados tocoferoles que contienen un anillo aromaético sustituido y una cadena
lateral isoprenoide larga. Dado que son hidrofébicos, los tocoferoles se asocian con las
membranas celulares, los depdsitos lipidicos y las lipoproteinas de la sangre. Los

tocoferoles son antioxidantes biolégicos. El anillo aromaético reacciona con las formas

40



mas reactivas de radicales del oxigeno y otros radicales libres destruyéndolas. De este
modo se protege de la oxidacion a los acidos grasos insaturados y se previenen las
lesiones oxidativas de los lipidos de las membranas, lo cual puede causar fragilidad
celular. Los tocoferoles se encuentran en los huevos y aceites vegetales, siendo

especialmente abundantes en el germen de trigo (55).

Los tocoferoles se diferencian en el nimero y posicion de los grupos metilo en el

anillo bencénico y de los cuales el alfa-

OH

HaC CHg tocoferol tiene la maxima actividad

bioldgica. Esta se deberia principalmente a

H:C
CH3

m sus  propiedades  antioxidantes, que
Hie! Hy

Fig. 16. Estructura de la vitamina E (alfa dificultan o impiden la - peroxidacion

tocoferol) lipidica  contribuyendo asi a la
estabilizacion frente a la oxidacion de estructuras de membrana y de otras sustancias
activas (por ejemplo vitamina A, ubiquinona, y también hormonas y enzimas). La
vitamina E estd implicada en la transformacion del é&cido araquidénico en
prostaglandinas y hace disminuir la velocidad de agregacion plaquetaria. Las
necesidades son del orden de 15 mg de alfa-tocoferol al dia, pero aumentan si la
alimentacion es muy rica en acidos grados instaurados. Con un aporte normal, las
concentraciones plasmaticas se sittan entre 0,7 — 1,6 mg/100mL. Se considera que
existe deficiencia para valores inferiores a 0,4 mg/100mL (48). En animales de
laboratorio sometidos a dietas carentes de vitamina E aparece piel escamosa, debilidad
muscular, pérdida de peso y esterilidad. La deficiencia de vitamina E en seres humanos

es muy rara; el principal sintoma es la fragilidad de los eritrocitos (55).

La vitamina E disminuye en pancientes con cancer, al igual que la vitamina A y
ambas se correlacionan con parametros de respuesta inflamatoria sistémica como la
PCR. Niveles bajos de vitaminas A y E se asociaron con mal pronéstico. Esta
disminucion se atribuye a un descenso de las proteinas ligadoras como respuesta de fase
aguda (47).
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2.4 MARCADORES TUMORALES

2.4.1 Antigeno Carcinoembrionario (CEA)

El CEA es una glicoproteina de 180 Kd constituida en su mayor parte por
carbohidratos. Se une a la membrana citoplasmatica mediante mediante 28 aminoacidos
hidrofobicos que se encuentran en su extremo C-terminal. Se desconoce su funcion pero
debido a su semejanza con las inmunoglobulinas se piensa que podria estar implicada en
los mecanismos de reconocimiento y adhesion celular. La familia del CEA la
constituyen otras glicoproteinas con gran similitud al CEA codificadas por genes
localizados en el cromosoma 19. Las concentraciones séricas normales de CEA son
menores de 5ng/mL, si bien incrementos hasta 15ng/mL pueden ser detectados en
sujetos fumadores. Puede incrementarse en enfermedades benignas como la cirrosis
hepatica, la insuficiencia renal, patologia pulmonar (EPOC, neumonia, tuberculosis),
enfermedades digestivas (colitis ulcerosa, diverticulitis, enfermedad de Crohn,
pancreatitis), quistes ovaricos o hipertiroidismo, siendo de todas ellas la insuficiencia
renal y la hepatica las que causan una mayor elevacion aunque inferior a 25ng/mL.
Aunque en un primer momento podemos pensar en una marcador inespecifico
realmente goza de una elevada especificidad de cancer debido a que estas patologias
diferentes de la tumoral causan discretas elevaciones del mismo. En general el CEA se
encuentra elevado en tumores epiteliales de pulmon, mama, neoplasias de cabeza y

cuello, digestivas,... (8,9).

En lo que al CRC se refiere la sensibilidad del CEA varia dependiendo del
estadio en que se encuentre el paciente. Puede ser de 4 a 10% en el estadio A (de
Dukes), 25-45% en el B, 40-65% en el C y de 65-90% en el D. Hay que decir que el

CEA se asocia a carcinomas bien diferenciados. (9)

El CEA se puede utilizar como marcador prondéstico ya que la mayoria de los
pacientes con niveles preoperatorios inferiores a 5ng/mL siguen libres de enfermedad,
mientras que si esos valores son superiores alrededor de un 66% vuelven a desarrollar la
enfermedad para el estadio B. Lo mismo sucede para el C pero las cifras son de 15%

libres de enfermedad para los que tienen niveles patologicos y 41% para los que tienen
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valores preoperatorios normales. Ademas hay que tener en cuenta que el CEA es el
primer signo de recidiva antes de que sea positiva cualquier otra prueba diagnoéstica ya
sea clinica o de imagen. Si la velocidad de ascenso es elevada es mas probable la
recidiva hepéatica mientras que si se produce lentamente es mas frecuente que se trate de
una recidiva loco-regional. Se deben realizar determinaciones de CEA para el
seguimiento cada 3 meses y se debe considerar positivo si el valor asciende un 30%
debiendo repetirse la determinacion dentro del mes siguiente. No obstante pueden
existir recidivas con CEA negativo. Al parecer la resecabilidad de la recidiva esta en
relacion con la concentracion del CEA siendo del 63% en los casos menores de 11ng/ml

y del 30% cuando se supera ese valor. (9)

El CEA debe utilizarse como monitorizacion del tratamiento con
determinaciones cada 2-3 meses mientras dure el tratamiento. Si persisten niveles
elevados indica progresion de la enfermedad, ain en ausencia de otras pruebas. No
obstante al inicio del tratamiento se pueden observar incrementos que no indican

progresion y son debidos al efecto citotoxico de la droga. (9)

2.4.2 Antigeno Carbohidrato 19.9 (CA19.9)

Es wuna proteina constituida principalmente por carbohidratos (85%),
especialmente acido sialico, fucosa y sialil lacto N fucopentosa. Se consideran normales
las concentraciones inferiores a 37 U/mL y pueden incrementar su valor enfermedades
benignas como hepatopatias, pancreatitis e insuficiencia renal con valores superiores a
las 1000 U/mL en el caso de hepatopatias, aunque rara vez pasa de las 500 U/mL. Por
esto mismo algunos autores cuestionan su utilidad en el cancer de pancreas, aunque
utilizando valores superiores a 1000 U/mL como limite de deteccion la especificidad es
del 98%. Cuando cesa la enfermedad ya sea de tipo neoplasico o no los valores

descienden llamativamente (8,9).
Es de utilidad en el seguimiento de carcinomas gastrointestinales, cancer

pancreatico, neoplasias ovaricas y en tumores broncopulmonares, especialmente en el

carcinoma indiferenciado de células grandes (9).
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En realidad el CA19.9 aporta escasa informacion al seguimiento de esta
enfermedad, aunque podria tener algin valor pronostico. Para la deteccion de una
recidiva su sensibilidad oscila entre el 30 y 50% y su uso combinado con el CEA solo
permite aumentar su sensibilidad en un 5%. EI CA19.9 tiene una sensibilidad del 60 —
70% por lo que se podria utilizar en la monitorizacion del tratamiento en estos pacientes

aunque hay pocos pacientes con CA19.9 positivo y CEA negativo.
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2.5 _MARCADORES DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA,
NUTRICIONALES Y PROTECTORES

2.5.1 Proteina C Reactiva (PCR)

Es una proteina cuyo peso molecular esta entre 118000 y 144000 Da con un
contenido sustancial de hidratos de carbono. El gen de la PCR esta localizado en el
cromosoma 1 humano. Su concentracion sérica normal suele ser de 100 ng/mL en el
momento del nacimiento, de 170 ng/mL durante la infancia y de 470 ng/mL a 1340
ng/mL en sujetos adultos. A pesar de estas concentraciones la PCR tiene gran
importancia como reactante de fase aguda altamente sensible. Generalmente se
determina por su capacidad de precipitar la sustancia C o por métodos inmunoldgicos
que incluyen nefelometria, precipitacion, RIA y enzimoinmunoanalisis. En nuestro caso
lo hemos determinado por inmunoturbidimetria. La PCR es una proteina con migracion
gamma en la electroforesis y puede formar una banda distinta de aspecto monoclonal en
pacientes que presentan una respuesta inflamatoria intensa. La PCR reconoce
especificamente a la fosfocolina, parte hidrofobica de la fosfatidilcolina en la membrana
celular. Esta union activa la via clasica del complemento y estimula a los macrofagos.
En los casos en que sus niveles se elevan por encima de 10mg/L suele indicar la
existencia de un proceso en fase aguda como infarto agudo de miocardio, traumatismo,
infeccin, cirugia, estrés o tumores. En cambio cuando sus niveles son inferiores a
10mg/L actGa como un indicador de procesos cronicos tales como el dafio endotelial,
aterosclerosis, infeccién periodontal, infeccion por C. pneumoniae, H. pylori,
Citomegalovirus o inflamacion bronquial. Es una proteina scavenger (limpiadora) que
ayuda a recoger y transportar los restos celulares y los productos de degradacion de los
fagocitos (sistema reticulo endotelial) para procesarlos y conservar sustancias vitales,

por ejemplo el hierro (56).

Como ya hemos comentado su aumento en pacientes con CRC se relaciona con

un mal prondstico (57-61).
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2.5.2 Proteinas Totales (PT)

El examen de las proteinas del plasma puede proporcionar informacién que
refleje diferentes estados patologicos. La medicion de las PT proporciona al médico
informacion acerca del estado general del paciente con relacion a su nutricién o con
alguna enfermedad organica grave (como en los estados con pérdida de proteinas). El
esqueleto de las moléculas proteicas es una cadena continua de atomos de carbono y
nitrogeno que forman aminoacidos unidos mediante enlaces peptidicos. En un extremo
hay un grupo amino libre y en el otro un grupo carboxilo libre. Mientras que el
esqueleto del péptido es cualitativamente invariable entre las diferentes proteinas, las
proteinas tienen una identidad estructural en virtud de los grupos laterales o restos de
los amino&cidos constituyentes. EI peso molecular medio de un aminoacido es de 120
Da. Las proteinas séricas tienen un tamafio que varia aproximadamente entre 66 y mas
de 700 KDa (56).

2.5.3 Estradiol (E2)

Es una hormona esteroidea con un anillo A de tres dobles enlaces insaturados
derivada del colesterol que influye en el desarrollo de las caracteristicas sexuales
secundarias en hombres y mujeres y regulan el ciclo reproductor femenino (55). Los
ovarios, los testiculos y las glandulas suprarrenales tienen capacidad para sintetizar
estrogenos a partir de los androgenos androstendiona y testosterona. El ovario sintetiza
casi todo el estradiol. Un gran numero de 6rganos, como la piel, la grasa, los hematies,
el Gtero y el higado tienen enzimas que metabolizan estrogenos, pero el higado
desempefia el papel principal. El estradiol y la estrona son conjugados en el higado y se
excretan como sulfatos y glucuronatos. El sulfato de estrona y otros conjugados de
estrogenos se excretan en la bilis y son hidrolizados en el intestino y reabsorbidos a la
circulacién periférica. En sangre va unida a la globulina ligadora de hormonas sexuales
(SHBG), la misma proteina trasportadora que se une a la testosterona y otros
estrogenos. En el suero el estradiol se encuentra principalmente en forma conjugada,
60% unido a albumina, 38% a SHBG y 2 a 3% en forma libre. El estradiol es el méas
potente de los estrdgenos y esta presente en concentraciones inferiores a 50pg/mL en el
periodo preovulatorio. Las concentraciones aumentan durante la segunda mitad de la

fase folicular y alcanzan un pico de 150 a 500 pg/mL. Tras el pico de la hormona
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luteinizante (LH) sufre un marcado descenso casi hasta alcanzar los niveles
provulatorios y a continuacion aumenta ligeramente hasta 100 o 200 pg/mL durante la
fase luteinica. Durante la menopausia las concentraciones caen uniformemente hasta

aproximadamente el 15% de los niveles premenopadsicos (56).

El hecho de que el cancer de colon sea mas frecuente en varones y en mujeres
post menopausicas lleva a pensar en un papel protector de los estrogenos en este tipo de
tumor. Parece ser que actlan tanto a nivel genético induciendo apoptosis (mediante la
fragmentacion de DNA, aumentando la sefial de p53 e induciendo la cascada de las
caspasas), como a nivel de los receptores clasicos de estradiol induciendo sefiales

rapidas que aumentan el receptor de vitamina D (62).
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2.6 COLESTEROL, HDL, LDL, TRIACILGLICEROLES

El colesterol es el principal esterol

CH3

en los tejidos animales. Los esteroles son

CH-CH2-CH2-CH2-CH-CH3

"G CH3 lipidos estructurales que se encuentran en

- la membrana de la mayoria de las células
eucariotas. Tienen un nudcleo esteroide
COLESTEROL formado por cuatro anillos fusionados, tres

HO

de ellos con seis carbonos y uno con cinco.
Fig. 17. Estructura del colesterol , . .

Este nucleo es casi plano y relativamente
rigido ya que los anillos fusionados no permiten la rotacion alrededor de los enlaces C-
C. El colesterol es anfipético, con un grupo de cabeza polar (el grupo hidroxilo en C-3)
y un grupo hidrocarbonado apolar (el ndcleo esteroide y la cadena lateral
hidrocarbonada en C17) que es casi tan largo como un acido graso de 16 carbonos en su
forma extendida.
Debido a su funcion estructural en las membranas es esencial para la vida pero no es
necesario su consumo en la dieta ya que las células son capaces de sintetizarlo a partir
de precursores sencillos. El colesterol se sintetiza a partir de acetato y las moléculas de
isopreno intermediarias pueden ser a su vez precursores de otros lipidos naturales. La
sintesis tiene lugar en cuatro fases: primero tres unidades de acetato se condensan para
forma un intermediario de seis &tomos de carbono (mevalonato), después se convierte el
mevalonato en unidades de isopreno activado; seis unidades de isopreno de cinco
carbonos se polimerizan para dar lugar a la estructura lineal de treinta carbonos
(escualeno) y el escualeno se cicla para formar los cuatro anillos del nicleo esteroide
ademas de una serie de cambios adicionales (oxidaciones, eliminacion o migracion de

grupos metilo) para producir el colesterol (55).

La mayor parte de la sintesis del colesterol tiene lugar en el higado. Desde alli el
colesterol se exporta en una de las tres formas siguientes: colesterol biliar, acidos
biliares o esteres de colesterol a otros puntos del organismo. El colesterol y sus ésteres
son practicamente insolubles en agua, por lo que se combinan con proteinas
transportadoras especificas denominadas apolipoproteinas con diversas proporciones de
fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y triacilgliceroles (TG). Estos complejos se

denominan lipoproteinas, cuya densidad varia desde los quilomicrones (<1,006 g/ml),
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VLDL (de 0,95 a 1,006 g/ml), IDL (de 1,006 a 1,063 g/ml) hasta las lipoproteinas de
alta densidad (HDL) (de 1,063 a 1,210 g/ml). Los quilomicrones transportan los acidos
grasos de la dieta hasta los tejidos, donde seran almacenados o consumidos como
combustible. Los quilomicrones desprovistos de la mayor parte de los triacilgliceroles
pero que todavia contienen colesterol, apoE y apoB-48 se unen a receptores hepaticos
mediante la apoE siendo endocitados y dejando el colesterol en el higado. Cuando en la
dieta hay un exceso de acidos grasos y glucidos éstos se transforman en triacilgliceroles
en el higado y son exportados mediante lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL)
junto con una pequefia parte de colesterol hasta tejido adiposo y musculo. Las VLDL
una vez que han perdido una pequefia parte de los TG se convierten en lipoproteinas de
densidad intermedia (IDL). De estas IDL una parte es recaptada por el higado y otra
parte pierden méas TG convirtiéndose en lipoproteinas de baja densidad (LDL) muy ricas
en colesterol y ésteres de colesterol, con apoB-100 como principal apolipoproteina, la
cual es reconocida por receptores de las células de los tejidos extrahepéticos y éstos
recogen el colesterol de las LDL. En el higado se sintetizan precursores de las HDL que
contienen relativamente poco colesterol y nada de sus ésteres. Las HDL contienen
apoA-1, apoC-1, apoC-2, apoD vy el enzima lecitina-colesterol acil transferasa (LCAT)
que cataliza la formacion de ésteres de colesterol a partir de lecitina y colesterol. Este
encima convierte el colesterol y la fosfatidilcolina (lecitina) de los quilomicrones y de
las VLDL residuales en ésteres de colesterol los cuales empiezan a formar un nucleo,
transformando la HDL naciente en HDL madura que retorna al higado cargada de

colesterol (55).

Los estudios previos acerca de la influencia del colesterol, HDL, LDL y
triglicéridos sobre el cancer de colon no estd muy clara aunque parece existir una
relacion entre cifras altas de colesterol y triglicéridos y cancer de colon (63), aungue no
se sabe si son una causa de la enfermedad o una consecuencia del estilo de vida y que
sea este Ultimo el responsable de la enfermedad (64). Hay varios posibles mecanismos
por los que lipidos de suero y lipoproteinas pueden influir en AEC. Lipidos y
lipoproteinas han sido asociados con procesos neoplasicos tales como inflamacion(65),
resistencia a la insulina (66) y el estrés oxidativo (67,68). Sin embargo, se desconoce si
lipidos y lipoproteinas causan estos procesos o si son intermedios o son los factores de
correlacion los que actian dentro de estos mecanismos (64). En el caso del HDL y

triglicéridos se ha demostrado que niveles bajos estaban inversamente asociados con el
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riesgo de padecer AEC e incluso se ha visto alta asociacion entre los niveles de TG y de
LDL. Existen varios posibles mecanismos por los que las concentraciones de HDL-
colesterol en sangre pueden estar, directa o indirectamente, relacionadas en la
carcinogénesis colorrectal. Las concentraciones bajas de HDL han sido relacionadas con
el incremento de las concentraciones de citoquinas proinflamatorias tales como la
interleukina 6 (IL-6) en la circulacion sanguinea asi como los receptores factor-alfa de
la necrosis tumoral, mientras que el incremento de las concentraciones de citoquinas
antiinflamatorias tales como la IL-10 estan asociadas con el aumento de las
concentraciones de HDL-colesterol (65). Estas citoquinas proinflamatorias parecen
estimular el crecimiento celular y la proliferacion celular y la inhibicién de la apoptosis
(69)®), mientras que las citoquinas inflamatorias inhiben la produccién de estas
citoquinas proinhibidoras (70). Estas observaciones sugieren que el HDL puede
modular la carcinogénesis de colon a través de procesos inflamatorios. Otro mecanismo
sugerido es a través de la modulacion del estrés oxidativo debido a que el HDL muestra
actividad antioxidante y se cree que confiere proteccion frente a la oxidacion de LDL-
colesterol (67,68). Una baja concentracion de HDL conduce a un LDL-colesterol mas
oxidado, el cual ha sido descrito como una de las causas del incremento del estrés
oxidativo intracelular (71), un proceso que esta ligado a la patogénesis del cancer (72).
Es interesante que no haya estudios que analicen el uso cada vez mayor de drogas
reductoras de lipidos (por ejemplo, estatinas) y bajas dosis de AAS en pacientes con
desviaciones de sus concentraciones de lipidos. Ambas drogas han sido asociadas con
un efecto quimiopreventivo en la carcinogénesis colorectal (73,74) y puede asi, interferir
con las asociaciones investigadas en este estudio (64). Nosotros hemos realizado una
historia clinica exhaustiva en la que estudiamos como las estatinas, el AAS, otros

AINEs y otras patologias influyen sobre los pardmetros del estudio.
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2.7 OBESIDAD Y DIETA

La obesidad es un factor de riesgo
independiente para el desarrollo de diversos
canceres, incluyendo CRC. Cada 5 unidades
incrementadas en el indice de masa corporal,
incrementa el riesgo de CRC en un 30% en

hombres y un 13% en mujeres (75).

Lo s A : El consumo de dieta estilo occidental en
Fig. 18. Alimentos ricos en antioxidantes

ratones causd obesidad acompafiado de un
incremento de estrés oxidativo, inflamacion en el colon y desarrollo de tumores de
colon sin manipulacion genética ni quimica. Son consistentes los hallazgos de que la
restriccion caldrica protegid a los ratones de desarrollo de focos de criptas aberrantes y

neoplasia de colon (75).

En los ultimos afios han aparecido algunas hipétesis para explicar esta relacion.
La nocion de la resistencia a la insulina o del mecanismo dafiado para normalizar los
niveles de glucosa en sangre han formado el cuerpo de estas hipotesis, pero también se
ha avanzado en otros mecanismos relacionados (factores de crecimiento, resistencia a la
insulina, inflamacion crdnica y hormonas esteroideas). También se han identificado
genes relacionados con la susceptibilidad de padecer obesidad. Entre ellos estan genes
relacionados con la via de la insulina (INS, INSR, IRS1, IRS2, P13K), con el sistema de
las IGF (IGF1, IGF2), con adipoquinas y reguladores del metabolismo adipocitico y
diferenciacion (ACDC, LEP, TNF, PPARG) y con la regulacion periférica del gasto
energético y homeostasis (UCP1, UCP2, UCP3, ADRB2, ADRB3) (75).

En 10 investigaciones de cohortes de caracter prospectivo todas reportaron una
asociacion positiva entre el IMC y el cancer colorrectal con un riesgo relativo en un
rango de 1,2 a 3,4. El tamafio corporal también parece que influye en los estados
precoces de la carconogénesis colorrectal: el IMC se ha asociado con adenoma
colorrectal, y particularmente grandes adenomas del colon distal en siete estudios

epidemioldgicos (75).
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Hay evidencias que sugieren que la adiposidad abdominal o visceral es un factor
de riesgo para el CRC independiente del IMC. De hecho el WHR (ratio cintura-cadera)
o la circunferencia abdominal parecen ser indicadores obesidad superiores al IMC,

particularmente en individuos mayores (76).

Algunos investigadores han sugerido que el hierro, particularmente la forma
hemo, puede jugar un papel el desarrollo del cancer. La carne roja es una fuente
primaria de hierro hemo que se encuentra de forma natural en la carne como parte de la
hemoglobina y mioglobina, aunque relativamente pocos estudios han evaluado el

patencioal papel que este factor juega en el riesgo de cancer (76).

La WCRF (World Cancer Research Fund)/AICR (American Institute for Cancer
Research) apoyan el consumo de carne roja como causa de cancer colorrectal aunque la
evidencia de asociacion es relativamente debil (RR <1.5). La WCRF/AICR no sugiere
que la gente excluya la carne roja de su dieta, pero sugiere que el consumo debe ser
inferior a 500 g por semana, basdndose en datos americanos provenientes de encuestas
(77).

Diversos factores han sido propuestos para explicar la relacion entre obesidad e
incremento de riesgo de CRC. La obesidad estd asociada con elevadas concentraciones
de IGF-1, que es un conocido estimulador de crecimiento epitelial. La insulina es
mitogénica solo a concentraciones suprafisioldgicas a traves de la activacion de la via
IGF1. Las concentraciones fisiologicas de IGF1 son promotores del crecimiento y
mitogénicas, y las concentraciones incrementadas de IGF1, cuando se ajustan para
concentraciones de sus proteinas de union, se asocian con un modesto incremento del
riesgo de CRC. Las concentraciones de leptina también incrementan en la obesidad y la
leptina tiene propiedades como promotor de crecimiento, mitogénico y antiapoptotica
en lineas celulares de de cancer de colon pero no en epitelio normal. En el pdlipo
adenomatoso de colon de raton, la leptina no promovié CRC o crecimiento de
xenoinjerto en ratones. El incremento de las concentraciones en plasma de citoquinas
inflamatorias incluyendo TNF alfa y IL6 ocurre en la obesidad y estan elevados en
sujetos con adenoma colorrectal. Ademas, farmacos antiinflamatorios, como aspirina
reducen la incidencia de adenoma colorrectal. La pérdida de peso reduce

significativamente las concentraciones circulantes de TNF alfa, IL8 y MCP-1.
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Concentraciones incrementadas de obesidad se acompafian por concentraciones
progresivamente mayores de citoquinas en suero y riesgo incrementado de neoplasia
colorrectal. Esta relacion se soporta por la evidencia de que las citoquinas tienen un
efecto procarcinogénico en tejidos colorrectales. Reduciendo la actividad sistémica de
TNF alfa y eliminando NF-kB en células mieloides descendieron los tumores de colon
en los modelos de colitis de raton. Por tanto, esta reduccion de citoquinas sistémicas
inducida por régimen de dieta podria contribuir a descender la neoplasia de colon en
individuos obesos. La pérdida de peso inducida por la dieta reduce las concentraciones
en mucosa rectosigmoide de mediadores inflamatorios TNF alfa, IL6 IL8, IL-1beta y
MCP-1. En la confirmacién, la expresion de vias genéticas reguladas por TNF alfa y
IL6 y 1beta también disminuyeron. En modelos de raton con CRC inducida con colitis,
la inhibicion de vias genéticas activadas de TNF alfa y IL6 descendieron el CRC.
También observamos un descenso en la expresion de factores de trascripcion implicados

en inflamacion colorrectal, CRC y otros tipos de cancer (75).

El andlisis de subgrupos en un estudio reveld que la aspirina tenia un efecto

protector mayor en sujetos obesos que en delgados (75).

La obesidad esta asociada con la inflamacion crénica de bajo grado en tejido
adiposo, higado y endotelio coronario y se acompafia de incremento de estrés oxidativo,
que a través de moléculas intermediarias, incrementa la expresion de protooncogenes
FOS y JUN que llevan al incremento de la transcripcion de genes proinflamatroios y
reguladores de ciclo celular que promueven la carcinogénesis. La inflamacion cronica

puede mejorar el inicio y la progresién de CRC (75).

La inflamacion crénica estd presente en la mucosa colorrectal de individuos
obesos y la pérdida de peso inducida por la dieta desciende la inflamacién e inhibe las

vias inflamatorias y de genes del cancer (75).

La reduccion de peso inducida por la dieta regula a la baja los factores de
trascripcion que son cruciales en la inflamacidn y carcinogénesis y por tanto pueden
reducir el riesgo de CRC. La expresion de vias genéticas involucradas en la sintesis de
PGs fue también mas baja. En modelos de obesidad humana y de raton, la expresion

incrementada de COX2 es un regulador mayor para la sintesis de PG en colon. La

53



restriccion caldrica ha mostrado reducir la expresién de COX2 en obesidad de raton

acompariada por un descenso del nimero de focos de criptas aberrantes (75).

La formacién de radicales libres de oxigeno y el
estrés oxidativo incrementado une la inflamacion col6nica y
la formacion de cancer. La obesidad promueve el estrés
oxidativo, que a través de vias intermediarias, potencia la
expresion de genes proinflamatorios y de ciclo celular, que
pueden llevar a inflamacion y a dafio del DNA y resultar en

Fig. 19. A”mento; ricosen  la pérdida de las funciones supresoras de de tumor que son
grasas caracteristicas de CRC. La restriccion de calorias reduce la
formacion de radicales libres de oxigeno y el dafio en el DNA en higado y corazén de
roedores. La obesidad crea un ambiente en colon que promueve el inicio y progresion
de CRC vy la restriccion calérica tiene un efecto opuesto reduciendo la formacién de

radicales libres de oxigeno y descendiendo el estrés oxidativo (75).

La pérdida de peso inducida por dieta en mujeres obesas redujo la inflamacion
de la mucosa colorrectal al descender las citoquinas inflamatorias, células inflamatorias,
regulé a la baja la inflamacién y las vias genéticas del cancer y la del gen del factor de
trascripcion que potencia la inflamacion y el riesgo de CRC. Por tanto, la obesidad
aparecio acompafiada de un bajo grado de estado inflamatorio en mucosa colorrectal, y
la pérdida de pero por la dieta descendio esa inflamacion. Debido a que la inflamacién
es un importante cofactor para la carcinogénesis colorrectal, ese estado inflamatorio
puede contribuir a potenciar el riesgo de CRC en la obesidad; la pérdida de peso

contrarresta este efecto y puede por tanto disminuir el riesgo de CRC (75).

Estd demostrado que una dieta rica en sustancias antioxidantes como beta-
carotenos, vitamina E y vitamina C disminuye el riesgo de padecer AEC reduciendo los
niveles plasmaticos de TNF-alfa, IL-6 y F2 isoprostanos (a excepcion de los individuos
fumadores donde el beta carotenos actia como pro-oxidante) (78).

También ha sido demostrado que el consumo de acidos grasos poliinsaturados de
cadena larga aumenta el estrés oxidativo mediante el aumento de la peroxidacion

lipidica (79,80). ElI consumo de hierro intensifica el estrés oxidativo catalizando la
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produccion de ROS por la via de la reaccion de Haber-Weiss (81,82). Se ha encontrado
una asociacion inversa entre una dieta saludable y cancer de colon y adenoma de colon
(83-88).

Existen evidencias de que los pacientes con pélipos adenomatosos de colon

tienen un mayor indice de estrés oxidativo y siguen dietas menos saludables que los

pacientes sin pélipos adenomatosos (89).
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2.8 EJERCICIO FiSICO Y CANCER DE COLON

En tres estudios realizados en pacientes con CRC la supervivencia aumenta con
el incremento de niveles de ejercicio fisico. Dos estudios realizados en pacientes con
CRC demostraron que las personas que realizaban ejercicio al menos una vez a la
semana tenian una supervivencia incrementada en los estadios Il y 111, mientras que no
se observd asociacion en los estadios |1 y IV. El ejercicio post diagnosis se vio que
descendia la mortalidad mientras que en el ejercicio fisico prediagndstico no se observo
un incremento de la mortalidad. En mujeres que disminuyeron su nivel de actividad se
observo un modesto incremento en la mortalidad, aunque no fue significativo. Un
posible mecanismo por el cual el ejercicio fisico puede tener un efecto en la biologia del
tumor es incrementando la sensibilidad a la insulina, por tanto descendiendo la
concentracion de insulina en suero; se ha sugerido que la insulina promueve la
carcinogénesis en varios 6rganos incluido el colon. Otro posible mecanismo por el cual
la actividad fisica disminuye la mortalidad es reduciendo el tiempo de transito en el
intestino grueso, alterando los niveles de prostaglandinas y la funcién del sistema

inmune (90).
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2.9 APOLIPOPROTEINA D

La Apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina extracelular de la familia de
las lipocalinas, implicadas en diversas funciones como la respuesta inmunoldgica,
regulacion de la proliferacion celular, quimiorrecepcion, metabolismo de retinoides,

crecimiento de axones y regulacion de proteolisis (91,92).

Esta lipocalina se expresa de manera predominante en el Sistema Nervioso (SN),
tanto en la etapa prenatal (pericitos vasculares) como postnatal (glia y neuronas) (93,94)
asi como durante la vida adulta (95). También se expresa en otros tejidos, y en el plasma
va transportada por las HDL, por lo que pudiera intervenir en la regulacion del

colesterol y otros lipidos (95).

La cantidad de ApoD se incrementa de forma considerable en los tumores
sistémicos originados por glandulas apocrinas y también en algunos tumores cerebrales
primarios (96). Aunque el papel bioldgico concreto de la ApoD se desconoce, la
presencia de ApoD en tumores parece ser un factor prondstico en la evolucion. En
relacion con el SN, el aumento de la expresion de ApoD observado en numerosas
patologias neurodegenerativas podria servir para realizar un diagnostico precoz de las

mismas (96).

En caso de estrés celular se ha observado una sobre-expresion de ApoD que es
ademas intracelular (97,98), lo que lleva a pensar que tiene un papel fundamental en la

proliferacion-supervivencia-muerte celular.

El gen de la ApoD esta localizado en el cromosoma 3 de los seres humanos y en
el cromosoma 16 de los roedores. Su secuencia de aminoacidos no guarda similitud
con la del resto de las apolipoproteinas pero si un alto grado de similitud con

miembros de la familia de las lipocalinas (96,99).

El peso molecular de la ApoD humana madura es de 19 kDa. Se compone de
169 aminoacidos presentando puntos de glicosilacién en los residuos 45 y 178,
correspondientes a asparragina . Su peso molecular calculado mediante electroforesis en
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SDS es de 32 kDa, de los cuales aproximadamente el 18% corresponden a
carbohidratos. El patrén de glicosilacion de la ApoD varia dependiendo del lugar en el
que se encuentre, correspondiéndose lo anteriormente citado con la ApoD plasmatica,
donde los carbohidratos son menos complejos y extensos y la glicosilacién es por tanto
menor que en la ApoD de otras secreciones y tejidos del organismo (96).

Para la estructura secundaria se ha propuesto una pequefia estructura en barril 3
formada por ocho hojas [ antiparalelas (Figura 1B). Dentro de esta estructura los
residuos hidrofébicos se encontrarian en la superficie interna de un bolsillo central
(flecha en la Figura 1A), siendo éste el supuesto sitio de unién para el ligando de la
ApoD. Otros residuos hidrofébicos también podrian participar en la asociacion de ésta
con las HDL (96).

Figura 1.- Estructura terciaria de la Apolipoproteina D en una vision tridimensional.

A.- Modelo de superficie de la proteina. Se sefiala con una flecha el bolsillo donde se
unen ligandos hidrofébicos. B.- Modelo del esqueleto de carbonos a de la proteina

mostrando ademas las ocho cadenas 3 que forman el barril de esta lipocalina.

Los estudios poblacionales ponen de manifiesto variaciones en el gen de ApoD
en forma de polimorfismos que podrian afectar a la funcion de ApoD, al metabolismo
de las lipoproteinas y a las concentraciones plasmaéticas de las mismas. De hecho ciertos
alelos del gen ApoD muestran una correlacion significativa con la predisposicion a

padecer ciertas enfermedades neurodegenerativas (100).
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La ApoD se ha detectado en gran variedad de organos, tejidos y fluidos, lo que
refleja su importancia y sugiere que puede desempefiar diferentes funciones
dependiendo del 6rgano en el que se encuentre. Se ha detectado en plasma, en el fluido
lacrimal, en el cuerpo ciliado ocular, en el liquido cefalorraquideo sin que sus
concentraciones tengan relacion con la plasmatica , en la perilinfa con concentraciones
comparables a las del plasma , en los fluidos del oido medio, de forma libre en la orina

donde es la lipoproteina mayoritaria, y también se ha encontrado en el sudor (96).

En contraste con el resto de las lipoproteinas no es el intestino y el higado donde
encontramos una mayor sintesis de ApoD sino en las glandulas adrenales, en los rifiones
y en el sistema nervioso central (SNC) (96). Las células que expresan mayor cantidad
de mRNA de ApoD son los fibroblastos perivasculares, las células gliales, piales y
perivasculares del SNC y en algunas neuronas (93,94).

La ApoD se encuentra principalmente (en un 83%) formando parte de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), de las que supone un 1 a 2% (101), aunque
también puede encontrarse en pequefia cantidad en las de muy baja densidad (VLDL) y
en las de baja densidad (LDL) (96). Como componente de las HDL se observé que se
asociaba con la proteina colesterol-éster-transferasa (CETP), con la Apo A-l1 o con Apo
A-11 (més del 50% de la ApoD presente en las HDL esta formando estos complejos con
la Apo A-1l) (101). También en las HDL esta formando parte de los complejos
responsables del transporte del colesterol desde los tejidos periféricos al higado para su
metabolismo, especialmente con el enzima lecitin-colesterol-acil-transferasa (L-CAT).
Se cree que la ApoD podria estabilizar la actividad enzimética de la L-CAT o actuar
como transportador de sustratos o productos de la reaccion, como el colesterol o los
ésteres de colesterol, ya que se ha observado un aumento en la actividad de
esterificacion del colesterol por la L-CAT en presencia de ApoD. Todo esto sugiere
interacciones entre el metabolismo del colesterol y la ApoD, pero existen evidencias de
que no es el colesterol el principal ligando de la ApoD tal y como se creia en un
principio. Esto viene avalado por la baja afinidad existente entre ambos y por el hecho
de que en el fluido quistico del cancer de mama la concentracion de ApoD aumenta
hasta 1000 veces, mientras que la del colesterol solo aumenta el doble (96).
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La ApoD puede encontrarse también de forma libre o unida a otras moléculas de
pequefio tamafio ya que interacciona con muchos ligandos como la progesterona y otras
progestinas, pregnenolona, bilirrubina, acido araquidénico, estrégenos, androgenos vy el
E-3-metil-2-hexanoico (componente mayoritario del olor axilar). De todas estas la
ApoD presenta una mayor afinidad por el acido araquiddnico, lo que nos lleva a pensar
que a través de la L-CAT la ApoD podria intervenir en la regulacion de su metabolismo,
retirandolo para prevenir asi su transformacion en ésteres de colesterol (96). Es también
importante mencionar que otra de las moléculas que une es el acido retinoico, molécula
que juega un papel principal en el desarrollo del SN. De hecho ApoD es la lipocalina

humana con mayor afinidad por el &cido retinoico (102).

La condicion de lipocalina de la ApoD y la variedad de tejidos en los que se
expresa hacen pensar en la hipétesis de que esta apolipoproteina sea multiligando y
multifuncion y que tanto la funcién como los ligandos varien dependiendo del 6rgano

en el que se exprese (96).

2.9.1 Acciones Vasculares de ApoD

Como ya hemos comentado anteriormente el 1 al 2% del HDL esta formado por
ApoD. Asi mismo podemos decir que el 83% del ApoD sanguineo se encuentra en las
HDL. De esta manera se ha visto que si disminuye ApoD en las HDL antes que en suero
aumenta el riesgo de infarto. EI hecho de que sean las HDL las responsables de
transportar el colesterol desde los tejidos periféricos al higado y que la mayor parte de
ApoD se encuentre en estas lipoproteinas nos hace pensar en sus efectos beneficiosos
desde el punto de vista cardiovascular (101).

Se ha detectado la presencia de ApoD en la placa de ateroma, pero no en las
coronarias normales (101). Un hecho importante es el hallazgo de gran cantidad de
ApoD en células quiescentes (103), pero sin embargo la expresion estd muy disminuida
en las células que proliferan. Los estudios in vitro demuestran que ApoD inhibe la
proliferacion celular, obteniéndose un efecto muy parecido al que producen los
antagonistas del calcio, lo que demuestra sus efectos beneficiosos en el terreno
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cardiovascular. Asi mismo en su faceta de inhibidora de la proliferacion podria jugar un

papel importante en el campo del cancer (101).

2.9.2 ApoD en el Sistema Nervioso

Podemos encontrar ApoD tanto en el Sistema Nervioso Central (SNC) como en
el nervio periférico (SNP) y forma parte del escaso grupo de apolipoproteinas que se
sintetizan en el SN junto a la Apo E, Jy C-1 (96).

El papel de ApoD como transportadora de moléculas lipidicas sugiere que podria
desempefar una importante funcién en el transporte de lipidos durante la regeneracion

neuronal (96).

La ApoD se acumula en el nervio periférico tras la lesion del mismo. Su
concentracion alli es mucho mayor que el resto de las apolipoproteinas y ademas se ha
demostrado que se sintetiza localmente y que no proviene del torrente sanguineo, como
es el caso de la Apo A-1'y la Apo A-IV. En la lesion del nervio ciatico de rata su
concentracion esta aumentada 500 veces en relacién a la basal y su mRNA esta elevado
hasta 40 veces. Su mision podria ser la del transporte de colesterol para la
remielinizacion y la formacién de nueva membrana. Ademé&s podria transportar
bilirrubina, la cual se encuentra en los nervios dafiados, previniendo asi la acumulacion

toxica de la misma (96).

En los animales adultos la expresion de ApoD se localiza principalmente en las
células piales y perivasculares, astrocitos y oligodendrocitos y de forma inconstante en

las neuronas (96).

En el Sistema Nervioso ApoD podria participar en los procesos de regeneracion
y remielinizacion. También se ha propuesto la funcion de transportadora de lipidos y
otras sustancias a través de la barrera hematoencefalica. También podria desempefiar
una funcion relevante en el mantenimiento de los niveles apropiados de colesterol en

compartimentos no expuestos directamente a la sangre. Por Gltimo también se ha
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propuesto como funcion de esta lipocalina el transporte local de hormonas esteroideas,

las cuales modulan la formacién de las conexiones sinapticas (96).

2.9.3 ApoD y patologias nerviosas

Patologia / Alteracion del Sistema Aumento detectado
Nervioso Lugar de sobre-expresion mMRNA Proteina | Ref.
Ataxia cerebelosa (dos modelos en ratén) | - Cerebelo + 1
Enfermedad de Unverricht-Lundborg - Cerebro + 2
(modelo en ratén: ataxia progresiva)
Enfermedad de Niemann-Pick - tipo C - Cerebelo, fraccion mielinica +
(modelo en ratén: neurodegeneracion - Globus pallidus, tdlamo, sustancia 3
progresiva, ataxia) negra. Sustancia blanca en la capsula
interna y cerebelo. Precursores +
oligodendrociticos + 4
- Cerebro 5
Enfermedad de Alzheimer - Fluido cerebro-espinal + 6
- Neuronas piramidales con
degeneracion granulovacuolar + 7
- Cortex con alteraciones neurofibrilares + + 8
- Hipocampo + 6,9
- Depositos B-amiloides + 10
Esquizofrenia y/o Trastorno Bipolar - Suero sanguineo + 11,12
- Caudado y area 9 de Brodmann + 11
Enfermedades desmielinizantes en el SNC | - Fluido cerebro-espinal y suero
(Esclerosis multiple) (produccion intratecal) + 13
Astrocitomas (pilocitico y otros no - Astrocitoma + + 14
infiltrantes)
Encefalopatias espongiformes
transmisibles - Cerebro +
(en ratén) 15
Encefalitis letal por virus Sindbis (en raton) | - Sistema nervioso central + 16
Respuesta a farmacos neurolépticos (en - Estriado, globus pallidus, tAlamo y + + 11,12
raton) sustancia blanca 17
Dolor neuropatico tras ligadura de los
nervios espinales L5y L6 (en rata) - Ganglio de la raiz dorsal + 16
Dafio en SNP (en rata): - Sitio de la lesion + 18
-seccion del nervio ciatico - Fibroblastos en el espacio perineural + 19
Dafio en SNC (en rata):
- lesion en cortex entorrinal - Hipocampo ipsilateral + + 20
- 4cido kainico en capa CA del hipocampo | - Neuronas piramidales en la lesion + 21
Envejecimiento en condiciones normales - Astrocitos reactivos en cortex cerebral + + 7,22,
23

Tabla 1.- Situaciones patoldgicas o de dafio celular en las que se sobre-expresa el gen ApoD y/o se

acumula la proteina en el SN. Referencias: 1.- Diaz et al., 2002(104); 2.- Lieuallen et al., 2001 (105); 3.-
Suresh et al., 1998(106); 4.- Ong et al., 2002(107) ; 5.- Yoshida et al., 1996 (108) ; 6.- Terrisse + et al.,
1998(109); 7.- Kalman et al .,2000(110) ; 8.- Belloir et al ., 2001(111) ; 9.- Glockner y Ohm , 2003(112) ;
10 .- Navarro et al ., 2003(113) ; 11 .- Thomas et al., 2003 (114)12 .- Mahadik et al., 2002 (115); 13.-
Reindl et al., 2001(116); 14.- Hunter et al., 2002(117); 15.- Dandoy-Dron et al.,2000 (118) ; 16.- Labrada
et al., 2002(119) ; 17.- Thomas et al., 2001(120) ; 18.- Boyles et al., 1990(121) ; 19.- Spreyer et al., 1990
(122); 20.- Terrisse et al., 1999 (123); 21.- Ong et al.,1997(124) ; 22.- Del Valle et al., 2003(125); 23.-
Eddleston y Mucke,1993(126).

Se conocen un buen numero de patologias nerviosas en las que ApoD se

encuentra elevada con respecto a los individuos sanos y normales (ver Tabla 1).
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2.9.4 Polimorfismos del gen de ApoD estudiados en esta tesis

Como ya se ha comentado anteriormente hemos determinado 4 polimorfismos

del gen de la ApoD en los pacientes de nuestro estudio.

El polimorfismo rs1467282, ¢.334+718T>C, en el intron 4 del gen se determino
como variacion genética de la apoD en enfermedad de Alzheimer en poblacion
finlandesa (100). Se tienen los siguientes datos de frecuencias tedricas en poblacion
europea segun la base de datos NCBI-Single Nucleotide Polymmorphism
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP):

Genotipo/alelo | CC CT TT C T

frecuencia 0,860 0,116 0,023 0,919 0,081

Tabla 2. Datos de frecuencias teéricas de rs1467282 en poblacion europea

El polimorfismo rs 5952 c.44T>C cuyo alelo incrementd el riesgo de
enfermedad de Alzheimer esporadico en poblacién china. El haplotipo rs 5952 T- rs
1568566 C mostré menor riesgo y podria interpretarse como un factor protector frente a
la enfermedad de Alzheimer (127). No se tienen datos de frecuencia en poblacion

europea.

El polimorfismo rs1568565 c¢.124-352A>G, en el intrdon 2. El alelo -352G se
asocio con un incremento 3 veces mayor de riesgo de enfermedad de Alzheimer de
instauracion temprana (menor o igual a 65 afios) en poblacion finlandesa(100). Se
tienen los siguientes datos de frecuencias teodricas en poblacion europea segln la base
de datos NCBI-Single Nucleotide Polymmorphism
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP):

Genotipo/alelo | CC CT TT C T

frecuencia 0,833 0,125 0,042 0,896 0,104

Tabla 3. Datos de frecuencias teoricas de rS1568565 en poblacion europea

Dado que como veremos la ApoD podria conferir proteccion frente a los dafios
producidos en el organismo por el estrés oxidativo, cabria pensar que determinados
polimorfismos de la ApoD podrian actuar en estas enfermedades protegiendo a los

individuos portadores de mencionado dafio. Es por eso que pensamos que determinadas
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variaciones de este gen pueden conferir susceptibilidad ante los dafios producidos por el

estrés oxidativo.

2.9.5 ApoD vy estrés oxidativo

Para finalizar este apartado debemos sefialar que en estudios llevados a cabo en
modelos animales (en concreto en la mosca Drosophila melanogaster y en el ratén), en
los que se ha modificado genéticamente la expresion de ApoD, el déficit de ApoD
conlleva defectos comportamentales y muerte neuronal por apoptosis. Asi mismo, hay
una menor resistencia del SN ante estimulos que inducen estrés oxidativo. Por otra parte
la sobreexpresion de la lipocalina conduce a una mayor resistencia a factores que

inducen un aumento del estrés oxidativo (128-130).

En resumen podemos afirmar que la ApoD es una proteina con multiples
funciones dependiendo de la localizacion en la que se exprese. El hecho de que sea
ademas multiligando no nos permite resefiar una funcion especifica para esta proteina,
por lo que aun son necesarios multiples estudios para desentrafar el papel funcional de
ApoD en los diferentes niveles en los que actla. Lo que si podemos afirmar es que tiene
un papel importante en las patologias del SNC y si ain no podemos afirmar que actla
como neuroprotector 0 como neurotdxico, si podemos resefiar que se comporta como

una proteina de fase aguda, elevandose ante el dafio neuronal.

También hemos podido comprobar en el laboratorio que el estrés oxidativo
induce la expresion de ApoD en el sistema nervioso (128). Esto unido al hecho de que
muchas de las patologias citadas anteriormente cursan con un aumento del estrés
oxidativo, nos hizo pensar que esta lipocalina juega un papel relevante en el control de

dicho estrés cuando aparece en condiciones patoldgicas.

Las evidencias obtenidas en modelos animales apoyan esta hipotesis. Se trata
concretamente de experimentos llevados a cabo en la mosca Drosophila y en ratones. En
la mosca la proteina Glial Lazarillo (GLaz) es la homologa de ApoD. En moscas
mutantes para GLaz que inactivan su expresién se encuentra una mayor muerte y

degeneracion neuronal ante un estimulo que induzca estrés oxidativo. Por el contrario
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en moscas con exceso de ApoD podemos ver como hay una mayor resistencia al estrés
oxidativo (130). En experimentos llevados a cabo en ratones Knock-out de ApoD (en
los que el gen esta inactivado) hemos comprobado que estos poseen igualmente una

menor resistencia al estrés oxidativo asi como alteraciones comportamentales (128).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Para plantear la hipotesis general de esta tesis partimos de la idea basica, ya
demostrada por otros autores, que sostiene que una dieta deficiente en sustancias
antioxidantes, un estilo de vida sedentario o que implique un aumento de la produccién
de ROS o bien una susceptibilidad genética hacia los dafios producidos por los ROS son
capaces de desencadenar por si solos o acompafiados de otros factores ambientales
mutaciones en las ceélulas intestinales que desemboquen en la aparicién de

adenocarcinoma de colon.

Nuestra hipdtesis seria que las sustancias antioxidantes y los marcadores de
oxidacion propuestos varian en las diferentes fases de la enfermedad desde su estado de
polipo hasta el estadio IV, pudiendo ser utilizados como elementos diagnosticos o
prondsticos tempranos de esta enfermedad. También trataremos de demostrar que un
estilo de vida sedentario, un IMC aumentado y una dieta deficiente en sustancias
antioxidantes conducen a un estado oxidativo aumentado que conlleva susceptibilidad a

padecer estadios mas avanzados de cancer.

Para poder afirmar esto ultimo trataremos de demostrar que dichos marcadores
de oxidacion y antioxidacion influyen en la supervivencia de los pacientes con esta

enfermedad.

A continuacion se detallan los objetivos que nos proponemos conseguir en este

trabajo.

| — Estudiar los niveles de estrés oxidativo en suero en cada fase del proceso tumoral y
su relacion con la evolucion del CRC y con otros parametros que se han demostrado que
influyen en la aparicion y el prondstico del CRC.

- Determinar en qué momento comienza el desequilibrio entre anti-oxidacion y
oxidacion, dando lugar a un estado pro-oxidante que facilita mutaciones en las células
intestinales dando origen a células cancerosas.

- Determinar que sustancias antioxidantes y prooxidantes definen mejor este

estado.
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- Estudiar la relacion de los parametros medidos entre si con el fin de esclarecer
las relaciones entre ellos, especialmente entre grasas, estrés oxidativo y tratamientos y
enfermedades intercurrentes.

- Valorar MPO en suero como marcador de estrés oxidativo en CRC, ya que se

trata del primer estudio en el que se determina MPO en suero en pacientes con CRC.

Il — Determinar los valores de Estrés Oxidativo en tejido y su relacién con la evolucién
de CRC y con los pardametros de estrés oxidativo en tejido.

- Estudiar la peroxidacién lipidica en tejido tumoral y normal para intentar
esclarecer la controversia existente acerca de si es mayor en el tejido tumoral o
en el tejido normal.

- Estudiar la nitrosilacion de proteinas en tejido tumoral y en tejido normal ya que
se trata del primer estudio en que se determina este pardmetro en tejido en

pacientes con CRC.
I11 — Estudiar como afecta la alimentacién y el estilo de vida en la evolucion del CRC y

su relacion con el estrés oxidativo.

IV — Analizar los polimorfismos del gen de la ApoD en los sujetos de nuestro estudio
con el fin de estudiar la mayor susceptibilidad al estrés oxidativo dependiendo de que

porten uno u otro genotipo de ApoD.

V- Analizar cémo influyen el estrés oxidativo y el resto de parametros estudiados en la

supervivencia.
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4. MATERIAL Y METODOS

Para nuestro estudio hemos realizado la medicion de diferentes parametros en
pacientes remitidos desde los servicios de Cirugia General y de Digestivo. A estos
pacientes se les realiz6 una Historia Clinica, se les planteé un cuestionario de
frecuencias alimentarias (Anexo ) y se les realizé una extraccion sanguinea. Asi mismo
tuvieron que expresar su consentimiento para la realizacion de todos los andlisis de

forma explicita dejando constancia escrita.

4.1 SUJETOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

4.1.2 Pacientes afectados de pélipos intestinales

Consistio en un total de 56 pacientes, 34 varones y 22 mujeres. La inclusiéon de
estos pacientes se realizO mediante la intervencion del servicio de Digestivo quienes
semanalmente nos proporcionaban una lista con los sujetos diagnosticados de pdlipos
esa semana. A estos sujetos se les realizaba una llamada telefonica en la que se les pedia

su consentimiento para el estudio.

A los pacientes que accedieron someterse al estudio se les realizé un Historia
Clinica cuyas caracteristicas se detallaran més adelante, un cuestionario de frecuencias
alimentarias y se les realizd una extraccion sanguinea consistente en 10mL en tubo de
gel sin anticoagulante para medidas en suero y 20mL en tubo con EDTA para las

medidas en plasma.
En un momento posterior se consultd con el servicio de Anatomia Patologica

para especificar el tipo histolégico del pélipo. También se siguid su evolucion mediante

posteriores colonoscopias.
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4.1.3 Pacientes afectados de CRC

Consistié en un total de 137 pacientes, 86 varones y 51 mujeres. La inclusion de
estos pacientes se realiz6 mediante el servicio de Cirugia General quienes nos remitian

los pacientes en un momento anterior a la cirugia.

A los pacientes que accedieron someterse al estudio se les realizé un Historia
Clinica cuyas caracteristicas se detallaran mas adelante, un cuestionario de frecuencias
alimentarias y se les realizd una extraccion sanguinea consistente en 10mL en tubo de
gel sin anticoagulante para medidas en suero y 20mL en tubo con EDTA para las

medidas en plasma.

En un momento posterior se consultd con el servicio de Anatomia Patoldgica
para especificar el tipo histologico del tumor, la diferenciacién y el estadio del mismo
segun la clasificacion de Agrupacion por estadios del Comité Estadounidense Conjunto

del Céancer (AJCC)). También se siguio su evolucion.

4.1.4 Sujetos Control

Se recogié un grupo de 14 controles, 3 varones y 11 mujeres en un rango de
edad similar al de los grupos a estudio. Estos pacientes consistieron en personas
voluntarias cercanas al Laboratorio del Hospital. Se les realizaron las mismas pruebas

que al resto se sujetos, a excepcion del cuestionario de frecuencias alimentarias.
Ademas de este grupo control indicado se establecieron 94 controles adicionales

para los estudios de polimorfismos de ApoD. Esto es debido que se disponia de ADN ya

recogido y almacenado en una coleccién de ADN constituido por individuos sanos.

4.1.5 Agrupacidn de pacientes

Una vez obtenidos los resultados de Anatomia Patoldgica se volvieron a

seleccionar los individuos desestimando aquellos que presentaban polipos hiperplasicos
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o lipomas al no tener que ver con el desarrollo del adenocarcinoma (131). También se
desestimaron los individuos en los que no se encontro tumor en la operacién quirurgica
debido a ciclos previos de quimioterapia o radioterapia ya que no se pudo estadiar el
tumor. Dependiendo de estos resultados se organizo a los sujetos participantes en el

estudio en funcion de tres parametros diferentes:

1. Estadios: - Sujetos control (n=14)
- Sujetos con polipos intestinales sin displasia (n=28)
- Sujetos con pdlipos intestinales con displasia (n=11)
- Sujetos con carcinoma in situ (n=14). Aqui se encuentran
pacientes tanto del grupo de pélipos intestinales como del grupo
de céncer.
- Sujetos en Estadio | (n=30)
- Sujetos en Estadio Il (n=34)
- Sujetos en Estadio 111 (n=23)
- Sujetos en Estadio 1V (n=27)

2. Grupos de Estadios: - Sujetos control (n=14)
- Sujetos afectados con polipos intestinales sin
displasia y con displasia (n= 39)
- Sujetos afectados de CRC, incluido carcinoma in
situ (n=128)

3. Diferenciacion: - Sujetos control (n=14)
- Sujetos con pdlipos intestinales sin displasia (n=28)
- Sujetos con polipos intestinales con displasia (n=10)
- Sujetos con tumor de grado G1 (n=99)
- Sujetos con tumor de grado G2 (n=17)

- Sujetos con tumor de grado G3 (n=8)
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4.2 MATERIALES

4.2.1 HISTORIA CLINICA

La Historia clinica que se realiz6 a los grupos a estudio fue contrastada con los

informes médicos de los propios pacientes, dando mayor validez a estos Gltimos.

Los datos recogidos en la misma fueron los siguientes: sexo, edad (afos), peso
(kg), talla (cm), , profesion, exposicion al humo del tabaco, realizacion de ejercicio
(sedentarismo, aislado ( caminar dos horas a la semana 0 menos), habitual (caminar de
dos horas a la semana a dos horas diarias), intenso (caminar mas de dos horas diarias o
acudir a un gimnasio mas de 3 horas a la semana)), antecedentes familiares de cancer,
estadio del tumor, tratamiento previo con radioterapia ¢ quimioterapia, evolucion,
enfermedades del sistema nervioso, enfermedades psiquiatricas, enfermedad coronaria,
aterosclerosis, enfermedades renales, enfermedades reumatologicas,
hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, enfermedad asmatica, diabetes mellitus,
hipertension arterial, neoplasias previas a la enfermedad actual, tratamientos con
estrogenos, acido acetilsalicilico y otros antiinflamatorios no esteroideos y tratamiento

con estatinas.

A partir de estos datos recogidos se crearon las siguientes variables, ademas de

las ya mencionadas:

- Indice de masa corporal

- Grado de obesidad segun criterios de la OMS (normal, delgadez, sobrepeso,
obesidad grado |, obesidad grado Il y obesidad morbida)

- Obesidad (sujetos con sobrepeso hasta obesidad mérbida)

- Sedentarismo (sujetos que no realizan ningln tipo de ejercicio)

La evolucion de los pacientes se clasifico de la siguiente forma:

- Fallecimiento
- Poliposis o tumor del mismo grado o menor

- Poliposis o tumor de mayor grado (sin metastasis)
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- Poliposis o tumor histolégicamente diferente
- Recidiva con metastasis

- Sin cambios

A partir de la variable evolucion se crearon otras dos variables para agrupar mejor

a los pacientes

- Recidiva: todos aquellos pacientes que tuvieron algun tipo de recidiva.
- Muerte: Pacientes fallecidos.

4.2.2 CUESTIONARIO DE FRECUENCIA ALIMENTARIA (Anexo I)

Se trata del cuestionario de frecuencia alimentaria normalizado de Martin
Moreno que fue realizado por el investigador a los pacientes diagnosticados de polipos
mientras que fue rellenado por el mismo paciente en los casos de sujetos aquejados de
adenocarcinoma. El motivo estriba en la dificultad de realizar el cuestionario a muchos

de los pacientes ingresados que preferian realizarlo en otro momento y con un familiar.

El cuestionario se rellend por medio de raciones de cada alimento al dia, a la
semana, al mes ¢ al afio, estando las raciones definidas previamente en gramos. De esta
manera a la conclusion del estudio se pudieron obtener los gramos al dia ingeridos de
cada alimento. Con esta informacion se pudieron extraer las cantidades de fruta (g/dia),
vegetales (g/dia), alcohol (g/dia), carne roja (g/dia), carne roja mas visceras (g/dia),
visceras (g/dia), carne procesada (g/dia), pescado (g/dia), energia total (Kcal/dia),
energia procedente de las grasas (Kcal/dia), energia procedente de alimentos no grasos
(Kcal/dia), grasa (g/dia), acidos grasos poliinsaturados (AGP) (g/dia), proteinas, fibra
(g/dia), hierro (mg/dia), vitamina C (mg/dia), vitamina A (ug/dia), beta carotenos
(ug/dia), vitamina D (ug/dia), vitamina E (mg/dia), alimentos ricos en luteina (g/dia) y
alimentos ricos en licopeno (g/dia) que cada paciente ingeria al dia. Se utilizo para ello
la Base de Datos Espafiola de Composicidn de Alimentos dependiente del Ministerio de

Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad.
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Los alimentos que se tuvieron en cuenta en el estudio fueron los siguientes: vino
blanco, tinto, rosado, vino dulce, cerveza, licores o anisetes, destilados  (whisky,
ginebra, conac,...), bebidas carbonatadas bajas en calorias, bebidas carbonatadas con
azucar, zumo de naranja natural, zumos naturales de otras frutas, zumos de frutas
envasados, horchata, café descafeinado, café, leche entera, leche desnatada, leche
semidesnatada, leche condensada, nata o crema de leche, batidos de leche, yogur entero,
yogur desnatado, petit-suisse, requeson o cuajada, queso en porciones 0 cremoso, queso
semicurado o curado, queso fresco o blanco, natillas, flan, pudin, helado, pan blanco,
pan integral, pan blanco de molde, pan integral de molde, cereales de desayuno, arroz
blanco, pasta, pizza, maiz, lentejas, garbanzos, alubias (pintas, blancas o negras),
guisantes, soja y derivados, acelgas, espinacas, col, coliflor, brocoli, endivias, lechuga,
escarola, tomate crudo, zanahoria, calabaza, judias verdes, berenjenas, calabacines,
pepinos, pimientos, cebolla, remolacha, nabos, esparragos, gazpacho andaluz, patatas
fritas, patatas cocidas, asadas, setas, champifiones, naranja, mandarinas, Kivi, platano,
manzana, pera, fresas o fresones, cerezas, picotas, melocoton, albaricogue, nectarina,
pifia, higos, brevas, sandia, meldn, uvas, aceitunas, frutas en almibar, frutas en su jugo,
almendras, nueces, avellanas, cacahuetes, pistachos, pipas, fruta desecada, huevos, pollo
0 pavo con piel, pollo o pavo sin piel, carne de ternera magra, carne de ternera grasa,
carne de cerdo magra, carne de cerdo grasa, carne de cordero, conejo o liebre, higado,
otras visceras, jamon serrano o cocido, carnes procesadas (salchichén, chorizo, etc.),
patés o foie-gras, hamburguesas, tocino, bacon, pescado blanco, pescado azul, pescados
ahumados, pescados salados, ostras, almejas, mejillones, calamares y pulpo, crustaceos,
langostinos, gambas, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de maiz, aceite de soja,
mezcla de los anteriores, margarina, mantequilla, manteca, croquetas, palitos de
merluza, pescado empanado, bufiuelos, san jacobos, sopas y cremas de sobre,
empanadillas, otros, galletas maria, galletas chocolate, croissant, donnuts, magdalenas,
pasteles, churros, porras, chocolate, bombones, chocolate en polvo, chocolatinas, bollos
con chocolate, turrén, pastas, mazapan, mostaza, mayonesa, salsa de tomate, picante,

sal, mermelada, azUcar, miel, especias, suplementos vitaminicos o minerales.
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4.2.3 MEDIDA DE PARAMETROS EN SUERO

Las muestras de sangre obtenidas en tubo de gel sin anticoagulante se

centrifugaron, se alicuotaron y se congelaron a -80°C para su posterior analisis.

Las mediciones en suero se realizaron en el autoanalizador Cobas C711 Hitachi
de Roche Diagnostics® mediante los reactivos proporcionados por Roche Diagnostics",
a excepcion del colesterol LDL (mg/dL) que se obtuvo de forma calculada mediante el
la féormula de Friedwald. El resto de los parametros analizados fueron triglicéridos
(método enzimatico colorimeétrico, mg/dL), colesterol total (método enzimatico
colorimétrico, mg/dL), colesterol HDL (método enzimatico colorimétrico mg/dL),
proteinas totales (método colorimétrico g/dL), y proteina C reactiva (PCR) (método

inmunoturbidimérico, mg/L).

4.2.4 MEDIDA DE PARAMETROS EN PLASMA

Las muestras de sangre obtenidas en tubo con EDTA se centrifugaron, se
alicuotaron con BHT (500mM en etanol 96%) en proporcion 1:1000 y se congelaron a -

80°C para su posterior analisis.

En plasma se realizo la determinacion de los siguientes parametros:

- Antigeno Carcinoembrionario (CEA) (ng/mL), CA19.9 (Ul/mL),
Mieloperoxidasa (MPO) (ng/mL) vy estradiol (pg/mL). Estas
determinaciones se realizaron en el autoanalizador Architect de
Abbott® con los reactivos suministrados por Abbott® mediante método
de inmunoensayo automatizado.

- LDL oxidadas mediante el kit de ELISA competitivo de Mercodia®.

- Beta carotenos (ug/L), retinol (vitamina A) (ug/mL), alfa tocoferol
(vitamina E) (ug/mL) y licopeno (ug/L) mediante Cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC)

- Acido oxalico mediante cinética enzimatica (mg/L).

- Determinacion de polimorfismos de ApoD (ver seccion 4.2.5).
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4.2.5 DETERMINACION DE POLIMORFISMOS DE APO D

Se han determinado 3 polimorfismos del gen de la ApoD a los que se han

denominado ApoD1, ApoD2 y ApoD3.

ApoD1: (RS1467282) +718C—T, NM 001647.2:¢.334+718T>C. Se utilizaron
los primers 5- ACTTCCTCTCCTCCCCqCT (FP) y 5-
CTTgAAAgCCCCTTTCCCA (RP). Se utilizaron las sondas: 5- FAM-
TTCTCATCTCTgCCACTCCTCC — BBQ (sonda para el alelo normal) y 5°-
YAK-TTCTCACCTCTgCCACTCCTC (sonda para el alelo mutado).

ApoD2: (RS5952) 15T—C, NM_001647.2:¢.44T>C, NP_001638.1:p.Phel5Ser.
Se utilizaron los primers 5- CAAAACAAACQggAggTTC (FP) y 5'-
CAgCCCCAAQATQggTgAT (RP). Se utilizaron las sondas: 5- 640-
CTgCCgCACCgAAgAgg-p (sonda para el alelo normal) y 5'-
gCACTTCCCAAQATgAAATQCTTgTCCC-FL (sonda para el alelo mutado).

ApoD3: (RS1568565) —352G—A, NM_001647.2:¢.124-352T>A. Se utilizaron
los  primers 5-  ggATgATgggAAATACCTTTCA (FP) vy 5'-
gAAAgCATJATACAgACCTTTCAA (RP). Se utilizaron las sondas: 5'-
CAgATgCgTTCgTgg-FL (sonda para el alelo normal) y 5°- 640-
gAgCTAggACTCCAgAgCgCACgg-P (sonda para el alelo mutado).

Para el tipaje de los polimorfismos se utiliz6 la técnica de sondas Hybprobe en

un termociclador para g-PCR LightCycler 480 Il (Roche, Manheim, Germany), por

andlisis de las curvas de fusion de los hibridos formados entre los productos de PCR y

los oligonucledticos especificos marcados con fluorocromos. Los cebadores y las

sondas fluorescentes se disefiaron con el programa LightCycler ProbeDesign 2.0 y

fueron sintetizados por BioMol (Germany).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 20 ul, y con una

mezcla de PCR conteniendo de 50 a 100 ng de DNA genomico, 0,5 UM de cada
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cebador, 0,1 uM de cada sonda, 3 mM de MgCl,, y 2 pl de DNA-Master Hybridation
Probes (Roche). Las condiciones de PCR para rs5952 y rs1568566 fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a
95°C por 5 s, annealing a 62°C por 15s, and extension a 72°C durante 20s. Tras la
amplificacion el analisis de las curvas de fusion se realiz6 por desnaturalizacion a 95°C
por 30 s, renaturalizacion a 50°C por 45 s, y un incremento de la temperatura hasta los
90°C a una tasa de 0.1°C/s. Las condiciones de PCR para rs1467282 fueron las mismas
que las anteriores salvo una temperatura de renaturalizacion (anneling) de 60 °C,

mientras que rs1568565 requirié un touchdown entre 57°C y 62°C para el anneling.

4.2.6 VARIABLES DE OXIDACION

A partir de los datos obtenidos mediante la historia clinica, el cuestionario de
frecuencia alimentaria y el suero y plasma de los pacientes se han calculado 3 variables

que evallan el estado oxidativo de los pacientes.

1. Oxidative Balance Score (OBS). No se evaltan los suplementos de selenio
ya que ningun paciente habia consumido, tal y como les sucede a otros

autores (89). Se han asignado puntos a los pacientes de la siguiente manera:

- Consumo de: Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP) total y Hierro total. Se
realizan terciles de estos pardmetros y a los pacientes en el
1% tercil (bajo) les asignamos 2 puntos
2° tercil 1 punto
3% tercil 0 puntos

- Consumo de Vitamina C total, carotenos totales, Vitamina E total, alimentos
ricos en luteina, alimentos ricos en licopeno:
1% tercil (bajo) le asignamos 0 puntos
20 1 punto
3° 2 puntos

- Consumo de Alcohol: >11.5g/dia — 0 puntos
1.5a115 — 1 punto
<1.5 — 2 puntos

- Fumador: Si — 0 puntos
No — 2 puntos
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- Consumo habitual de AAS: Si — 2 puntos
No — O puntos

- Consumo habitual de otros AINE: Si — 2 puntos
No — 0 puntos

El problema de esta variable estriba en que utiliza datos provenientes de
encuestas, en general poco fiables. Por eso la hemos modificado y hemos creado otras
dos variables que utilizan biomarcadores en plasma, igual que hicieron Goodman et al
(26). Las nuevas variables son dos, una que solo utiliza datos de plasma y otra que
utiliza datos de plasma y datos del cuestionario que consideramos mas fiables como son
el tratamiento con AAS y otros AINEs y el consumo de tabaco.

2. OBS Modificada 1(OBSM1):

- MPO y LDL OX. A los pacientes en el
1* tercil (bajo) asignarle 2 puntos
20 1 punto
3° 0 puntos

- Vit A, E, licopeno, B-caroteno:
1% tercil (bajo) asignarle 0 puntos
2° 1 punto
3° 2 puntos

3. OBSM2:

- MPO y LDL OX. A los pacientes en el
1* tercil (bajo) asignarle 2 puntos
20 1 punto
3° 0 puntos

- Vit A, E, licopeno, B-caroteno:
1% tercil (bajo) asignarle O puntos
2° 1 punto
3° 2 puntos

- Fumador: Si — 0 puntos
No — 2 puntos

- AAS: Si — 2 puntos
No — 0 puntos

- AINE: Si — 2 puntos
No — 0 puntos
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4.2.7 MEDIDA DE PARAMETROS EN TEJIDO

4.2.7.1 Procedimiento de recogida y posterior homogeinizacion del tejido

Soluciones

0.1M de TRIS-HCL a pH de 7.4 y temperatura ambiente.

Procedimiento

Para recoger el tejido se siguio el procedimiento que a continuacién vamos a

comentar.

Una vez resecadas las piezas se introducen en un
recipiente que a su vez esta contenido en hielo. Lo mas
rapido posible se envian al Servicio de Anatomia Patoldgica
donde un patélogo selecciona la zona y corta una pequefia
porcion para el estudio. Estas muestras se van introduciendo

en un contenedor con Nitrdgeno liquido.

Fig. 20. Homogeinizador
OMNIR, utilizado para
homogeinizar el tejido

Para homogeinizar el tejido se siguieron los
siguientes pasos:

1 - Afadir a la muestra previamente congelada TRIS-HCI al 10% (peso-
volumen).

2 — Afadir BHT a 5mM.

3 — Homogeinizar con el homogeinizador OMNI con 3 pulsos de 10 segundos
cada uno.

4 — Incubar a 37°C durante una hora en agitacion.

5 — Centrifugar a 4°C, 10000g durante 15 minutos.

6 — Guardar el sobrenadante a -80°C. Se v.a a utilizar para la medida de
proteinas nitrosiladas.

7 — Guardar el pellet (fraccion lipidica soluble) a -80°C. Se va a utilizar para la

medida de lipidos peroxidados.
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4.2.7.2 Medida de Lipidos peroxidados (TBARS)

Soluciones

0.5% de TBA y 0.5% de TBS.
BHT 500mM en acetonitrilo
Glicina-HCI 0.2M a pH 3.6

Procedimiento

Para valorar el grado de oxidacion lipidica se ha seguido el siguiente

procedimiento:

1 — Resuspender el pellet en PBS 1:1 (mg de tejido original: uL afadido).
Afadir BHT a 5mM y mezclarlo mediante vortex.

2 — Homogeinizar la muestra mediante sonicacion. De esta muestra se extraen
12uL (paso 4) para la medida de lipidos peroxidados y el resto se congela a -80°C para
medir proteinas totales.

3 — Se realiza una curva patrén con MDA a diferentes concentraciones: O,
1.5uM, 2.5uM, 5uM, 10uM, 20uM, 40pM, y 80uM. EI MDA se diluye con TRIS-HCI
a pH 8 para obtener esta curva patron.

4 — En tubo se mezclan 12uL de estracto de tejido (o de MDA para la curva
patrén), 390uL de buffer glicina-HCl y 250uL de TBA.

5 — Incubar a 90°C durante 15 minutos.

6 — Poner en hielo.

7 — Centrifugar a 100009 durante 5 minutos.

8 — Cargar la microplaca a razon de 3 pocillos por muestra y 200uL por pocillo.

9 - Realizar la lectura de la placa a 532nm de absorvancia.

La medida obtenida se relacion6 con la medida de proteinas totales de cada

muestra.
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4.2.7.3 Medida deProteinas Totales

Se realiz6 la medida de proteina totales a partir del homogeinizado obtenido del

paso 2 del procedimiento anterior.

Una vez descongeladas la muestras se centrifugaron durante 10 minutos a

10000g v el sobrenadante se utiliz6 para determinar este parametro.

Se utilizé el autoanializador cobas 6000 Hitachi de Roche Diagnostics® con el

reactivo para protefnas totales en Liquido Cefalorraquideo de Roche Diagnostics®.

4.2.7.4 Medida de Proteinas Nitrosiladas

La medida de esta determinacion se realizd6 mediante el procedimiento de
Western-Blot.

4.2.7.5 Soluciones para Western-Blot

Tampodn de electroforesis (Running Buffer).

MOPS de BIO-RADR 20X.
Se enrasa hasta un volumen final de 1L para obtener 1X.

Tampon de transferencia (Transfer Buffer)

1X [25mM Tris, 0,1% SDS, 192mM Glycina, 20% Metanol]:
- 3g de Trizma base.

- 12,49 de Glycina.

- 200mL de metanol.

- 1g de SDS.

Se disuelven los componentes en agua destilada. Se ajusta el pH hasta un valor
de 6,8 utilizando HCI. Se enrasa hasta un volumen final de 1L.

82



TBS 10X

10X [0.5M Tris, 1.5M NaCl]:
- 60.569 de Tris.

- 87.59¢g de NacCl.

Se disuelven los componentes en agua destilada. Se ajusta el pH hasta un valor
de 7.5 utilizando HCI puro. Se enrasa hasta un volumen final de 1L.

Solucion de lavado (TBS-Tween)

TBS + 0,1% Tween-20.

Para 1L:
- 100mL de TBS concentrado 10X.
- 1mL de Tween-20.

Se enrasa con dH»>0O hasta 1L.

4.2.7.6 Electroforesis de proteinas

Con el fin de estimar la cantidad de muestra que debemos cargar en cada pocillo
a la hora de realizar el Western-Blot se realiza un gel en el que se carga una cantidad
estimada de muestra. Se realiza electroforesis y se marcan las proteinas con Azul

Coomassie, lo que nos permite ver el patrén de bandas.

4.2.7.7 Western-Blot

Se trata de un método que hemos utilizado para cuantificar proteinas

nitrosiladas.

Los extractos de proteinas, después de procesarlos, se cargan en un gel de
poliacrilamida que se somete a electroforesis para la separacion de las distintas
proteinas en funcion de su peso molecular. Posteriormente se transfieren las proteinas

del gel a una membrana de PVDF.

Sobre la membrana se afiade el anticuerpo especifico para proteinas nitrosiladas

(primario), seguido de un secundario que amplifica la sefial al llevar conjugado el
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enzima de la peroxidasa del rabano (HRP). Esta catalizard& una reaccion de

quimioluminiscencia que emite luz. La luz emitida se recoge en una camara digital y se

observa la sefial especifica de la proteina. Dependiendo de la intensidad de la banda

obtenida se estima la cantidad de proteina cargada en el gel. Para estimar la cantidad

existente en el medio o extracto original, se realiza la inmunodeteccion de Actina en la

misma membrana. Se cuantifica la banda de Actina y se calcula la cantidad relativa de

proteinas nitrosiladas respecto a este control endégeno. Estos pasos se explican mas

detalladamente a continuacion.

Preparacion de las muestras

Se preparan las muestras para cargar de tal forma que cada muestra a cargar

debe de estar compuesta por:

- 1 parte de Sample Buffer (SB) (X4).
- 1 parte de Agente Reductor (RA) de 20 partes de volumen total

- Muestra con cantidad a determinar

- Rellenar con agua hasta 8puL.

Para realizar la electrofoeresis de proteinas se utilizaron los geles comerciales

Criterion XT de BIO-RADR.

Electroforesis

Fig. 21. Cubeta utilizada para la
electroforesis de proteinas. Bio-
Rad®

Se hierven las muestras durante cinco minutos,
al final de los cuales se introducen en hielo
otros 5 minutos con el fin de desnaturalizar las
proteinas. En las muestras siempre se incluyen
una mezcla de proteinas conocidas que sirven
como estandares para calcular el peso
molecular.

Se coloca el gel en el soporte de electroferesis

y se rellena con tampon de electroforesis
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(Running Buffer).

3. Se carga de muestra cada pocillo.
4. Colocamos los electrodos y realizamos la electroforesis a 200V con amperaje
constante hasta que las proteinas lleguen al final del gel.
Transferencia
o — 1. Una vez cortadas las membranas de PVDF
: - se le da un bafio de metanol e
et | inmediatamente se dejan en H,O durante 5
l I// minutos.
2. Se extrae el gel de la cubeta de electroforesis
Fig. 22. Sistema de transferencia y se deja equilibrar durante 15 minutos en

semihtimedo. Bio-RadR

© © N o

tampon de transferencia (Transfer Buffer).
En una cubeta se colocan unas esponjas y papel de filtro para que se bafien en el
tampon de transferencia.
Procedemos ahora a montar la estructura para la transferencia en el siguiente
orden de abajo hacia arriba: esponja, papel de filtro, gel, membrana, papel de
filtro y esponja. Todo con cuidado de eliminar las burbujas existentes entre las
distintas capas y sobretodo entre el gel y la membrana, ayudandonos de un
rodillo.
Introducimos la estructura en la cubeta de transferencia con cuidado de que el
gel esté hacia el polo negativo y que la membrana esté orientada en sentido
positivo, ya que las proteinas estan cargadas negativamente.
Se utiliza transferencia semihtimeda.
Las condiciones de transferencia son 25V constante.
Se deja transfiriendo 30 minutos.

Al finalizar se separan la membrana del gel y se coloca en Solucién de lavado.

. El gel se tifie con azul Coomassie hasta que se vean las bandas, momento en que

se cambia a una solucion destefidora.
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Bloqueo

1. Para evitar que los anticuerpos se adhieran a la membrana de PVDF de forma

inespecifica, se bafia en solucion de bloqueo que consiste en PBS con 0,1% de

Tween-20 y 5% de leche en polvo, durante al menos 2 horas.

Incubacién con Anticuerpos

- Incubacion en primario:

1.
2.

Se utiliza un anticuerpo anti-NO-L-Cys generado en rata.

Se diluye 1:1000 en solucion de blogueo y se vierte en la
membrana.

Se deja incubando toda la noche a 4°C en un agitador.

Se efecttan 3 lavados con PBS-Tween de 10 minutos cada

lavado.

- Incubacién en secundario:

1.

Se utiliza un anticuerpo anti-lgG generado en conejo que lleva
conjugado peroxidasa de rabano (HRP).

Se diluye 1:1000 en solucién de bloqueo y se vierte en la
membrana.

Se deja incubando 2 horas a temperatura ambiente en agitador.

Se efectian 3 lavados con PBS-Tween de 10 minutos cada

lavado.

Revelado de la sefial

Para el revelado se sigue el método Inmun-Star™ HRP Chemiluminiscent Kit, de

Bio-Rad, resumido en los siguientes pasos.

1. Se hace una dilucion 1:1 de la solucion luminol/enhancer y peroxido de

hidrogeno.

2. Se cubre con parafina una superficie lisa de cristal sobre la que se vierte la

solucion preparada.
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3. Se pone en contacto la superficie de la membrana con la solucién. Todo ello en
la oscuridad y durante 4 minutos. Al poner en contacto la membrana con la
solucion, el enzima HRP conjugada al anticuerpo secundario cataliza la reaccion
de oxidacion del luminol en presencia de H,O, y de un potenciador
(“enhancer”), emitiéndose luz en el lugar donde se encuentra la proteina.

4. Seintroduce la membrana entre dos laminas de acetato.

5. Se expone la membrana en un sistema con camara digital (VersaDoc de Bio-

Rad®), para obtener una imagen digital de la misma.
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4.3 DISTRIBUCION DE PACIENTES POR VARIABLE ESTUDIADA

Como ya se ha comentado anteriormente se ha organizado a los pacientes de tres
formas diferentes en funcién de variables anatomopatoldgicas y clinicas (estadio, grupo
de estadio y diferenciacion). Se han realizado grupos de pacientes en cada una de estas
tres variedades. No tenemos todos los datos del estudio para todos los pacientes debido
a la escasez en la cantidad de la muestra o debido a la negativa de los pacientes para

rellenar el cuestionario de frecuencias alimentarias o la historia clinica.

Las siguientes tablas muestran los pacientes incluidos en cada grupo y los

pacientes a los que se les ha realizado cada variable:

4.3.1 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN ESTADIO

n (control/sin
displasia/displasia
leve/carcinoma in

situ/estadio l/estadio

VARIABLE n Il/estadio 111/ estadio 1V)
EDAD 181 14/28/11/14/30/34/23/27
SEXO (VARONEYS) 181 14/28/11/14/30/34/23/27

EVOLUCION Fallecimiento

Polipos con diferenciacion del mismo grado
6 menor

| P.demayorgrado 181 | 14/28/11/14/30/34123/27

Sin cambios
RECIDIVA 181 14/28/11/14/30/34/23/27
MUERTE 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ENF. SIST. NERVIOSO 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ENF. PSIQUIATRICA 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ENF. CORONARIA 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ENF. RENAL 181 14/28/11/14/30/34/23/27
ENF. REUMATICA 181 14/28/11/14/30/34/23/27
HIPERTRIGLICE. FAMILIAR 181 14/28/11/14/30/34/23/27
HIPERCOLESTE. FAMILIAR 181 14/28/11/14/30/34/23/27
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n (control/sin displasia/displasia
leve/carcinoma in situ/estadio I/estadio

VARIABLE n Il/estadio 111/ estadio 1V)
ENF. ASMATICA 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
DIABETES MELLITUS 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27
HIPERTENSION ARTERIAL (HTA) 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
TRATAMIENTO (TTO) CON AINE 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
TTO CON AAS 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27
TTO CON ESTATINAS 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
RT y/6 QT PREVIO A LA CGIA. 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
NEOPLASIA ,
PREVIA EXTRACOLONICA |
_________ colon T T 180 | 14/28/11/14/30/34/23/26
AUSENCIA DE NEOPLASIA PREVIA
PESO 93 02/28/10/11/07/14/08/13
TALLA 92 02/27/10/11/07/13/08/14
INDICE DE MASA CORPORAL (IMC) 91 02/27/10/11/07/13/08/13
GRADO DE
|OBESIDAD NORMAL |
____________________________ DELGADO |
____________________________ SOBREPESO | 93 03/27/10/12/07/13/08/13
____________________________ O.GRADOI |
____________________________ O.GRADOINI |
0. MORBIDA
OBESIDAD 93 03/27/10/12/07/13/08/13
|[EJERCICIO . AISLADO ]
HABITUAL
____________________________ INTENSO T 100 | 00/27/11/11/11/15/08/17
SEDENTARISMO
SEDENTARISMO 103 | 02/28/11/11/11/15/08/17
FUMADOR 116 | 06/28/10/12/12/15/12/21
ANTECEDENTES |
FAMILIARES |
(AF) C.COLON |
_____ OTROS CC.DIGESTIVOS ] 102 | 00/28/11/11/11/15/09/17
| _OTROSTIPOSDECANCER |
SIN AA. FAMILIARES
OBSM?2 106 | 04/27/09/12/11/13/10/20
OBSM1 167 |  09/27/10/14/29/31/21/26
OBS 86 00/27/10/10/08/11/06/14
ESTRADIOL 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27
TRIGLICERIDOS 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
COLESTEROL TOTAL 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27
LDL 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27
HDL 181 |  14/28/11/14/30/34/23/27
PT 181 | 14/28/11/14/30/34/23/27

89




n (control/sin displasia/displasia
leve/carcinoma in situ/estadio I/estadio

VARIABLE n Il/estadio 111/ estadio 1V)

PCR 181 14/28/11/14/30/34/23/27
CEA 181 14/28/11/14/30/34/23/27
CA 19,9 181 14/28/11/14/30/34/23/27
MPO 179 14/27/10/14/30/34/23/27
LDL OX 173 13/28/11/14/29/31/21/26
S-CAROTENO 172 09/27/10/14/29/34/23/26
VITAMINA A 172 09/27/10/14/29/34/23/26
VITAMINA E 172 09/27/10/14/29/34/23/26
LICOPENO 172 09/27/10/14/29/34/23/26
TBARS TUMOR 56 00/00/00/00/17/14/10/15
TBARS NORMAL 51 00/00/00/00/15/15/08/13
TBARS COCIENTE (TUMOR/SANO) 41 00/00/00/00/13/10/06/12
PN TOTALES TUMOR 37 00/00/00/00/06/12/08/11
PN TOTALES SANO 19 00/00/00/00/03/07/01/08
PN COCIENTE 12 00/00/00/00/03/04/00/05
IHQ APOD NORMAL 48 00/00/00/00/14/13/07/14
IHQ APOD TUMOR 48 00/00/00/00/14/13/07/14
IHQ APOD COCIENTE 48 00/00/00/00/14/13/07/14
FRUTAS 102 00/28/11/10/13/19/10/17
VEGETALES 108 00/28/11/10/13/19/10/17
ALCOHOL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
CARNE ROJA 108 00/28/11/10/13/19/10/17
VISCERAS 108 00/28/11/10/13/19/10/17
CARNE ROJA + VISCERAS 108 00/28/11/10/13/19/10/17
CARNE PROCESADA 108 00/28/11/10/13/19/10/17
PESCADO 108 00/28/11/10/13/19/10/17
ENERGIA GRASAS 108 00/28/11/10/13/19/10/17
E. TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
E. NO GRASAS 108 00/28/11/10/13/19/10/17
FIBRA TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
GRASA TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
AGP TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
HIERRO TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
VC TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
B-CAROTENOS TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
VE TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
VD TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17
LUTEINA 108 00/28/11/10/13/19/10/17
LICOPENO 108 00/28/11/10/13/19/10/17
VA TOTAL 108 00/28/11/10/13/19/10/17

Tabla 5.- Pacientes organizados segun estadio.
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4.3.2 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN GRUPO DE ESTADIO

VARIABLE n n (control/pépipo/tumor)
EDAD 181 14/39/128
SEXO (VARONEYS) 181 14/39/128
[EVOLUCION FALLECIMIENTO
______ P.DE MISMO GRADOOMENOR
P. DE MAYOR GRADO
______ P DIFERENTE 181 14/39/128
_____ RECIDIVA CON METASTASIS
SIN CAMBIOS
RECIDIVA 181 14/39/128
MUERTE 181 14/39/128
ENF. SIST. NERVIOSO 181 14/39/128
ENF. PSIQUIATRICA 181 14/39/128
ENF. CORONARIA 181 14/39/128
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 181 14/39/128
ENF. RENAL 181 14/39/128
ENF. REUMATICA 181 14/39/128
HIPERTRIGLICE. FAMILIAR 181 14/39/128
HIPERCOLESTE. FAMILIAR 181 14/39/128
ENFE. ASMATICA 181 14/39/128
DIABETES MELLIRUS 181 14/39/128
HTA 181 14/39/128
AINE 181 14/39/128
AAS 181 14/39/128
ESTATINAS 181 14/39/128
RT y/6 QT PREVIO A CGIA. 181 14/39/128
NEO. )
PREVIA EXTRACOLONICA
_________ colon T 180 14/39/127
AUSENCIA
PESO 93 02/38/53
TALLA 92 02/37/53
IMC 91 02/37/52
G.DE
|OBESIDAD _NORMAL |
oo DELGADEZ
. GSOBREPESO | 93 03/37/53
oo O.GRADOI ]
oo O.GRADONL ]
0. MORBIDA
OBESIDAD 93 03/37/53
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VARIABLE n n (control/popipo/tumor)
[EJERCICIO AISLADO
HABITUAL
T WNTENsO T 100 00/38/62
SEDENTARISMO
SEDENTARISMO 103 02/39/62
FUMADOR 116 06/38/72
AF.___iCCOLON
OTROS CC. DIGESTIVOS
| OTROSTIPOSDECANCER 102 0rs9163
SIN AA. FAMILIARES

OBS 2 106 04/36/66
OBS 167 09/37/121
ESTRADIOL 181 14/39/128
TRIGLICERIDOS 181 14/39/128
COLESTEROL TOTAL 181 14/39/128
LDL 181 14/39/128
HDL 181 14/39/128
PT 181 14/39/128
PCR 181 14/39/128
CEA 181 14/39/128
CA 19,9 181 14/39/128
MPO 179 14/37/128
LDL OX 173 13/39/121
S-CAROTENO 172 09/37/126
VITAMINA A 172 09/37/126
VITAMINA E 172 09/37/126
LICOPENO 172 09/37/126
FRUTAS 102 00/39/69
VEGETALES 108 00/39/69
ALCOHOL 108 00/39/69
CARNE ROJA 108 00/39/69
VISCERAS 108 00/39/69
CARNE ROJA + VISCERAS 108 00/39/69
CARNE PROCESADA 108 00/39/69
PESCADO 108 00/39/69
E. GRASAS 108 00/39/69
E. TOTAL 108 00/39/69
E. NO GRASAS 108 00/39/69
FIBRA TOTAL 108 00/39/69
GRASA TOTAL 108 00/39/69
AGP TOTAL 108 00/39/69
H. TOTAL 108 00/39/69
VC TOTAL 108 00/39/69
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VARIABLE

n (control/popipo/tumor)

S-CAROTENOS TOTAL 108 00/39/69
VE TOTAL 108 00/39/69
VD TOTAL 108 00/39/69
LUTEINA 108 00/39/69
LICOPENO 108 00/39/69
VA TOTAL 108 00/39/69

Tabla 6.- Pacientes organizados segun grupo de estadio.

4.3.3 PACIENTES ORGANIZADOS POR DIFERENCIACION

n (control/sin

displasia/displasia
VARIABLE n leve/G1/G2/G3)
EDAD 169 14/28/10/92/17/8
SEXO (VARONES) 169 14/28/10/92/17/8
[EVOLUCION FALLECIMIENTO
______ P. DE MISMO GRADO O MENOR

P. DE MAYOR GRADO
______ P DIFERENTE 176 14/28/10/99/17/8
_____ RECIDIVA CON METASTASIS
SIN CAMBIOS

RECIDIVA 176 14/28/10/99/17/8/
MUERTE 176 14/28/10/99/17/8/
ENF. SIST. NERVIOSO 169 14/28/10/92/17/8
ENF. PSIQUIATRICA 169 14/28/10/92/17/8
ENF. CORONARIA 169 14/28/10/92/17/8
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 169 14/28/10/92/17/8
ENF. RENAL 169 14/28/10/92/17/8
ENF. REUMATICA 169 14/28/10/92/17/8
HIPERTRIGLICE. FAMILIAR 169 14/28/10/92/17/8
HIPERCOLESTE. FAMILIAR 169 14/28/10/92/17/8
ENF. ASMATICA 169 14/28/10/92/17/8
DIABETES MELLIRUS 169 14/28/10/92/17/8
HTA 169 14/28/10/92/17/8
AINE 169 14/28/10/92/17/8
AAS 169 14/28/10/92/17/8
ESTATINAS 169 14/28/10/92/17/8
RT y/6 QT PREVIO A CGIA. 169 14/28/10/92/17/8
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n (control/sin displasia/displasia

VARIABLE n leve/G1/G2/G3)
NEO. ,
PREVIA  EXTRACOLONICA
_________ colon T 168 14/28/10/91/17/8
AUSENCIA
PESO 86 02/28/9/42/4/1
TALLA 85 02/27/9/42/4/1
IMC 84 02/27/9/41/4/1
G. DE
|OBESIDAD _ NORMAL
... DELGADEZ
| SOBREPESO | 86 3/27/9/42/4/1
... OGRADOI
... O.GRADOI
0. MORBIDA
OBESIDAD 88 03/27/9/44/4/1
|[EJERCICIO _AISLADO
HABITUAL
T N TeNse T 92 00/27/10/47/6/2
SEDENTARISMO
SEDENTARISMO 98 02/28/10/50/06/02
FUMADOR 108 06/28/09/56/7/2
AF.  {CCOLON |
OTROS CC. DIGESTIVOS
" OTROS TIPOS DE CANCER 94 00/28/10/48/06/02
SIN AA. FAMILIARES
OBS 2 98 2/27/08/50/07/2
OBS 155 09/27/09/85/17/08
ESTRADIOL 169 14/28/10/92/17/8
TRIGLICERIDOS 169 14/28/10/92/17/8
COLESTEROL TOTAL 169 14/28/10/92/17/8
LDL 169 14/28/10/92/17/8
HDL 169 14/28/10/92/17/8
PT 169 14/28/10/92/17/8
PCR 169 14/28/10/92/17/8
CEA 169 14/28/10/92/17/8
CA 19,9 169 14/28/10/92/17/8
MPO 167 14/27/09/92/17/8
LDL OX 161 13/28/10/85/17/8
B-CAROTENO 160 09/27/09/90/17/8
VITAMINA A 160 09/27/09/90/17/8
VITAMINA E 160 09/27/09/90/17/8
TBARS TUMOR 59 00/00/00/43/11/05
TBARS NORMAL 56 00/00/00/41/10/05
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n (control/sin displasia/displasia

VARIABLE n leve/G1/G2/G3)
TBARS COCIENTE (TUMOR/SANO) 51 00/00/00/32/08/05
PN TOTALES TUMOR 35 00/00/00/25/08/02
PN TOTALES SANO 22 00/00/00/18/3/1
PN COCIENTE 12 00/00/00/10/01/01
IHQ APOD NORMAL 47 00/00/00/32/10/05
IHQ APOD TUMOR 47 00/00/00/32/10/05
IHQ APOD COCIENTE 47 00/00/00/32/10/05
FRUTAS 102 00/28/10/54/08/02
VEGETALES 102 00/28/10/54/08/02
ALCOHOL 102 00/28/10/54/08/02
CARNE ROJA 102 00/28/10/54/08/02
VISCERAS 102 00/28/10/54/08/02
CARNE ROJA + VISCERAS 102 00/28/10/54/08/02
CARNE PROCESADA 102 00/28/10/54/08/02
PESCADO 102 00/28/10/54/08/02
E. GRASAS 102 00/28/10/54/08/02
E. TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
E. NO GRASAS 102 00/28/10/54/08/02
FIBRA TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
GRASA TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
AGP TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
H. TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
VC TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
B-CAROTENOS TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
VE TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
VD TOTAL 102 00/28/10/54/08/02
LUTEINA 102 00/28/10/54/08/02
LICOPENO 102 00/28/10/54/08/02
VA TOTAL 102 00/28/10/54/08/02

Tabla 7.- Pacientes organizados segun diferenciacion.
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4.4 ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis estadistico de los datos fue realizado en la Unidad de Investigacion

del HCU de Valladolid mediante el programa SPSSF.

Se utilizaron los siguientes estadisticos:

La comparacion de las variables cuantitativas se ha realizado mediante la prueba
T de Student para muestras independientes o la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney para dos grupos y el test de Welch o la prueba de Kruskal Wallis

en el caso de que el numero de grupos fuese mayor.

Para estudios de asociacion entre variables cualitativas se utilizaron pruebas de
Chi-cuadrado de Pearson En el caso de que el nimero de celdas con valores
esperados menores de 5 sea mayor de un 20%, se ha utilizado el test exacto de

Fisher o el test Razon de verosimilitud para variables con mas de dos categorias.

En los estudios de correlaciones se ha utilizado correlacion de Pearson y se han

realizado estudios de regresion lineal.
Para los analisis multivariantes Se ha realizado un andlisis de regresion logistica
multinomial para las variables estadio, grupos de estadio y diferenciacion con el

fin de estimar las variables mas influyentes en estos grupos.

Los andlisis de supervivencia han sido realizados mediante pruebas de Kaplan-
Meier, las tablas de mortalidad y el modelo de regresion de Cox.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ESTUDIO SOBRE LA EDAD, SEXO, ENFERMEDADES INTERCURRENTES,
TRATAMIENTOS, ANTECEDENTES PERSONALES Y EVOLUCION DE LA
ENFERMEDAD DE LOS INDIVIDUOS INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

5.1.1 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN ESTADIO

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del anélisis de la edad, sexo,
enfermedades intercurrentes, tratamientos, antecedentes personales y evolucion de la
enfermedad. Se han considerado grupos de pacientes en funcién del estadio de CRC en
el que se encontraban. En el capitulo anterior ya se ha detallado el numero de pacientes

gue constan en cada grupo.

El objetivo de la tabla es mostrar como estan distribuidos los pacientes en los
diferentes grupos, o mejor dicho, cdmo estan distribuidas las variables descriptivas que
hemos comentado. De esta manera, podremos analizar de qué forman afectan estos
parametros propios de cada paciente (edad, sexo, antecedentes personales,
enfermedades intercurrentes y tratamientos) a las variables que analizamos en los
apartados siguientes del estudio. Aunque estos resultados se analizaran con mas detalle
en los capitulos siguientes, sefialando cudl o cuales de ellos pueden influir en la variable
a estudiar, destacamos, en este apartado, solo aquellos casos que hemos considerado de
especial interés. Hay que tener en cuenta que se trata de variables descriptivas propias
del presente estudio y que a la hora de compararlas con otros estudios no tienen por qué
coincidir en la forma en la que se distribuyen en los diferentes grupos que hemos

considerado.

También hemos incluido en este apartado el estudio de la evolucion de la
enfermedad. No obstante, se hara un comentario mas amplio en los capitulos siguientes
ya que, como se ha comentado anteriormente, el objetivo de este apartado es dar una

vision general de la distribucion de estos parametros para considerarlos posteriormente.

98



CON- Cain p
TROL SD DL situ | Il 111 [\ valor
56,14 61,29 57,64 67,64 72,60 72,79 72,00 68,19
EDAD (4,450) (2,063) (3,326) (2,882) (2,064) (2,076) (1,555) (2,585) | <0,001
21,4% 53,6% 72,7% 57,1% 56,5% 70,4%
SEXO (VARONES) (3) (15) (8) (8) 60% (18) | 50% (17) (13) (19) 0,136
10,0% 21,7% 29,6%
EVOLUCION_ __ FALLECIMIENTO| 0 | 0.00%_ | 9.1% (1) | 000% | (3. | 88%@).|. (B _ | @ |
POLIPOSIS DE MISMO 18,2% 35,7% 11,8%
GRADOOMENOR ____________f O __ [ 71%(2) | @ _1...6B)_ _|67%2) | (4) ] 13%@3) | 000% |
___P.DEMAYORGRADO ____ | 0 ] 0%.(0)__[ 9.1% (1) | 7.1% 1) | 0,00% | 0,00% | 000%_ [ 0,00% ]
14.3%
___P.DIFERENTE | .0 | __ @ .0 | %@ |0 |0 _ | ___ 0 __|...0_ |
___RECIDIVACONMETASTASIS | _ 0 | o ..o | . 0. |33w@ 29w 0% [ 0%___|
100% 78,6% 63,6% 76,5% 65,2%(1 70,4%
SIN CAMBIOS (14) (22) (7) 50% (7) | 80% (24) (26) 5) (19) 0,001
21,4% 27,3% 14,7%
RECIDIVA 0% (6) (7) 50% (7) | 10% (3) (5) 13% (3) 0 0,001
29,6%
MUERTE 0 0 9,1% (1) 0 10% (3) | 8,8% (3) | 21,7%(5) (8) 0,002
ENF. SIST. NERVIOSO 0 0 0 0 33% (1) | 88%(3) | 43% (1) | 3,7% (1) | 0,446
11,1%
ENF. PSIQUIATRICA 0 3,6% (1) 0 7,1% (1) | 10% (3) | 2,9% (1) | 4,3% (1) (3) 0,548
ENF. CORONARIA 0 0 9,1% (1) | 7,1% (1) | 20% (6) 0% 13% (3) | 3,7% (1) | 0,012
14,3%
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 0 3,6% (1) 0 (2) 10% (3) 0% 8,7% (2) 0 0,09
11,8%
ENF. RENAL 0 7,1% (2) | 9,1% (1) 0 3,3% (1) (4) 8,7% (2) | 3,7% (1) | 0,508
17,9% 14,3%
ENF. REUMATICA 7,1% (1) (5) 9,1% (1) (2) 6,7% (2) | 2,9% (1) | 13% (3) 0 0,176
HIPERTRIGLICERIDEMIA 0 0 0 7,1% (1) 0 0% 0 0 0,637
18,2%
HIPERCOLESTEROLEMIA 0 0 (2) 7,1% (1) 0 5,9% (2) | 8,7% (2) 0 0,077
ENF. ASMATICA 0 7,1% (2) 0 7,1% (1) 0 59%((2) | 43% (1) | 7,4% (2) | 0,513
18,2% 14,3% 26,7% 26,5% 21,7%
DIABETES MELLITUS 0 0 2 2 (8) 9 (5) 7,4% (2) | 0,003
14,3% 28,6% 56,7% 47,1% 47,8% 33,3%
HTA (2) 0 0 4 17 (16) (11) 9) <0,001
AINE 0 3,6% (1) | 9,1% (1) 0 6,7% (2) | 59% (2) | 43% (1) | 7,4% (2) | 0,798
AAS 0 0 0 7,1% (1) | 10% (3) | 2,9% (1) | 13% (3) 0 0,101
10,7% 18,2% 14,3% 33,3% 20,6% 47,8% 11,1%
ESTATINAS 7,1% (1) (3) (2) (2) (10) (7) (11) (3) 0,017
13,3% 11,1%
RT y/6 QT PREVIO A CGIA. 0 0 0 0 4) 5,9% (2) | 8,7% (2) (3) 0,11
EXTRACOLONIC 14,3% 23,3% 17,6% 21,7% 30,8%
NEO.PREVIA_ A | 0 | 36%(M) | 0 | @ | . (COT © 1_G&_ | . ®___]
5,69%
! COLON___ ). ...0_ ] . 0 | .0 | 71&(1) |33%(1) | @ ] __ 0 __|: 3,8% (1) |
100% 96,4% 100% 78,6% 73,3% 76,5% 78,3% 65,4%
AUSENCIA (14) (27 (11) (11) (22) (26) (18) 17) 0,034

Tabla 8.- Resultados de edad, sexo, enfermedades intercurrentes, tratamientos, antecedentes personales y
evolucién de la enfermedad. Se muestran porcentajes con el nimero de pacientes (entre paréntesis),
excepto en la edad que se muestran medias con su desviacién estandar (entre paréntesis).
SD: Pacientes con polipos sin displasia; DL: pacientes con p6lipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio I1; IlI:
pacientes con CRC en estadio I11; 1V: pacientes con CRC en estadio IV
p valor: Significacion estadistica mediante chi.cuadrado, excepto edad que se ha utilizado la técnica
paramétrica para igualdad de medias de Welch. Positiva si p < 0.005

Con respecto a la edad, podemos observar en nuestro estudio que es mayor en

los estadios mas avanzados de la enfermedad. Esto es debido, probablemente, a que los

enfermos afectados de polipos acuden a nuestro centro a realizarse colonoscopias a

edades tempranas debido a que ha habido algin caso de cancer en su familia, o bien a

que han superado la edad de cincuenta afios a partir de la cual se recomienda una

colonoscopia de cribado.
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En cuanto al sexo tenemos que comentar que en el grupo control solamente se
han incluido a 21.4% de varones, mientras que la distribucion en los otros grupos es
diferente, de hecho en los grupos DL y estadio IV es practicamente invertida. Esto es
debido al proceso de seleccion de los controles. Para ello recurrimos al personal de
nuestro laboratorio, en su mayoria mujeres, ya que se requerian sujetos sanos y el
procesado de la muestra tenia que ser muy rapido debido a que se tratan de pruebas que
estudian estrés oxidativo. Con ésto queremos dar a entender que los controles tenian que
ir al laboratorio para realizar la extraccion en un momento determinado, de ahi la
dificultad de que personas sanas, sin conciencia de enfermedad, accedieran a prestarse
como control. No obstante, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos con respecto al sexo (p>0.05).

Tanto la DM como la HTA son més frecuentes en los enfermos con cancer. Esto
probablemente vaya en consonancia con la edad ya que estos enfermos tienen edades

maés avanzadas. Lo mismo podemos decir de los pacientes que consumen estatinas.

También podemos observar como es mas frecuente encontrar neoplasias previas

en los grupos de enfermos afectados de cancer.

En nuestro estudio es mas frecuente la recidiva en los enfermos afectados de
polipos. Tal vez sea porque tienen alguna predisposicion genética no identificada o bien
porque tienen estados elevados de oxidacion que agreden continuamente a la mucosa
favoreciendo la displasia y al cancer. Este Gltimo caso también puede ser consecuencia
del anterior ya que puede existir alguna alteracién genética que condicione ese estado
oxidativo elevado. La recidiva de la enfermedad es mas frecuente en aquellos pacientes
que presentan antecedentes familiares de cancer (p=0.044) como se comentara
posteriormente. De hecho, es mas frecuente en aquellos que han presentado neoplasias
previas (p=0.005) lo cual puede indicar una predisposicion a padecer cancer, o bien la

facilidad de la enfermedad para recidivar, tal y como muestran otros estudios (132).

Se puede observar en la tabla 8 cdmo la mortalidad es mas elevada en aquellos
pacientes con enfermedades intercurrentes, tales como, enfermedades del sistema
nervioso (p=0.019), enfermedad asmatica (p=0.032) o Diabetes Mellitus (DM)

(p=0.028). Este hecho podria estar modificando asociaciones con las variables que
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estudiaremos mas adelante. Asi mismo es méas frecuente la mortalidad en aquellos
enfermos que han padecido alguna neoplasia previa (p=0.033), lo que también podria

estar modificando las asociaciones del estudio.

5.1.2 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN GRUPO DE ESTADIO

PARAMETRICAS CONTROL POLIPO TUMOR p valor
EDAD 56,14 (16,65) 60,26 (10,93) 71,07 (11,41) <0,001
SEXO (VARONES) 21,4% (3) 59% (23) 58,6% (75) 0,026
EVOLUCION _ FALLECIMIENTO | O 2,6% (1) _____|..__: 14,8% (19) ___|
P. DE MISMO GRADO O
MENOR__ e L S 10,3%(4)_ | ... 10,9% (14) ____|
....P.DEMAYORGRADO ________ ] _______. O 26%. (L. _____ ] 08% (1) ____|
... P.DIFERENTE _______________]..__.___. L S 103%(4) | ... 08% (1) ____|
___RECIDIVACON METASTASIS _ | | O . O AR 16%(2) _____|
SIN CAMBIOS 100% (14) 74,4% (29) 71,1% (91) 0,011
RECIDIVA 0 33,3% (13) 14,1% (18) 0,074
MUERTE 0 2,6% (1) 14,8% (19) 0,002
ENF. SIST. NERVIOSO 0 0 4,7% (6) 0,12
ENF. PSIQUIATRICA 0 2,6% (1) 7% (9) 0,233
ENF. CORONARIA 0 2,6% (1) 8,6% (11) 0,136
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 0 2,6% (1) 5,5% (7) 0,377
ENF. RENAL 0 7,7% (3) 6,3% (8) 0,381
ENF. REUMATICA 7,1% (1) 14,4% (6) 6,3% (8) 0,236
HIPERTRIGLICE. FAMILIAR 0 0 8% (1) 0,706
HIPERCOLESTE. FAMILIAR 0 5,1% (2) 3,9% (2) 0,533
ENF. ASMATICA 0 5,1% (2) 4,7% (6) 0,514
DIABETES MELLITUS 0 5,1% (2) 20,3% (26) 0,018
HTA 14,3% (2) 0 44,5% (57) <0,001
AINE 0 5,1% (2) 5,5% (7) 0,474
AAS 0 0 6,3% (8) 0,058
ESTATINAS 7,1% (1) 12,8% (5) 25,8% (33) 0,269
RT y/6 QT PREVIO A CGIA. 0 0 8,6% (11) 0,019
NEO. PREVIA _EXTRACOLONICA [ L B 26% (1) ] ___.: 22% (28) . ___|
______ COLON _ OO ] 38%0) ]
AUSENCIA 100% (14) 97,4% (38) 74,0% (94) <,001
Tabla 9.- Resultados de edad, sexo, enfermedades intercurrentes, tratamientos, antecedentes

personales y evolucion de la enfermedad. Se muestran porcentajes con el nimero de pacientes (entre
paréntesis), excepto en la edad que se muestran medias con su desviacion estandar (entre paréntesis).

p valor: Significacién estadistica mediante chi.cuadrado, excepto edad que se ha utilizado la técnica
paramétrica para igualdad de medias de Welch. Positiva si p < 0.005

Con el fin de comprobar como varian los resultados en los grandes grupos
estudiado (control, pacientes con pélipos y pacientes con cancer) hemos organizado los

resultados que se muestran en la tabla 9.
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Queremos comentar que la variable sexo con esta distribucion si resulta
estadisticamente significativa y atiende a la explicacion que se dio en el apartado

anterior.

Como podemos observar los resultados son muy semejantes a los anteriores. Se
trata de realizar grupos méas amplios de pacientes. De esta manera mostramos los datos
descriptivos en una clasificacion que vamos a utilizar mas adelante para estudiar el resto

de variables analizadas en el estudio.

Las principales diferencias con la tabla 8 se encuentran, como ya hemos
comentado, en la variable sexo. En cuanto a la variable recidiva ya no es significativa,
probablemente porque al unir a los grupos tumorales las recidivas en éstos se acerca al
namero de recidivas que existen en los pacientes con polipos. Las diferencias entre los
grupos en cuanto a la enfermedad coronaria también dejan de ser significativas,
probablemente porque la mayoria de los enfermos se encuentran en el estadio | y al unir
los grupos ya no observamos esa diferencia. Lo mismo podemos decir de las estatinas

cuyos principales usuarios se encontraban en los estadios I, 11y I11.

Sin embargo, en la distribucién de la variable RT/QT previa a la cirugia pasa a
se significativa por razones obvias ya que unicamente los enfermos de cancer reciben

este tratamiento.

5.1.3 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN DIFERENCIACION

Dado que las anteriores clasificaciones aunaban criterios clinicos e histolégicos,
decidimos realizar una clasificacion en funcion de criterios meramente histolégicos para
estudiar si los cambios que se observaban pudieran ser debidos a factores dependientes

intrinsecamente del tumor.
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PARAMETRICAS CONTROL SD DL Gl G2 G3 valor
56,14 61,29 73,18
EDAD (16,65) (10,91) | 56,9 (11,33) | 71,71(9,87) (10,94) 67,5(13,72) | <0,001
SEXO (VARONES) 21,4% (3) | 53,6% (15) 70% (7) 59,8% (55) | 64,7% (11) 25% (2) | 0,034
| EVOLUCION __ FALLECIMIENTO | _____ 0 ____]...000% _ | __ 10% (1) | 11,1% (1) | 118%(2)_ | __ 12,5%(1)
P. DE MISMO GRADO O
IMENOR _ o ]..... 0 ____]..] 7,1% (2 |._. 20%(2) | 111% (11) | _11,8%(2)_ | _: 12,5% (1).
| .__P.DEMAYORGRADO_ _____ | ___. 0 ____]..36%@) | __ 10% @) __|__. 1%@).__]._.0,00% | _| 0,00%___
| ___P.DIFERENTE ____________]____. o ___]._. 1434 | ____| 0 ___.|._. LR €D R S I o.___.
| __ RECIDIVA CON METASTASIS | _____ (U A R IS 0 ___.|._. %@ |0 ___ |1 12,5% (1)__

SIN CAMBIOS 100% (14) | 78,6% (22) 60% (6) 74,7% (74) | 765% (13) | 62,5% (5) | 0,123
RECIDIVA 0% 0 0 1% (1) 0 12,5% (1) | 0,456
MUERTE 0 0 10% (1) 11,1% (11) | 11,8%(2) | 125% (1) | 0,124
ENF. SIST. NERVIOSO 0 0 0 4,3% (4) 11,8% (2) 0% 0,251
ENF. PSIQUIATRICA 0 3,6% (1) 0 6,5% (6) 11,8% (2) 0% 0,416
ENF. CORONARIA 0 0 0 8,7% (8) 11,8% (2) 0% 0,099
ATEROSCLEROSIS SIN E. COR. 0 3,6% (1) 0 5,4% (5) 5,9% (1) 0% 0,669
ENF. RENAL 0 7,1% (2) 10% (1) 6,5% (6) 11,8% (2) 0% 0,581
ENF. REUMATICA 7,1% (1) 17,9% (5) 10% (1) 8,7% (8) 0 0% 0,225
HIPERTRIGLICE. FAMILIAR 0 0 0 1,1% (1) 0 0% 0,943
HIPERCOLESTE. FAMILIAR 0 0 20% (2) 5,4% (5) 0 0% 0,093
ENF. ASMATICA 0 7,1% (2) 0 5,4% (5) 5,9% (1) 0% 0,614
DIABETES MELLITUS 0 0 10% (1) 228%(21) | 176%3) | 12,5% (1) | 0,003
HTA 14,3% (2) 0 0 40,2% (37) | 58,8% (10) | 62,5% (5) | <0,001
AINE 0 3,6% (1) 10% (1) 5,4% (5) 0 0% 0,506
AAS 0 0 0 8,7%(8) 0 0% 0,074
ESTATINAS 7,1% (1) 10,7% (3) 10% (1) 23.9% (22) | 11,8% (2) 25% (2) | 0,329
RT y/6 QT PREVIO A CGIA. 0 0 0 3,3% (3) 5,9% (1) 37,5% (3) | 0,018

EXTRACOLONIC
INEO.PREVIA_A_____________|.__._. 0 ] 38% (@) | ____ 0 ___.|. 20,9%(19)_|_ 353%(6) |  12,5% (1)
L. COLON _ ... (O I I I 0_____|.. 55% (B). ... 0 _ ___|___. 0% ___.
AUSENCIA 100% (14) | 96,4% (27) | 100% (10) | 73,6% (67) | 64,7% (11) | 87,5% (7) | 0,005

Tabla 10.- Resultados de edad, sexo, enfermedades intercurrentes, tratamientos, antecedentes personales
y evolucion de la enfermedad. Se muestran porcentajes con el nimero de pacientes (entre paréntesis),
excepto en la edad que se muestran medias con su desviacién estandar (entre paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G3.

p valor: Significacion estadistica mediante chi.cuadrado, excepto edad que se ha utilizado la técnica
paramétrica para igualdad de medias de Welch. Positiva si p < 0.005

Como ya hemos comentado es una manera de distribuir a los pacientes que
vamos a utilizar en los andlisis posteriores y hemos mostrado aqui los datos descriptivos

del estudio.
Cabe destacar que la variable muerte deja de ser estadisticamente significativa.

Esto nos hace pensar que el fallecimiento de los pacientes atiende mas a razones clinicas

que a clasificaciones histologicas del tumor.
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5.2 RESULTADOS EN SUERO

5.2.1 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN ESTADIO

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de las variables
medidas en suero o en plasma. Se han considerado grupos de pacientes en funcion del
estadio de CRC en el que se encontraban. En el capitulo anterior ya se ha detallado el

namero de pacientes que constan en cada grupo.

CONTROL SD DL Cain situ | 1l 1] [\ p valor
26,43 39,58 28,64 17,63 17,91 24,52 17,49 21,36
ESTRADIOL (29,87) (68,71) (22,64) (8,13) (7,12) (30,66) (7,85) (9,07) 0,235
94,64 95,97 139,33 119,48 120,84 130 120,19 128,78
TRIGLICERIDOS (37,97) (50,45) (48,74) (73,20) (44,25) (46,55) (49,53) (46,72) 0,054
COLESTEROL 222,38 211,15 223,57 217,78 176,53 194,89 198,78 189,01
TOTAL (43,98) (35,76) (58,80) (29,14) (37,96) (38,97) (40,38) (46,06) 0,001
126,55 135,39 146,16 140,90 114,49 126,72 127,75 126,32
LDL (35,00) (34,99) (55,81) (31,87) (32,66) (33,29) (33,62) (42,37) 0,213
66,17 56,56 49,54 52,99 43,03 41,28 46,98 37,67
HDL (15,24) (19,62) (12,50) (14,51) 813,56) (11,20) (16,78) (12,50) <0,001
8,88
PT 6,90 (0,21) | 7,16 (0,35) | 7,2 (0,31) | 6,93 (0,59) (12,58) 6,54 (0,59) | 6,54 (0,85) | 6,29 (0,84) | <0,001
13,93 10,12 18,90 18,30 41,83
PCR 2,05 (2,33) | 1,56 (1,28) | 1,39 (0,55) (26,53) (17,93) (26,07) (23,06) (62,01) <0,001
2,06 22,81 17,37 1203,81
CEA (1,097) 2,15(1,57) [ 1,53 (0,89) | 2,49 (2,39) | 4,20 (4,78) (84,80) (32,85) (4639,91) 0,132
10,97 12,29 17,30 43,17 193,02 2120,79
CA 19,9 9,93 (8,01) | 6,89 (9,06) (12,40) (22,28) (35,20) (170,50) (741,58) (7213,13) 0,309
10,43 13,86 10,85 12,47 15,79 20,20 20,89 30,86
MPO (4,31) (9,19) (4,21) (3,96) (6,89) (18,97) (23,86) (50,90) 0,006
46,95 89,80 90,79 88,55 76,61 84,57 84,70 78,52
LDL OX (30,01) (40,95) (39,50) (34,09) (26,48) (18,67) (19,43) (23,53) 0,012
511,67 523,19 256,70 308,43 208,10 205,71 211,04 181,73
B-CAROTENO (270,63) (446,675) | (133,311) | (182,697) | (137,134) | (130,788) | (164,266) | (113,981) 0,001
0,423
VITAMINA A (0,081) 0,48 (0,11) | 0,56 (0,18) | 0,36 (0,09) | 0,43 (0,16) | 0,35 (0,15) | 0,38 (0,14) | 0,24 (0,09) | <0,001
14,26 13,50 15,60 12,24 13,34 13,71 13,82 11,99
VITAMINA E (2,73) (2,75) (3,67) (3,04) (4,17) (3,68) (4,80) (3,28) 0,208
194,33 168,70 132,10 138,57 139,31 165,35 159,75 100,42
LICOPENO (66,17) (84,99) (65,30) (106,62) (111,71) (131,50) (140,41) (71,20) 0,028

Tabla 11.- Resultados de variables medidas en suero. Se muestran medias con su desviacién estandar
(entre paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con pdlipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio Il; IlI:
pacientes con CRC en estadio I11; 1V: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005

Como podemos comprobar, el CT es menor de forma estadisticamente
significativa en los pacientes afectos de CRC que en aquellos diagnosticados de polipos,
de Ca in situ, o en el grupo control. Esta relacion ya se ha descrito previamente por
Gabay C. et al.(60). Como ya es conocido el colesterol disminuye ante cualquier estado
inflamatorio o de estrés tal y como ocurre en el CRC (133). A este hecho podria unirse
la circunstancia de que los enfermos incluidos en estos grupos pueden consumir

estatinas con mayor frecuencia debido a enfermedades intercurrentes que son mas
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Gréfico 2. Niveles de HDL
CT en esos grupos sea a

expensas de la disminucion de la fraccion de HDL, ya que dicha correlacion ha
resultado estadisticamente significativa (p<0.001, R=0.337). Este hecho nos puede
hacer pensar en el HDL como un elemento protector de la enfermedad, o bien en un
marcador de una dieta y un estilo de vida saludable que tiene como consecuencia la
proteccion frente a esta enfermedad, tal y como describen otros autores (65-72).
Apoyan esta idea la correlacion positiva que muestra el HDL con B-caroteno (p<0.001,
R=0.313), no mostrada en estudios anteriores y tampoco descrita con licopeno
(p=0.002, R=0.235), 6 al menos no de forma estadisticamente significativa; aunque en
otros trabajos existen evidencias de la correlacion con el cociente HDL/LDL(134); y
una correlacion negativa con un IMC alto (p<0.001, R= -0.380), mostrada por Alfadda
et al.(135), con un ndmero elevado de TG (p<0.001, R= -0.507) ya estudiado
anteriormente por Albrink et al. (136) y una cifra alta de MPO (p=0.004), no mostrada

en otros estudios. Hay que decir que aunque estas correlaciones han podido ser
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analizadas en otros trabajos en ninguno de ellos ha sido en relacion con el CRC. Asi
mismo, los niveles bajos de HDL se encuentran asociados a los individuos sedentarios
(p=0.025), tal y como comenta otros autores (137,138), y a los obesos (p=0.002), como
describen Barter et al. (139). Por otra parte hay que destacar que los niveles bajos de
HDL también se han asociado en nuestro estudio a los pacientes con aterosclerosis
(p=0.033) como ya han revisado Mackness B. et al. (140); con enfermedad renal (0.014)
como han visto anteriormente Keane W.K. et al. (141); con asma (p=0.024) descrito asi
mismo por Cakmak A. et al. (142); con DM (p=0.001) revisado por Farbstein D. et al.
(143) y con HTA (p=0.042) revisado por Domingues J.et al. (144), por lo que podria ser
que los individuos con estas enfermedades estuvieran con mas frecuencia en los grupos
qgue hemos mencionado (I, 11, 111 y IV) y fuera ésta la causa de los niveles de HDL bajo
en estos grupos. Efectivamente, esto puede ser asi para la enfermedad coronaria
(p=0.005), DM (p=0.003) y HTA (p<0.001), por lo que harian falta posteriores estudios
estratificados con una muestra mayor para concretar la afirmacién anterior. También
debemos comentar que existe una asociacion positiva de los valores mas bajos de HDL
con el sexo femenino (p<0.001), revisado por otros trabajos (145,146), asi como una
correlacion positiva con los valores de estradiol (algo ya publicado por Masi C.M. et al.
(147)). Parece que el sexo femenino podria estar influyendo en lo anteriormente
comentado aunque no hay un predominio de mujeres en los grupos comentados
(p=0.136, R=0.220). Asi mismo la edad se correlaciona inversamente con los valores de
HDL (p=0.019, R=-0.175), algo que parece constante en otros estudios (148), y en este
caso los individuos de mayor edad se encuentran, ciertamente, en los grupos I, II, Il y
IV de forma estadisticamente significativa (p<0.001) por lo que es probable que afecten
a los valores de HDL. Por otra parte si estudiamos la asociacion entre los niveles bajos
de HDL vy la variable muerte vemos que es positiva (p=002), lo que podria apoyar
nuestra idea aunque volvemos a tener el problema anterior ya que podria deberse esta

mayor mortalidad a una mayor presencia de enfermedades intercurrentes.
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debida a la propia enfermedad tumoral en un contexto de reactivo de fase aguda. El
hecho de que se correlacione con los valores de B-caroteno (p=0.013, R=0.189),
vitamina A (p<0.001, R=0.342) y licopeno (p=0.040, R=0.157), relaciones no
estudiadas previamente en el CRC, apoya la teoria descrita anteriormente que atribuye

el descenso de estos pardmetros a una reaccion de fase aguda debida al proceso tumoral.

En el caso de la PCR

iég vemos cémo sus valores se
80 incrementan a partir del grupo
60 de Ca in situ. Este hecho se debe
jg al propio proceso tumoral ya
0 que se trata de un reactante de
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Grafico 4. Niveles de PCR colesterol, que su descenso se

debia a un proceso de fase
aguda, ¢ inflamatorio, como ocurre en el CRC. Es interesante comentar que los valores
de PCR se encuentran ya elevados desde el estadio de Ca in situ, reflejando un estado
pro inflamatorio. Aungue se trata de una prueba inespecifica, unida a otras pruebas
podria utilizarse como un marcador diagndstico de la enfermedad. Ya se ha descrito en

otros estudios que su aumento en pacientes con CRC se relaciona con un mal prondstico
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(54-58). Este pardmetro se correlaciona con otros marcadores de enfermedad tumoral
tales como el CEA (p=0.001, R=0.239), y CA 19.9 (p=0.008, R=0.197), e incluso
algunos autores piensan que el aumento de PCR supone un factor de prondstico
independiente de estos marcadores para el CRC (149). Se puede comprobar que se
correlaciona bien con los valores de MPO (p<0.001, R=0.636), coincidiendo con lo
publicado por Masoodi l.et al. (150), mientras que otros autores no encuentran esta
relacion (151). Esto indica que la PCR, ademas de estar relacionada con los procesos de
inflamacién, podria estar implicada en los procesos de oxidacion como hemos
comentado en el capitulo anterior. Por otra parte, hay que comentar que se correlaciona
de forma inversamente proporcional con B-caroteno (p=0.009, R= -0.198), vitamina A
(p<0.001, R= -0.394) y licopeno (p=0.001, R= -0.215) como revelan otros autores
(152,153) quienes aducen que las sustancias antioxidantes estudiadas protegen de los
estados oxidativos e inflamatorios. Por nuestra parte, queremos afiadir que también
pudiera deberse a que la disminucion de los valores de éstos dos Ultimos se comporte
como reactantes de fase aguda como hemos comentado anteriormente. Los valores
elevados de PCR se asocian de forma significativa con la mortalidad (p =0.027), tal y

como también indican otros autores (154,155).

Al estudiar los valores de

38 MPQO éstos van aumentando a
28 partir del estadio de Ca in situ de
23 forma estadisticamente
i significativa. Esto indica que en
lg estos estadios los estados de
/&o\' L > L v >N Q oxidacion se encuentran elevados
c,oe‘ 65\(\ con respecto al grupo control y
mMPO que la oxidacion es mayor cuanto

i . mayor es el estadio. Ahora bien,
Gréfico 5. Niveles de MPO

tenemos que preguntarnos si
ésto es debido al proceso tumoral que incrementa el estado oxidativo o si el estado
oxidativo, es el que predispone a un estadio mayor como consecuencia de un estado que
favorece el dafio del DNA vy por tanto de las mutaciones que llevan a originar tumores
mas agresivos. Es importante destacar que este pardmetro no se asocia en nuestro

estudio a factores como la edad, el sexo o a otras enfermedades (p>0.05) por lo que
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podemos decir que este incremento observado es debido a la propia enfermedad
estudiada. La MPO se correlaciona bien con los valores de CEA (p<0.001, R=0.338),
CA19.9 (p<0.001, R=0.292) y PCR (p<0.001, R=0.636) por lo que se podria utilizar
como un posible marcador de la enfermedad. Las dos primeras habian sido estudiadas
previamente en otros trabajos y la correlacién con PCR ya la hemos comentado en el
apartado correspondiente. A su vez se correlaciona de forma inversamente proporcional
con los valores de un antioxidante como es la vitamina A (p=0.004, R= -0.216), algo
que tampoco habia sido estudiado previamente y que indica el papel como biomarcador
de oxidacion de la MPO. Tenemos que resaltar que este estudio es el primero que evalta
los valores de MPO en suero de pacientes con CRC. Los estudios previos se habian
realizado en tejido tumoral y sano del mismo paciente obteniendo una elevacion de
MPO en el tejido tumoral (33-35). En el presente trabajo hemos podido comprobar que
la MPO también se encuentra elevada en el suero de los pacientes con CRC siendo
especialmente elevada en el estadio IV. Este hecho indica la relevancia de la MPO

como marcador de oxidacion en esta enfermedad.

Con respecto a los valores
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Gréfico 6. Niveles de LDLox los pacientes por estadios ni
mucho menos se  habian
realizado estudios previos respecto a pacientes con pélipos. Esto podria indicar que el
estado oxidativo en la sangre de estos pacientes es mayor que en los del grupo control,
por lo que podriamos utilizar LDL ox como un marcador de riesgo temprano. Tal vez
un estado pro-oxidante sea el que confiere susceptibilidad para que estos pacientes
desarrollen pélipos. Si este estado continta o las defensas antioxidantes no funcionan,
ya sea por una dieta y un estilo de vida inadecuado, o por la susceptibilidad genética,

entonces podrian aparecer focos de displasia en el polipo y mas adelante desarrollarse
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un CRC. Hay que destacar que este parametro no se asocia a la edad (p=0.226) ni al
sexo (p=0.277) ni a ninguna de las enfermedades intercurrentes estudiadas (p>0.05) por
lo que a priori apoya la hip6tesis que hemos expuesto. Esta teoria viene avalada por un
estudio previo que hemos comentado anteriormente y que sefiala la elevacion de LDL
como un factor de riesgo independiente para padecer CRC (27). En dicho estudio no se
abordaba la posible relaciéon de las LDL ox con otras enfermedades intercurrentes que
pudieran modificar la asociacion, pero ha sido estudiado en el presente trabajo.
Tampoco se habian estudiado los niveles de LDL ox en pacientes con polipos, como
habiamos comentado anteriormente, los cuales se encuentran incrementados, algo que
refuerza la teoria encontrada en estudios previos que sefialan al estado oxidativo elevado
como un factor de riesgo para padecer CRC. Al igual que en estudios previos (27),
hemos encontrado una correlacion positiva entre los valores de LDL ox y de vitamina E
(p=0.003, R=0.230). Esta aparente contradiccion consistente en la correlacion de una
sustancia antioxidante con un marcador de oxidacién se debe a que las LDL unen
vitamina E de forma fisioldgica, por lo que las LDL oxidadas, aunque oxidadas, siguen

teniendo en su interior vitamina E (27).

Al estudiar los niveles
1200
1000 del antioxidante B-caroteno
800 comprobamos que sufre un
600
descenso  brusco en los
400
200 pacientes que presentan polipos
0 con displasia de forma
N0 N N AN Q L, . e g .
é&o R h estadisticamente significativa y
(_,0 &3 . , ,
que desciende aun mas en los
mb-CAROTENO pacientes con CRC. Podemos
Grafico 7. Niveles de b-caroteno pensar que un estilo de vida no

saludable, pobre en estas
sustancias, es el factor favorecedor para que comience la displasia en el polipo
previamente formado. Esto vendria apoyado por estudios anteriores que, ademas de
refutar nuestros resultados, sefialan al B-caroteno como un factor protector para el CRC
(27,46). No obstante, no hay estudios previos que comparen los niveles de este
antioxidante desde el estadio de pélipo hasta el ultimo estadio de la enfermedad. Al

mismo tiempo podriamos desechar la idea de que este descenso se debiera a una
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reaccion de fase aguda ya que el hecho de producirse una displasia no modifica otros
reactantes de fase aguda. Sin embargo, el descenso que ocurre en los enfermos con CRC
podria ser imputado a este hecho, tal y como comentan otros autores (1,156). En nuestro
estudio hemos encontrado que los niveles de B-carotenos se correlacionan de forma
inversamente proporcional a la edad (p=0.009, R= -0.199). Teniendo en cuenta que
existen diferencias significativas de edad en los grupos de control que hemos estudiado,
se requeririan nuevos estudios para corroborar la hipdtesis que hemos sefialado. Hemos
encontrado que existe una asociacion de niveles altos de antioxidante con el sexo
femenino (p<0.001), tal y como también comentan Wakai K.et al. (157), la ausencia de
DM (p=0.001) y con la ausencia de HTA (p=0.002), lo que refuta lo observado por
otros autores (158-160) por lo que también la ausencia de enfermedades intercurrentes
podria estar interviniendo en nuestra asociacion. Hemos hallado una correlacion directa
entre los p-carotenos y el HDL (p<0.001 R=0.313), lo que ya hemos comentado
anteriormente, pero una correlacion inversa con los TG (p=0.001, R= -0.256) algo que
no se refleja en estudios anteriores de CRC, lo que puede indicar que los B-carotenos
estan elevados en aquellos sujetos que siguen un estilo de vida saludable. Hemos
comprobado, también, correlacion del HDL con otros antioxidantes como el licopeno
(p<0.001, R=0.304), lo cual ya esta referenciado en otros estudios y parece coherente
ya que ambos antioxidantes comparten muchas de sus fuentes. Hay que destacar que
hemos encontrado una asociacion entre los niveles bajos de B-carotenos y los pacientes
fallecidos en nuestro estudio (p<0.001), lo que estd de acuerdo con los resultados
obtenidos por Ito l.et al. (161).

0,8 Con respecto a la vitamina
g:é A encontramos que sus niveles
g’i descienden de forma
0:3 estadisticamente significativa a
gﬁ partir del estadio de Ca in situ,
0 NN encontrandose niveles mas bajos

cP‘{\ oS en el estadio IV. Estos resultados

B VITAMINA A coinciden con los estudios

publicados anteriormente que

Gréfico 8. Niveles de vitamina A ~
seflalan a la  respuesta

inflamatoria sistémica como la responsable de este descenso, al verse disminudas la
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proteina ligadora de retinol y la transtirretina (44). De hecho, nosotros también hemos
encontrado una buena correlacion inversa entre vitamina A y PCR (p<0.001, R= -
0.394), como hemos explicado anteriormente. La misma relacién inversa ocurre con
CEA (p=0.029, R= -0.166) y CA 19.9 (p=0.04, R= -0.216) al igual que en anteriores
estudios para CEA (152) y no para CA19.9 de cuya correlacion no hay estudios previos
en CRC. También hemos visto que sus valores se correlacionan bien con otro
antioxidante como la Vitamina E (p<0.001, R=0.351). Asi mismo hemos comprobado
valores mas altos de vitamina A en aquellos individuos que realizan mas ejercicio
(p=0.05), aunque es posible que el incremento no sea debido al propio ejercicio si no a
una dieta y a un modo de vida saludable, tal y como confirman Kitamura Y. et al. (162).
Al igual que en estudios anteriores (1) hemos comprobado que existe una asociacion de
los niveles bajos de vitamina A con los fallecidos en el estudio (p=0.017), lo que sefiala
que los individuos con niveles bajos de vitamina A tienen mayor posibilidad de muerte.

En relacion con los niveles

350
300 de licopeno en el grafico podemos
250 . —
500 observar como estan mas elevados
150 en el grupo control 'y
100
50 especialmente bajos en el grupo
0 de estadio IV. Es posible que la
N & disminucion en este grupo sea
& &
debido a una respuesta
W LICOPENO _ L _
inflamatoria sistémica al igual

Grafico 9. Niveles de licopeno que sucedia con la vitamina A
como lo revelan McMillan DC. et al. (156). Esto vendria apoyado por la correlacion
inversamente proporcional hallada en nuestro estudio con los valores de PCR (p=0.005,
R=-0.215), al igual que en el trabajo que acabamos de mencionar. También es posible
que la disminuciéon en todos los grupos diferentes al control confiera una mayor
susceptibilidad tanto a los polipos como a la displasia y al posterior CRC. Ya hemos
comentado anteriormente las controversias encontradas en la literatura acerca del papel
del licopeno en el CRC , unos aducen que es un protector mientras otros lo consideran
pro-oxidante (50,51). Por lo que se desprende de nuestros datos parece jugar un papel
protector. No obstante, somos conscientes de la limitacion de nuestro grupo control.

Ademas, hemos encontrado asociacion entre los valores altos de licopeno y el sexo
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femenino (p=0.002), como relatan Ito Y. et al. (163), y una consistente relacion entre
valores altos de licopeno y ausencia de aterosclerosis (p=0.002), como ya lo revelaron
Klipstein-Grobusch K. et al. (164). Por todo esto, tenemos que ser precavidos antes de
afirmar una hipotesis sin estudios mas amplios. Al tratarse de una sustancia antioxidante
no es extrafia la correlacion entre los niveles de B-caroteno (p<0.001, R=0.304) y
vitamina E (p=0.006, R=0.208).

También hemos querido

0 resaltar los resultados obtenidos
i:g con los TG ya que, aunque no
100 resultan estadisticamente
50 significativos  (p=0.054), ésto
0 puede ser debido al reducido
& P & Y NN tamafio de la muestra que hemos
& & contemplado. Vemos cémo los
B TRIGLICERIDOS niveles de TG se encuentran mas

Grafico 10. Niveles de triglicéridos elevados a partir del grupo de
DL, por lo que podemos pensar
que una mayor ingesta de grasas puede ocasionar una mayor susceptibilidad a la
aparicion de displasia. En estudios previos se demuestra la relacion entre niveles
elevados de triglicéridos y la aparicion de pdlipos colorectales adenomatosos (165-167)
asi como la relacién con la aparicion de CRC (168). También hemos encontrado
asociacion entre valores elevados de TG y obesidad (p=0.017), tabaquismo (p=0.014),
enfermedad renal (p=0.023), DM (p=0.022) y HTA (p=0.012). Estas asociaciones
coinciden con lo descrito por otros autores (144,169-172). Por consiguiente, al igual
que ocurre con el HDL, puede ser que los TG sean un mero marcador del estilo de vida
y que sea éste quien realmente importe en la susceptibilidad a la aparicion de la
displasia y el posterior cancer. Lo que parece claro es la existencia de una relacion
entre el metabolismo de las grasas y la susceptibilidad a padecer CRC tal y como
indican otros autores (60). La aportacién mas importante de nuestro estudio, y que no se
ha estudiado anteriormente, es plantear que esta relacion se puede detectar en el estadio
de polipo, por lo que deberiamos considerar si una reversion en el estilo de vida 'y en la
alimentacion serian capaces de revertir la tendencia a padecer cancer. A diferencia del

HDL los TG no se encuentran asociados en nuestro estudio a la edad (p=0.915) ni al
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sexo (p=0.054), por lo que no actuaran como factores de confusion. Hemos encontrado
una buena correlacion entre los TG y el IMC (p=0.012, R=0.264) lo que apoya la
cuestion gque anteriormente hemos comentado. Como ya hemos explicado anteriormente
hemos hallado una correlacion inversa con el HDL (p<0.001, R= -0.507) y los B-
carotenos (p<0.001, R=-0.256), factores ambos que hemos propuesto como protectores
0 marcadores de un estado protector frente a la enfermedad. Al mismo tiempo, hemos
comprobado que existe una correlacion directa con las LDL (p=0.001, R=0.248),

coincidiendo con Geurian K. et al. (173).

5.2.2 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN GRUPO DE ESTADIO

Con el fin de comprobar como varian los resultados en los grandes grupos
estudiado (control, pacientes con polipos y pacientes con cancer) hemos organizado los

resultados que se muestran en la siguiente tabla.

CONTROL POLIPO TUMOR p valor
ESTRADIOL 26,43 (29,87) 36,49 (59,28) 20,28 (17,28) 0,214
TRIGLICERIDOS 94,64 (37,97) 108,21 (53,14) 124,68 (49,51) 0,034
COLESTEROL TOTAL 222,38 (43,98) 214,66 (43,02) 192,55 (40,86) 0,002
LDL 126,55 (35,00) 138,43 (41,39) 125,51 (35,43) 0,159
HDL 66,17 (15,24) 54,58 (18,02) 43,23 (14,06) <0,001
PT 6,90 (0,21) 7,17 (0,34) 7,08 (6,13) 0,986
PCR 2,05 (2,33) 1,51 (1,12) 21,03 (36,47) <0,001
CEA 2,06 (1,097) 1,97 (1,43) 264,37 (2155,77) 0,678
CA 19,9 9,93 (8,01) 8,04 (10,11) 498,90 (3386,37) 0,577
MPO 10,43 (4,31) 13,05 (8,20) 20,70 (27,75) 0,104
LDL OX 46,95 (30,01) 90,08 (40,03) 82,33 (144,19) 0,001
B-CAROTENO 511,67 (270,63) 451,16 (403,65) 213,70 (144,190) <0,001
VITAMINA A 0,423 (0,081) 0,50 (0,14) 0,35 (0,15) <0,001
VITAMINA E 14,26 (2,73) 14,06 (3,11) 13,12 (3,90) 0,31
LICOPENO 194,33 (66,17) 158,81 (80,96) 141,42 (116,50) 0,112

Tabla 12.- Resultados de variables medidas en suero. Se muestran medias con su desviacion estandar
(entre paréntesis).

p valor: Significacién estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005

Como podemos observar los resultados practicamente no varian, siendo
estadisticamente significativas las diferencias entre los grupos de la mayoria de
variables que lo fueron con la anterior clasificacion. Como podemos observar los

valores siguen la misma tendencia que con la anterior clasificacion con lo que se
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corroboran los resultados obtenidos. En nuestra opinion esta clasificacion aporta menos

informacidn que la anterior ya que con la anterior podemos saber en qué estadio de la

enfermedad suceden los cambios que estamos estudiando. El objetivo de esta

clasificacion era realizar menos grupos, lo que nos permitiria aumentar el nimero de

sujetos incluidos en cada grupo y poder realizar asi un estudio con mayor potencia

estadistica. Sin embargo, vemos que ésto solo ocurre en el caso de los TG cuyas

diferencias entre los grupos se vuelven significativas.

5.2.3 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN DIFERENCIACION

Dado que las anteriores clasificaciones aunaban criterios clinicos e histologicos

decidimos realizar una clasificacion en funcién de criterios meramente histologicos para

comprobar si los cambios que se observaban pudieran ser debidos a factores

dependientes intrinsecamente del tumor.

CONTROL SD DL G1 G2 G3 varljor
ESTRADIOL 26,43 (29,87) | 39,58 (68,71) | 29,07 (23,81) | 18,30(9,03) | 20,33(10,40) | 17,10(7,92) | 0,35
TRIGLICERIDOS | 94,64 (37,97) | 9598 (50,45) | 144,70 (47,83) | 125,94 (52,18) | 126,67 (41,22) | 110,79 (34,02) | 0,013
COLESTEROL
TOTAL 222,38 (43,98) | 211,15 (35,76) | 230,26 (57,39) | 194,09 (41,7) | 187,78 (39,27) | 196,96 (47,52) | 0,016
LDL 126,55 (35,00) | 135,40 (34,99) | 151,03 (56,32) | 125,63 (36,28) | 124,81 (31,20) | 131,64 (36,05) | 0,377
HDL 66,17 (15,24) | 56,56 (19,62) | 50,30 (12,91) | 4520 (14,71) | 37,66 (11,06) | 39,00 (9,10) | <0,001
PT 6,90 (0,21) 7,17 (0,36) 7,21(0,33) 7,34 (7,21) 6,42 (0,74) 6,25(0,89) | 0,985
PCR 2,05 (2,33) 1,56 (1,28) 1,43 (0,57) 20,88 (39,63) | 14,94 (20,12) | 30,25 (39,17) | <0,001
356,09
CEA 2,06 (1,097) 2,15 (1,57) 1,58 (0,92) (2540,47) 23,52 (33,72) | 17,06(38,82) | 0,923
587,18
CA 19,9 9,93 (8,01) 6,89 (9,06) 11,50 (12,94) (3958,95) | 221,36 (854,23) | 92,72 (233,38) | 0,927
MPO 10,43 (4,31) 13,86 (9,19) 10,71 (4,44) | 2142 (31,92) | 19,41(13,87) | 1824 (8,59) | 0,468
LDL OX 46,95(30,01) | 89,8(40,95) | 92,51 (41,21) | 81,11 (24,36) | 83,12(22,29) | 84,34(23,67) | 0,013
B-CAROTENO 511,67 (270,63) | 523,19 (446,68) | 254,78 (141,25) | 225,28 (153,23) | 180,41 (131,99) | 196,63 (102,90) | 0,004
VITAMINA A 0,423 (0,081) 0,48 (0,11) 0,57 (0,89) 0,35 (0,14) 0,38 (0,18) 0,36 (0,15) | <0,001
VITAMINA E 14,26 (2,73) 13,50 (2,75) 15,97 (3,68) 13,34 (4,04) 12,31 (3,15) 13,84 (5,04) | 0,289
LICOPENO 194,33 (66,17) | 168,70 (84,99) | 140,56 (63,18) | 147,87 (118,05) | 125,53 (115,41) | 143,50 (145,18) | 0,668

Tabla 13.- Resultados de variables medidas en suero. Se muestran medias con su desviacion estandar
(entre paréntesis).
SD: Pacientes con polipos sin displasia; DL: pacientes con p6lipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histologica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G3.
p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005

En lineas generales podemos decir que los resultados obtenidos con esta

clasificacion son muy similares a los de la clasificacion inicial. Los cambios los

podemos encontrar dentro de cada tipo de diferenciacion. Es decir, aunque los
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parametros medidos se comportan de forma similar en los grandes grupos (control,
polipos, tumor), varian cuando estudiamos su comportamiento en grupos mas pequefios.
Por lo general, hemos obtenido resultados mas homogéneos entre los distintos grupos de
tumor (G1, G2, G3) por lo que podemos decir que las variaciones son debidas en mayor
medida al estadio clinico del tumor. Esto lo podemos comprobar mejor si observamos
los pardmetros de respuesta sistémica los cuales estdn muy bajos o muy altos
(dependiendo de la prueba) en el dltimo estadio del tumor (IV) pero que no se
corresponde con ninguno de los grados de diferenciacion. Esto es asi con PCR, vitamina

A 0 B-carotenos.

Cabe destacar que en esta clasificacion no resultan significativas las diferencias
de MPO entre los grupos. Este hecho es debido probablemente a que se sus valores
dependan en mayor medida del estadio clinico del proceso tumoral o bien a que los
estados de oxidacion mas elevados (y por tanto con unos valores mas elevados de MPO)

condicionen un estadio clinico peor que favorezca las metéstasis a distancia.

5.2.4 VALORACION GLOBAL DE LOS RESULTADOS EN SUERO

A la luz de los resultados aqui mostrados, podemos decir que en las diferentes
fases del proceso tumoral desde la aparicion del pélipo hasta el estadio 1V el estado
oxidativo en sangre va aumentando. Ese aumento lo podemos constatar por las variables
MPO y LDL ox. Una de las causas que pueden ocasionar ese aumento es el descenso de
las sustancias antioxidantes, probablemente atribuido a una disminucion en la ingesta de

las mismas.

Dependiendo del pardmetro que estemos midiendo estos cambios se evidencian
en uno u otro estadio del proceso. Lo que parece claro es que ya en la fase de polipo,
con o sin displasia, ocurren cambios en el estado oxidativo del sujeto que
probablemente den lugar a una mayor susceptibilidad a padecer CRC. El caso més
[lamativo nos lo muestran los resultados con LDL ox que estan elevados ya en el estadio
de polipo no displésico revelando un incremento del estrés oxidativo que,

probablemente, haya dado lugar al propio pélipo y que unido a otros factores pueda dar
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origen a una displasia y posteriormente a CRC. Otro de estos pardmetros son los B-
carotenos que disminuyen drasticamente en los sujetos con pélipos displasicos pudiendo
ser una baja ingesta de estos antioxidantes una de las causas que elevan el estado
oxidativo y que, por tanto, que den lugar a la displasia. Probablemente los parametros
que mejor definen el estado oxidativo en nuestro estudios sean los pro-oxidantes LDL

ox y MPO vy los antioxidantes vitamina A y p-carotenos.

No obstante, ya hemos comentado que hay que tener precaucion a la hora de
valorar todo lo dicho ya que los resultados han podido verse influidos en algunos casos
por la edad, el sexo (en menor medida ya que los grupos estan mejor equilibrados como
ya hemos comentado anteriormente) y por las enfermedades intercurrentes. En este
trabajo hemos realizado una primera aproximacion de como estos factores han podido

influir en los resultados.

Con el fin de estudiar mejor el estado oxidativo en suero hemos creado la
variable OBSM1, que hemos descrito previamente. Esta variable nos permite analizar el
grado de oxidacion en los sujetos incluidos en el estudio desde una perspectiva objetiva
ya que utiliza los marcadores sericos de oxidacion que hemos descrito en el apartado de
material y métodos. Esta variable la hemos considerado modificando la variable OBS
original tal y como hicieron Goodman et al. (26). Los resultados se muestran en las

siguientes tablas.

CONTROL SD DL Cain situ | 1 1] [\ p valor

OBSM1 9 (1,50) 8 (2,00) 8(2,00) | 55(500) | 6(200) 6 (5,00) 5 (3,00) 4(2,25) | <0,001

Tabla 14.- Resultados de variable OBSM1. Se muestran medias con su desviacién estandar (entre
paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio I1I; IlI:
pacientes con CRC en estadio Il1; IV: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacién estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005

CONTROL POLIPO TUMOR p valor
OBSM1 9,33 (1,41) 7,56 (1,56) 5,24 (2,41) <0,001
Tabla 15.- Resultados de variable OBSM1. Se muestran medias con su desviacion estandar (entre
paréntesis).

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005
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CONTROL SD DL Gl G2 G3 p valor

OBSM1 9,33 (1,41) 7,67 (1,66) 7,56 (1,01) 5,41 (2,48) 5,00 (1,73) 5,00 (2,93) <0,001

Tabla 16.- Resultados de variable OBSM1. Se muestran medias con su desviacién estandar (entre
paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacién histoldgica G3.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch.
Positiva si p < 0.005

Las tres tablas anteriores muestran los resultados de la variable OBSM1
habiendo agrupado a los pacientes de las tres formas anteriormente descritas. Esta
variable se puede considerar como una medida global de la oxidacién en la sangre del

paciente. A menor valor de la variable, mayor es el estado oxidativo y viceversa.

. En cualquiera de las

0 tres clasificaciones podemos

comprobar cémo el estado

6 oxidativo aumenta a medida

4 que avanzamos en el estadio

2 del tumor. Estos resultados

0 obtenidos no se comentan en
CONTROL SD DL Cainsitu Il il IV

- OBSMI comparacion con otros

Grafico 11. Niveles de OBSM1 estudios debido a que ésta
constituye una variable propia
y original de este trabajo y no es comparable con otros casos ya que otros autores
utilizan variaciones de la misma adaptandose a las circunstancias de su caso. Como ya
hemos mencionado anteriormente los cambios comienzan ya en la fase de polipo y se
hacen mucho mas evidentes a partir del estadio de Ca in situ. Este estudio global de la
oxidacion nos permite aventurar la idea de que estados pro-oxidativos predisponen a
una mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad. Estos estados pro-oxidantes
pueden tener lugar por un menor consumo de antioxidantes, o bien por un estilo de vida

poco saludable, algo que comentaremos en los apartados sucesivos.

Resulta de gran interés comentar la relacion existente entre el perfil lipidico de
los pacientes, el estado oxidativo y la propia enfermedad. Aunque ya estaba descrito en

otros estudios que existe una relacion entre cifras altas de colesterol y TG y cancer de
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colon (60), seguimos sin saber si se trata de la causa de la enfermedad o la consecuencia
del estilo de vida y de la alimentacion y si son estas ultimas las causantes de la
enfermedad (61). Lo mismo sucede con los niveles de HDL ya que, como se ha
comentado anteriormente, niveles bajos de HDL estan asociados con un mayor riesgo
de padecer CRC (62). Tal y como refleja nuestro estudio en los resultados de las
diferentes correlaciones anteriormente expuestas, es posible que tanto el estado pro-
inflamatorio (niveles de PCR) como el estado oxidativo influyan en este proceso ya que
es conocido que el HDL puede actuar como antioxidante (64,65,67).
Desafortunadamente, los estudios que hemos llevado a cabo para relacionar el consumo
de estatinas y AINEs con los niveles de colesterol y de HDL no han sido concluyentes.
El analisis de los datos no nos aporta resultados concluyentes, lo que atribuimos al
hecho de que una vez que el paciente consume el farmaco se obtienen poblaciones
homogeéneas en cuanto a los niveles de colesterol se refiere. Ademas, hay que tener en
cuenta que debido a los analisis de rutina que se realizan en la mayoria de la poblacion

cada vez se inicia de forma mas temprana el tratamiento con estatinas.

5.2.5 ANALISIS MULTIVARIANTE

Se ha realizado un analisis multivariante en el que se han tenido en cuenta las
variables medidas en suero cuyas diferencias han resultado estadisticamente
significativas, junto con la edad y el sexo de los pacientes. Los resultados se muestran
en la tabla 17.

Aunque se muestran los resultados de las diferentes agrupaciones, vemos que no
existen diferencias marcadas entre ellas, por ello vamos a comentar los resultados

resultantes de organizar los pacientes en estadios.

Segun los andlisis realizados las diferencias observadas entre los grupos para la
edad, CT, PT, PCR, LDLox, B-caroteno y vitamina A ademas de ser estadisticamente
significativas son independientes, es decir que no se asocian al resto de las variables

estudiadas ni a la edad ni al sexo.
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PACIENTES PACIENTES
PACIENTES AGRUPADOS EN | AGRUPADOS | AGRUPADOS
GRUPOS DE ESTADIOS EN SEGUN
ESTADIOS | DIFERENCIACION
VARIABLE
Sig. Sig. Sig.
EDAD 0,001 0.005 0.003
SEXO 0,121 0.348 0.129
COLESTEROLTOTAL 0,307 0.002 0.096
HDL 0,205 0.073 0.076
TG 576
PT ,003 0.021 0.008
PCR <0,000 0.004 0.002
LDLOX <0,000 <0.001 <0.001
MPO - 0.178 0.271
bCAROTENO 0,009 0.004 0.014
VITAMINAA 0,011 0.001 0.041
LICOPENO - 0.074 0.473
OBSM1 0,047 0.233 0.171

Tabla 17.- Resultados de analisis multivariante. Se muestran valores de significacion estadistica
Significacion estadistica mediante técnicas para contrastes de la razén de verosimilitud. Positiva si p <
0.005

Este hecho resulta especialmente importante para demostrar la independencia de
los valores de LDLoX, ya que es un parametro cuyos niveles son muy bajos en el grupo
control y tenemos que recordar que la edad y el sexo son factores que podian influir
dadas las condiciones de este grupo.

Por otra parte, es logico que los valores de OBSML1 no resulten independientes

ya que la variable se ha formado a partir de los propios valores de otras variables.
Estos resultados confirman los hallados por Leung et al. (1) que también

encuentran independientes los cambios entre los grupos de vitamina A. Sin embargo en

este estudio no encuentran independencia en el resto de las variables.
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5.3 RESULTADOS EN TEJIDO

5.3.1 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN ESTADIO

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de las variables
medidas en tejido, ya sea tumoral o perilesional (sano). Se han considerado grupos de
pacientes en funcion del estadio de CRC en el que se encontraban. En apartados

anteriores ya se han detallado el nimero de pacientes que constan en cada grupo

VARIABLE | I 1T v p valor
TBARS TUMOR 4,86 (6,05) 6,78 (12,98) 16,18 (36,05) 24,91 (60,50) 0,005
TBARS NORMAL 4,30 (10,18) 4,96 (7,76) 4,54 (26,57) 12,33 (32,79) 0,08
TBARS COCIENTE

(TUMOR/SANO) 1,21 (3,22) 1,43 (1,63) 2,32 (2,33) 1,95 (12,37) 0,575
PN TOTALES TUMOR 5,74 (7,25) 3,03 (2,03) 3,49 (7,43) 2,138 (4,50) 0,313
PN TOTALES SANO 3,142 (1,72) 3,30 (4,29) 1,34 (0) 4,92 (4,77) 0,614
PN COCIENTE 1,76 (0,36) 1,14 (13,98) 0 0,451 (0,27) 0,151
IHQ APOD NORMAL 1,25 (1,38) 1,50 (1,00) 2,00 (0,00) 1,93 (1,00) 0,176
IHQ APOD TUMOR 1,50 (1,00) 1,00 (1,50) 2,00 (0,25) 1,50 (1,88) 0,623
IHQ APOD COCIENTE 1,00 (0,19) 1,00 (1,50) 1,00 (0,23) 1,00 (0,63) 0,758

Tabla 18.- Resultados de variables medidas en tejido. TBARS: determinacion de lipidos peroxidados.
PN: proteinas nitrosiladas. IHQ: Inmunohistoquimica. Se muestran medianas con su rango intercuartil
(entre paréntesis).

I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio Il; I1I: pacientes con CRC en estadio
I11; 1V: pacientes con CRC en estadio 1V

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas por la prueba de Kruskal-Wallis.
Positiva si p < 0.005

En este gréfico se representan

450,000 TBARS - Tejido tumoral ] . L.
400,000 los niveles obtenidos de lipidos
350,000 peroxidados mediante TBARS en
200000 tejido  tumoral. Como podemos
250,000 - s
observar se obtienen valores mas
200,000
150,000 elevados cuanto mas alto es el estadio
100,000 tumoral. EI maximo nivel se obtiene en
"o L . pacientes con estadio V. Estos datos
0,000
! I i v confirman los resultados de estudios
Graéfico 12. Niveles de TBARS en el tejido tumoral. previos (37-39) que proponen un

aumento de los niveles de ROS a medida que aumenta la masa tumoral. Como ya se ha
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comentado anteriormente los ROS atacan a los lipidos, entre otras moléculas, por lo que
podemos medir el dafio que producen mediante el método TBARS. Esto muestra como
los niveles de estrés oxidativo aumentan a medida que lo hace el estadio tumoral. Sin
embargo estos resultados contradicen lo propuesto por otros autores que observan una
disminucion de los niveles de lipidos peroxidados a medida que avanza el estadio
tumoral (36). Otros autores exponen niveles incluso menores que en el tejido normal

periadyacente a la lesion (19).

En ninguno de estos trabajos citados se estudia la relacion de dichos parametros
con otras enfermedades del paciente, los tratamientos a los que esté siendo sometido, el
sexo, la edad y otros indicadores de habitos de vida. Nosotros hemos encontrado que los
niveles de TBARS son méas elevados en aquellos enfermos que padecen Insufiencia
Renal (p<0.05). Este hecho podria estar condicionando los estudios de los que hemos
hablado y por ello encontrar diferencias entre los distintos autores. Si bien es conocido
que los niveles de lipidos peroxidados estan elevados en el suero de pacientes con
enfermedad renal (174-176), especialmente en fase terminal o en hemodialisis. Es
posible que estos enfermos tengan un estado de estrés oxidativo elevado en todo su
organismo y ésto afecte también a la mucosa colonica. No obstante, las diferencias
observadas entre los pacientes con enfermedad renal que se encuentra en cada uno de
los grupos no son estadisticamente significativas (p=0.508) por lo que creemos que no
afecta a la validez de los resultados. De hecho, solo existe un paciente con enfermedad
renal en el estadio IV que es donde se encuentran los valores de lipidos peroxidados
mas elevados. Los niveles de TBARS analizados en este trabajo no muestran relacion

estadisticamente significativa con ninguna otra enfermedad de los pacientes.

También se ha estudiado la relacion de los niveles de lipidos peroxidados en
tejido tumoral con diferentes tratamientos, encontrandose relacion con aquellos
pacientes que toman estatinas de tal forma que los tratados tienen niveles mas bajos de
lipidos peroxidados (p=0.02). Es conocido que las estatinas son capaces de reducir los
niveles de peroxidacion lipidica en suero (177-179), pero no se conocia Su
comportamiento en tejido de enfermos con CRC. De todas formas los resultados son
previsibles segln estos estudios previos. Segun estos resultados las estatinas disminuyen
el estrés oxidativo en el propio tejido tumoral y podrian utilizarse como base de un

tratamiento para estos enfermos. No obstante, en nuestro estudio no existen evidencias
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claras de que los enfermos con estatinas sobrevivan méas tiempo que los no tratados (al
menos hasta la fecha del presente trabajo), ni que éstos tengan menos recidivas de la
enfermedad. Si bien existen estudios que sefialan a las estatinas como farmacos
protectores frente al CRC (64,73,74), incluso hay estudios que sefialan su potencial uso
curativo en asociacion con quimioterapia (180). Es posible que el mecanismo
subyacente se encuentre en esta reduccion del estrés oxidativo que ocurre en la mucosa
colbnica, lo que conferiria proteccion frente a padecer CRC. No se ha encontrado
relacion entre los niveles de lipidos peroxidados en el tejido tumoral vy los otros
tratamientos estudiados.

Adicionalmente hemos estudiado los niveles de lipidos peroxidados en el tejido
tumoral en relacion con los tratamientos de quimioterapia (QT) y/o radioterapia (RT)
administrados en algunos pacientes de forma previa a la cirugia y hemos comprobado
que los pacientes sometidos a estos tratamientos tienen niveles méas altos de lipidos
peroxidados en el tejido tumoral (p=0.028). Aunque era de esperar que la RT elevase
estos valores (181) ello no habia sido evidenciado en los casos de cancer de colon, no
obstante, estan descritos estos incrementos con QT en suero (Farias IL).. También es
posible que los individuos sometidos a este tipo de tratamientos méas agresivos sean los
que presenten tumores evolucionados y ya hemos vistos que los tumores méas avanzados

presentan mayores niveles de lipidos peroxidados.

Al analizar los antecedentes familiares de los pacientes hemos encontrado que
los niveles de lipidos peroxidados se encuentran mas elevados en aquellos que tienen
antecedentes familiares de primer grado con algin tipo de céancer (p=0.045), cancer
digestivo (p=0.018) o cancer de colon (p=0.026). Este hecho no ha sido descrito
previamente en la literatura y podria deberse a una susceptibilidad genética hereditaria
para padecer cancer de colon. Es posible que estos enfermos tengan una tendencia a
tener un estado oxidativo mas elevado o algun fallo en los mecanismos antioxidantes
que les confiera una mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad. Este hecho
podria explicar muchos casos de canceres en los que parece que existe una agregacion
familiar pero no se consigue demostrar que sean hereditarios ya que a menudo no
cumplen los criterios para entrar en los grupos de estudio (muchas veces por la edad
avanzada de los afectados) y en otras ocasiones porque no se detecta la mutacion

responsable.
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Gréfico 13. Niveles de TBARS en el tejido normal.
No obstante, es importante

destacar que se ha encontrado una buena correlacién con los niveles de Proteinas
Nitrosiladas (PN) Cociente (PN de tejido tumoral/PN de tejido sano) (p<0.001,
R=0.905). Esto evidencia que los dos pardmetros resultan ser buenos marcadores del
estrés oxidativo que estd ocurriendo en la mucosa intestinal. También se ha encontrado
una correlacion con los niveles de ApoD en tejido tumoral (p=0.022, R=0.365), lo que
indica que existe una respuesta de esta proteina frente al estrés oxidativo y que
comentaremos posteriormente. Por otra parte, hemos comprobado una correlacion
negativa con la variable OBSM1 (p=0.042, R= -0.270) lo que indica la buena relacion
entre los niveles de estrés oxidativo en plasma y en tejido (valores menores de OBSM1

se corresponden con mayores estados de oxidacion).

Con respecto a los valores de TBARS en tejido normal perilesional podemos
observar que existe un incremento en el estadio Il y IV, si bien no resulta
estadisticamente significativo (p>0.05). Estos valores obtienen una correlacidn negativa
(p=0.001, R= -0.560) con los niveles de ApoD en la pieza tumoral. Es posible que la
disminucion de la expresion de ApoD en la zona tumoral de los estadios mas altos
dependa del incremento del estrés oxidativo en la zona perilesional. Este incremento es
posible que sea debido a varios factores. En primer lugar que la lesién esté produciendo
ROS que contaminen esta zona, de modo que, cuanto mayor es el estadio mayor es el
nivel de ROS y mayor la contaminacion. También es posible que en estos estadios el
estado oxidativo del paciente sea mayor y por ende también sea mayor en la mucosa
normal. Como ya hemos comentado anteriormente en la literatura cientifica
encontramos todas las posibilidades. En unos casos la peroxidacion lipidica es menor

(37-39), y en otros mayor (19) que en la mucosa tumoral, pero no hay referencias de los
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niveles de la mucosa normal por estadios, puesto que todos la agrupan como control
independientemente del estadio en que se encuentre el paciente. Probablemente, lo mas
correcto seria considerar estos valores como contaminacion, ya sea por proximidad a la
zona de la lesion o por un estado hiperoxidativo en general (que no ocurriria en un

individuo normal).

En cualquier caso, y para el presente trabajo, hemos decidido utilizar como
control de cada sujeto su propia mucosa sana, habiendo obtenido los resultados que se
muestran en la tabla 14. A pesar de que se observa un incremento en los niveles de
lipidos peroxidados de la zona tumoral con respecto a la zona perilesional que es mayor
cuanto mayor es el estadio (excepto en el estadio 1V) los resultados que se obtienen no
son estadisticamente significativos (p>0.05). Esto puede ser debido a varias
circunstancias. Por un lado, al bajo nimero de individuos de que se dispuso para la
muestra, dado que no fue posible recoger mucosa sana y tumoral de todos los pacientes
seleccionados debido a que se recogian las porciones de mucosa que no eran
imprescindibles para el diagnédstico clinico. Y principalmente, se puede deber a que no
en todos los pacientes los valores de TBARS eran mayores en el tejido tumoral, algo
que se corresponde con las observaciones de otros autores (19). Por este motivo
decidimos construir el siguiente grafico a modo meramente ilustrativo. Se ha asignado
un valor de 100 a la media de los valores de TBARS de la mucosa normal de cada
estadio y se halla el porcentaje de las medias de cada estadio de TBARS en el tumor.
De esta manera solventamos el problema de la pérdida de pacientes. Aplicando la
pruebas de Kruskal Wallis para muestras no aparejadas obtenemos que las diferencias
aqui mostradas son estadisticamente significativas (p=0.002). En el grafico 14 se puede
visualizar cémo la tendencia general es un incremento en los valores de lipidos

peroxidados conforme avanza el estadio tumoral. Es preciso destacar que el valor de
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Gréfico 14. Niveles de TBARS en el tejido, tomando
los valores en mucosa normal como el 100%.
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mismo sentido) a los antecedentes familiares de céancer (p=0.011), de cancer digestivo
(p=0.021) y a la enfermedad renal (p=0.012).

No obstante, no hay que olvidar que no tenemos un control de mucosa sana
perteneciente a pacientes sin enfermedad intestinal. Esto no ha sido posible debido a que
los pacientes que se someten a cirugia intestinal, aunque sea por causas diferentes a
CRC, suelen tener un patron de estrés oxidativo elevado como es el caso de la
enfermedad inflamatoria intestinal u otros procesos que conlleven inflamacion. Por esto,
aungue se utilice mucosa perilesional como control, ésta no es la mucosa de un sujeto
sano. Ademas, partimos de la idea, como hemos comprobado en el apartado anterior, de
que existe un estado oxidativo aumentado de base que es el que condiciona una mayor
susceptibilidad al cancer, e incluso la mucosa sana perilesional debe de contener niveles
mas elevados de lipidos peroxidados que la mucosa de un individuo sano. Lo ideal seria
poder analizar estos valores en una mucosa de este tipo y compararla con la mucosa

perilesional de los pacientes, algo que no se ha realizado en ningun estudio previo.

El estrés oxidativo en tejido lo hemos determinado también analizando el grado
de nitrosilacion de proteinas tal y como se ha comentado en el apartado de material y
métodos. En este caso, al igual que en el anterior, hemos medido proteinas nitrosiladas
tanto en tejido tumoral (PN tumor) como en perilesional (PN sano). Asi mismo, hemos
determinado el valor obtenido en el tejido tumoral con respecto a su mucosa sana (PN
cociente).

Analizando los resultados hemos encontrado una asociacion entre PN tumor y
RT/QT de tal manera que los pacientes tratados tienen valores méas bajos de proteinas
nitrosiladas (p=0.029). Esto indicaria que la RT y la QT producen estrés oxidativo
afectando a los lipidos pero de menor manera a las proteinas. Hay que decir que estos
resultados no concuerdan bien con los encontrados en tumores de rata (182) en los que
las radiaciones ionizantes aumentan la nitrosilacién de proteinas y tampoco con los
encontrados en lineas celulares tumorales en los que drogas administradas aumentan la
nitrosilacion de proteinas y la apoptosis (183). Adicionalmente hemos encontrado que
los individuos fumadores tienen niveles mas elevados de proteinas nitrosiladas en el

tejido tumoral (p=0.039). Si bien no hemos encontrado estudios previos en la literatura,
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es bien conocido que el tabaco actia como prooxidante (26) por lo que es l6gico esperar

un aumento en los niveles de proteinas nitrosiladas.

En este trabajo hemos determinado una buena correlacion entre los niveles de
PN cociente y TBARS tumor y TBARS cociente. Asi mismo, hemos visto que existe
una buena correlacion con el nivel de estrégenos (p=0.004, R=0.761), algo no descrito

previamente.

En este trabajo también se
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Gréfico 15. Niveles de Apo D en el tejido, tomando los muestras cuatro valores segun  la

valores en mucosa normal como el 100%. expresion de ApoD que mostraran
(0,1,2,3). En este trabajo nos vamos a limitar a la medida semicuantitativa de ApoD sin
entrar en otros detalles propios de la Anatomia Patoldgica y que ya hemos comentado
que se analizan en el marco de un estudio mas amplio. Con respecto a los resultados
mostrados en la tabla 17 se muestran las medianas ya que se han realizado pruebas no
paramétricas debido al tamafio muestral reducido de los grupos analizados. Las
diferencias entre los grupos no resultan significativas probablemente debido al tamafio
muestral reducido. Ademas, el hecho de que sélo haya cuatro valores posibles y que se
hayan utilizado medianas no nos deja apreciar lo que puede estar ocurriendo. Por eso,
hemos elaborado el siguiente grafico a modo meramente ilustrativo, asignando un valor
de 100 a la media de los valores de ApoD de la mucosa normal de cada estadio y se ha
hallado el porcentaje de las medias de cada estadio de ApoD en el tumor. De esta
manera vemos como los niveles de ApoD disminuyen al aumentar el estadio tumoral.
No obstante, al aplicar la prueba de Kruskal Wallis para muestras no aparejadas no se
alcanza significacion estadistica (p>0.05). Estos resultados coinciden con los hallados
en otro estudio previo (184) en el que miden la expresion del gen de ApoD en relacién
con la mucosa normal, aunque sin tener en cuenta los estadios. Segun dicho estudio el

gen de ApoD se encuentra metilado e inactivado en las celulas tumorales, siendo
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identificado como gen supresor de tumores. Sin embargo, estudios llevados a cabo en
nuestro laboratorio indican que el proceso es mas complejo y que la expresion de ApoD
se produce cuando las células no se estan dividiendo en respuesta al estrés oxidativo, ya
que, esta proteina se sobre-expresa en casos de estrés celular promoviendo la apoptosis
de las células dafiadas (97,98).

Los niveles de ApoD en el tejido sano se asocian al polimorfismo que hemos
Ilamado ApoD3 (RS1568565) en el gen de la ApoD, de tal forma que aquellos
individuos homocigotos G/G tienen niveles mas elevados de ApoD en el tejido sano
perilesional (p=0.039). En la distribucion de este polimorfismo no se han observado
diferencias significativas entre los distintos grupos del estudio tal y como comentaremos
en un apartado posterior. Este hecho podria indicar que estos individuos tienen una
expresion basal mas elevada de ApoD, lo que podria conllevar un aumento de la
proteccion frente al estrés oxidativo y por lo tanto a padecer cancer. De esta manera se
podria producir un aumento de la supervivencia aunque esto no se ha observado en el
presente estudio. Al encontrarse el polimorfismo en una zona no codificante es dificil
pensar en una proteina anémala y por eso hemos propuesto esta posibilidad. Los niveles
de ApoD en el tejido normal tienen buena correlacion con los niveles de ApoD en tejido
tumoral (p<0.001, R=0.610). Se ha encontrado una correlacién negativa con los niveles
de vitamina E en suero (P=0.012 R= -0.359), tal vez porque la vitamina E en suero se
une a las LDL y éstas descienden (27) o porque la vitamina E desciende en los estadios
maés avanzados como consecuencia de la respuesta inflamatoria sistémica (47), aunque
no se han encontrado estudios al respecto en la literatura. Asi mismo, se ha encontrado
una correlacién negativa con la variable OBSM2 (p=0.030, R=-0.462). Esta variable se
encuentra disminuida en estados oxidativos por lo que ApoD podria funcionar como

una proteina antioxidante que se eleva al detectar estos estados.

Con respecto a los niveles de ApoD en el tejido tumoral hemos encontrado
niveles mas altos de esta proteina en los sujetos fumadores que en los no fumadores
(p=0,031). No hemos encontrado informacion al respecto en la bibliografia pero
pensamos que el estado prooxidante al que conlleva el tabaco podria inducir una mayor
expresion de ApoD. Aungue el hecho de que ocurra solamente en la zona tumoral hace
que sean necesarios mas estudios para corroborar este hecho. Como ya hemos

comentado anteriormente ,se ha encontrado una buena correlacion con TBARS tumor
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(p=0.022, R=0.365) y TBARS cociente (p=0.031, R=0.415). También se ha hallado una
correlacion negativa con TBARS normal (p=0.001, R= -0.560) que ha sido explicada
anteriormente. Asi mismo, se ha hallado una correlacién negativa con los valores en
suero de vitamina A (p=0.029, R= -0.315). Segun estudios previos (185,186) la
vitamina A induce la sintesis de ApoD en las células del cancer de mama. En nuestro
caso podria suceder que la disminucion de vitamina A en los estadios mas altos de la
enfermedad debido a la respuesta inflamatoria sistémica (47) cesara su estimulo sobre
las células cancerosas, 1o que produciria un descenso en los niveles de ApoD en el
tejido. De esta manera, el tumor no entraria en apoptosis y tenderia a avanzar en el
organismo. De nuevo hemos encontrado una correlacion negativa con una variable que
hemos utilizado para definir el estado oxidativo, la OBSM1 (p=0.027, R= -0.319), lo

que indica que estos estados oxidativos pueden inducir la expresion de ApoD.

Como ya hemos comentado anteriormente hemos comparado los niveles de
ApoD en el tumor con los de la mucosa sana en cada paciente mediante la variable
ApoD cociente. Hemos encontrado que los individuos con un cociente mas alto tienen
una mayor mortalidad (p=0.047) hasta la fecha, lo que podria contradecirse con los
resultados de estudios previos (184). No obstante hay que tener en cuenta que Ogawa K.
et al. han medido la expresion de ApoD mediante PCR cuantitativa y se refieren a
cantidades totales de mMRNA sin compararlas con la expresion de la proteina en el tejido
sano, mientras que nosotros estamos utilizando un método semicuantitativo y lo hemos

comparado con la mucosa normal.

5.3.2 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN DIFERENCIACION

Dado que las anteriores clasificaciones aunaban criterios clinicos e histologicos
decidimos realizar una clasificacion en funcion de criterios meramente histologicos para
comprobar si los cambios que se observaban pudieran ser debidos a factores

dependientes intrinsecamente del tumor.

En lineas generales podemos decir que los resultados obtenidos con esta
clasificacion son muy similares a los de la clasificacion inicial. No obstante, aunque las

diferencias en la variable TBARS tumor se pueden constatar no resultan
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estadisticamente significativas. Esto nos lleva a pensar que la concentracion de lipidos
peroxidados en el tejido tumoral depende mas del estadio clinico que de las
caracteristicas anatomopatoldgicas del tumor. En efecto, podemos observar que en G3
existe un aumento de lipidos peroxidados, pero con una dispersion muy elevada, por lo
que pueden estar interviniendo otros factores. No siempre una diferenciacion G3 se
corresponde con un estadio alto ni una G1 con uno bajo por lo que deben existir
caracteristicas propias del paciente que hacen que esto sea asi. Estas caracteristicas se
ven mejor reflejadas al agrupar a los pacientes por estadios clinicos que por criterios
anatomopatol6gicos, al menos en las variables estudiadas en el presente trabajo.

Gl G2 G3 p valor
TBARS TUMOR 9,33 (39,69) 9,91 (17,10) 38,18 (48,79) 0,283
TBARS NORMAL 9,08 (18,34) 4,13 (18,76) 4,67 (21,56) 0,663
TBARS COCIENTE
(TUMOR/SANO) 1,23 (5,69) 2,25 (1,41) 3,42 (8,00) 0,322
PN TOTALES
TUMOR 3.23 (5.42) 3.72 (10.02) 2.73 (2.64) 0,639
PN TOTALES SANO 4.17 (3.82) 0.39 (4.99) 5.34 (0) 0,365
PN COCIENTE 1.71 (1.64) 0.54 (0) 0.76 (0) 0,752
IHQ APOD NORMAL 1.50 (1.00) 2.00 (1.50) 2.00 (0.50) 0,297
IHQ APOD TUMOR 1.25 (1.00) 1.50 (1.50) 2.50 (0.75) 0,182
IHQ APOD
COCIENTE 1.00 (0.67) 1.00 (1.18) 0.80 (0.17) 0,117

Tabla 19.- Resultados de variables medidas en tejido. Se muestran medianas con su rango intercuartil
(entre paréntesis).

G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con CRC con diferenciacion
histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histologica G3.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas por la prueba de Kruskal-Wallis.
Positiva si p < 0.005

5.3.3 VALORACION GLOBAL DE LOS RESULTADOS EN TEJIDO

En lineas generales podemos decir que los niveles de estrés oxidativo se
encuentran mas elevados en el tejido tumoral que en la mucosa perilesional y que son
mas elevados cuanto mayor es el estadio del tumor. Estos niveles son méas bajos en
pacientes que toman estatinas y mas altos en aquellos que padecen Insuficiencia Renal,
en los que han sido sometidos a tratamientos coadyuvantes, o en aquellos que tienen
antecedentes familiares de cancer, lo que podria estar modificando las asociaciones del

estudio. En este sentido seria deseable ampliar el estudio con mé&s pacientes para poder
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estratificar. No obstante los niveles de estrés oxidativo se correlacionan bien con las

variables que cuantifican el estado oxidativo del paciente.

Con respecto a ApoD podemos decir que de forma global se encuentra
disminuida en el tejido tumoral con respecto a la mucosa perilesional. Como ya hemos
comentado esto puede ser debido a la inactivacion de la expresion del gen en la zona
tumoral cuando las células se estan dividiendo. No obstante es posible que también sea
debido, al menos en parte, al descenso de la vitamina A en los estadios méas altos como
consecuencia de la respuesta inflamatoria sistémica, ya que esta vitamina induce la

expresion del gen de ApoD.

En resumen, podemos decir que el estrés oxidativo que se produce en el tejido
tumoral es mayor cuanto mayor es el estadio de la enfermedad y que la célula tumoral
es capaz de evitar los mecanismos de defensa frente al estrés oxidativo, como la ApoD.
Uno de estos mecanismos puede ser el efecto que la ApoD tendria sobre la célula
tumoral induciendo la apoptosis, sin embargo vemos que sus niveles se encuentran
disminuidos en el tejido tumoral. Esta forma de proteccion frente al estrés oxidativo
podria constituir uno de los diversos mecanismos por los que las células tumorales

consiguen proliferar incontroladamente.
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5.4 RESULTADOS DE ESTILO DE VIDA Y ALIMENTACION

5.4.1 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN ESTADIO

En las tablas siguientes se muestran los resultados de las variables referentes al
estilo de vida y alimentacion de los pacientes obtenidas mediante la realizaciéon de un
cuestionario a los individuos participantes en el estudio, como se ha detallado en el
capitulo de material y métodos. Se han considerado grupos de pacientes en funcion del
estadio de CRC en el que se encontraban. En apartados anteriores ya se han detallado el

namero de pacientes que constan en cada grupo.

CON- Cain p
TROL SD DL situ | 1 111 [\ valor
69,90 76,80 67,50 66,00 69,80 67,88 80,92
PESO - (11,80) | (15,17) | (13,93) | (14,46) (8,52) (8,04) (26,46) | 0,235
1,68 1,71 1,66 1,62 1,62 1,60 1,70
TALLA - (0,87) (0,10) (0,82) (0,13) (0,70) (0,76) (0,77) 0,037
24,85 26,01 24,26 24,78 26,20 26,50 27,75
IMC - (3,24) (3,68) (3,77) (2,77) (3,53) (2,87) (7,46) 0,358
G. DE 48,1% 58,3% 42,9% 30,8% 30,8%
OBESIDAD___NORMAL_ ______1 ___ A3 140%@ | (D | @) | (4) | 25%@) | & __]
eee. . DELGADEZ | - |0 | ¢ o___|83w@] o | o | ¢ 0___|77%@)]
48,1% 16,7% 57,1% 53,8% 62,5% 38,5%
eeeo...._._SOBREPESO _ | . S (19.__[30%@.|._.@ | @ | 1 @_.|..® | 6 __|
16,7% 15,4% 12,5%
feeeeeeo._..O.GRADOI 1 3% 1 30%E) | @ | 0 | @ _|..@Q | 77%Q)]
feeeeee_._._0O.GRADON 1 S 0,00%_ | _ 0% __|_{ 0,00% | 0,00%_ | 0,00% | 0,00% | 7,7% (1) |
0. MORBIDA - 0,00% 0% 0,00% 0 0,00% 0,00% | 7,7% (1) | 0,821
51,9% 60,0% 33,3% 57,1% 69,2% 75,0% 61,5%
OBESIDAD - (14) (6) (1) (4) 9) (6) (8) 0,57
18,5% 63,6% 36,4% 13,3% 11,8%
EJERCICIO_ __AISLADO | ___ S ®) | __ [ @ | 9,1% (1) | | (2 | 25%@) | (2 |
77,8% 27,3% 36,4% 54,5% 33,3% 35,3%
oo HABITUAL | o ] (1 | . G| . @ __|__© | (6) | 25%@) | (6 ]
oo INTENSO | - [37%@) | 0% ] | 0,00% | 0,00%_ | 0,00% | 0,00% |589% (1) |
27,3% 36,4% 53,3% 47,1%
SEDENTARISMO - 0,00% | 9,1% (1) (3) (4) (8) 50% (4) (8) <0,001
17,9% 72,7% 63,6% 45,5% 66,7% 75,0% 58,8%
SEDENTARISMO - (5) (8) ) (6) (10) (6) (10 0,002
FUMADOR 30% (2) | 40% (10) | 60%(6) | 40% (5) | 50% (6) | 30% (4) | 30% (4) | 40% (8) | 0,801
, 7141% | 72,7% , 182% \ \ » 17,6%
AF._______iccoonN | . s RO @i (2. 191% @) 167% M) 0% i (). __|
17,9% . : : : |
.. .OTROS CC.DIGESTIVOS ___| __ - ___|__{ (5).__191%(1) ;0% __191% (1) 0% i _| 0% __159%(1) |
' 17736,4% l 11,1%
__OTROSTIPOSDE CANCER [ - __|_ 0% . . 0% . __ @), 2. 0% _167% ) (1) ! 5,9% (1) |
10,7% , 182% , 455% , 818% ., 86,7% ., 889% . 70,6%
SIN AA. FAMILIARES - () ) H ) B ) B ¢ ) I ) R ¢ ) <0,001

Tabla 20.- Resultados de variables referentes al estilo de vida de los pacientes y sus antecedentes
familiares de cancer. Se muestran medias con su desviacién estandar (entre paréntesis) 6 porcentajes con
el nimero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis), segln sea el caso.

SD: Pacientes con polipos sin displasia; DL: pacientes con p6lipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio Il; IlI:
pacientes con CRC en estadio I11; 1V: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch para
variables cuantitativas y prueba de chi-cuadrado para cualitativas. Positiva si p < 0.005
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Como se puede observar existen diversas variables sin resultados en el grupo
control. Esto es debido a que fue imposible conseguir que los individuos del grupo
control accedieran a contestar de forma pormenorizada al cuestionario. Hay que tener en
cuenta, como ya se ha comentado anteriormente, que se trata de sujetos sanos que no

tienen consciencia de enfermedad por lo que este proceso es mas complicado.

SD DL Cain situ | I 1} [\ p valor
375,33 395,82 325,56 242,71 335,14 287,30 260,80
FRUTAS (204,35) (103,18) (271,97) (189,74) (192,69) (118,26) (225,93) 0,147
428,37 378,57 344,44 249,97 298,52 368,05 320,59
VEGETALES (234,74) (354,10) (323,50) (168,81) (158,14) (202,11) (328,78) 0,102
7,92 15,93 6,22 1,79 1,71
ALCOHOL (23,16) (34,48) (12,72) | 0,00(1,71) | 0,00(0,96) | (11,35) (10,27) 0,005
59,16 72,43 39,78 38,57 85,10 73,36 77,53
CARNE ROJA (35,67) (41,48) (9,98) (78,58) (64,65) (70,02) (39,51) 0,125
VISCERAS 0,30 (7,33) | 0,00 (5,50) | 0,00 (4,11) | 0,00 (3,67) | 0,30 (7,33) | 3,67 (3,37) | 0,30(3,67) 0,92
CARNE ROJA + 67,27 80,80 42,14 47,14 85,10 73,36 77,83
VISCERAS (46,41) (36,43) (14,74) (74,34) (62,94) (71,57) (61,13) 0,132
14,29
CARNE PROCESADA | 1,67 (8,11) (42,86) 1,67 (1,67) | 1,67 (1,67) | 1,67 (7,14) | 1,67 (6,73) | 7,14(5,48) | 0,026
48,90 48,14 39,19 43,02 38,26 38,57 36,29
PESCADO (40,07) (41,18) (49,60) (120,00) (46,92 (40,75) (49,67) 0,991
274,55 289,10 179,80 89,90 179,80 211,90 94,71
E. GRASAS (338,43) (355,45) (88,95) (76,15) (150,92) (176,69) (13,63) 0,002
2298,74 2698,25 1963,91 1398,44 1793,99 1972,22 1612,45
E. TOTAL (768,33) (1189,00) (1019,30) (529,53) (643,84) (1307,93) (936,06) 0,027
1959,36 2165,61 1694,21 1308,54 1692,83 1749,01 1522,55
E. NO GRASAS (768,83) (866,36) (952,47) (548,78) (536,13) (1083,90) (939,05) 0,067
33,34 29,16 25,10 21,96 24,39 23,64 27,32
FIBRA TOTAL (16,60) (14,35) (18,42) (11,64) (8,82) (3,40) (15,37) 0,012
89,49 97,59 60,25 45,54 73,58 76,51 60,64
GRASA TOTAL (52,20) (66,14) (49,65) (20,79) (41,05) (54,94) (33,80) 0,025
15,12 20,53 13,66 15,10 8,98
AGP TOTAL (11,85) (14,45) 9,42 (8,09) | 8,12 (5,01) (7,74) (8,28) (12,67) 0,108
18,84 16,97 15,14 15,05 13,69 15,50 15,95
H. TOTAL (9,84) (7,10) (6,61) (9,21) (5,21) (5,43) (7,98) 0,171
346,60 256,78 320,44 255,52 215,87 206,17 336,89
VC TOTAL (143,24) (195,88) (264,62) (124,59) (124,88) (199,78) (252,56) 0,041
6545,63 5107,55 4927,87 4539,40 3194,94 3182,24 5216,97
B-CAROTENO TOTAL | (3717,19) (3894,14) (4114,90) (2761,47) (3010,90) (3639,77) (4170,64) 0,019
VE TOTAL 7,78 (4,60) | 8,05(6,10) | 5,07 (5,78) | 4,50 (0,77) | 5,24 (4,41) | 7,73 (3,60) | 4,73 (3,93) 0,024
VD TOTAL 5,55 (4,96) | 6,26 (8,28) | 4,60 (6,47) | 6,34 (5,32) | 3,42 (5,13) | 3,01 (3,72) | 5,26 (4,10) | 0,884
53,74 35,71 38,97 37,71 44,29 22,95 16,90
LUTEINA (48,24) (37,63) (54,43) (8,57) (53,04) (36,86) (37,70) 0,239
57,74 66,07 46,84 37,50 58,39 61,73 48,21
LICOPENO (52,87) (67,67) (49,14) (45,88) (35,44) (36,55) (71,63) 0,195
1682,52 1479,47 1109,39 1131,59 1031,86 1316,59 1246,99
VA TOTAL (997,22) (876,38) (1035,72) (767,48) (1001,49) (935,82) (1144,46) 0,245

Tabla 21.- Resultados de variables referentes a la alimentacion de los pacientes. Se muestran medianas
con su rango intercuartil (entre paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio I1; IlI:
pacientes con CRC en estadio Il1; IV: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis. Positiva si
p<0.005
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Estadio | Estadio Il Estadio Ill Estadio IV

b

Graéfico 16. Realizacion de ejercicio en los pacientes pertenecientes a diferentes estadios

En el gréafico 16 podemos observar como influye el ejercicio en el desarrollo del
cancer de colon. EI nimero de pacientes que realizan ejercicio es estadisticamente
significativo mas elevado (p<0.001) en los estadios de polipos que en los que presentan
cancer. Es mas, en lineas generales podemos afirmar que el nimero de pacientes que
practican ejercicio desciende conforme avanza el estadio de la enfermedad. Otros
estudios sefialan la ausencia de ejercicio como un factor de riego para padecer esta
enfermedad y sefialan que un incremento del mismo disminuye el riesgo de desarrollar
CRC (187-189). Ademas, numerosos estudios sefialan que la supervivencia en
pacientes con CRC aumenta con el incremento de los niveles de ejercicio fisico (90).
Segun nuestros resultados el ejercicio habitual es posible que intervenga en la
prevencion del desarrollo de polipos displasicos y prevenga que esos po6lipos displasicos
se transformen en cancer. No obstante, hay que tener en cuenta que el ejercicio
seguramente actle como coadyuvante de otros elementos incluidos en el estilo de vida
del paciente. Tanto es asi que, como ya hemos comentado anteriormente, hemos
encontrado que aquellos pacientes que realizan mas ejercicio presentan niveles séricos
mas elevados de vitamina A (p=0.005) y vitamina E (p=0.018) tal y como se ha descrito
en estudios previos (190,191). Esto, probablemente, se debe a que los pacientes que
realizan ejercicio de forma habitual llevan un estilo de vida saludable en otros aspectos,
aunque el mecanismo no esta claro tal y como comentan los estos estudios. De hecho se
ha comprobado que los sujetos que realizan ejercicio extremo tienen niveles
disminuidos de vitaminas antioxidantes (192). También hemos comprobado que los
individuos que realizan ejercicio de manera habitual toman mayor cantidad de alimentos

ricos en carotenos (p=0.046) algo que apoya nuestra hipétesis. En relacion a esto ultimo
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tenemos que decir que los individuos que realizan ejercicio habitual poseen menores
niveles de oxidacion en lo que se refiere a las variables OBSM1 (p=0.004) y OBSM2
(p=0.016) lo cual ratifica estudios previos que indican que los individuos que realizan
ejercicio fisico de forma moderada tienen mayores defensas antioxidantes y menores
niveles de oxidacion (193,194) aungue el mecanismo no parece estar claro, si bien
parece que el ejercicio induce mecanismos antioxidantes que reducen el éxido nitrico.
También hemos podido comprobar que los individuos que realizan ejercicio habitual

fallecen menos (p=0.011) tal y como mencionan estudios previos (90).

Pélipos sin displasia

B SEDENTARISMO

’ NO SED.

Estadio | Estadio Il Estadio 111 Estadio IV

Pélipos con displasia leve Cain situ

Gréfico 17. Sedentarismo en los pacientes pertenecientes a diferentes estadios

En el grafico 17 hemos expuesto la influencia del sedentarismo en los pacientes
del estudio. Hemos entendido como sedentarismo todo aquel paciente que no realiza
ejercicio o que lo hace de manera aislada. De esta manera podemos comprobar que los
pacientes que presentan cancer (a excepcion del estadio I) o algun tipo de displasia son
en su mayoria sedentarios. Evidentemente este hecho esta relacionado con todo lo
expuesto anteriormente en referencia al ejercicio y como el ejercicio era un factor
protector del CRC. No obstante hemos querido clasificar de esta manera a los pacientes
para poder observar mejor las asociaciones con otros parametros. Asi podemos
comprobar como los individuos sedentarios tienen cifras menores de HDL (p=0.025) tal
y como revelan otros autores (195,196), algo esperado pero importante si tenemos en
cuenta que los individuos fallecidos presentan cifras bajas de HDL y realizan menos
ejercicio. Por lo tanto, uno de los dos puede estar funcionando como un factor de
confusion. Por otra parte, tenemos que comentar, que los individuos sedentarios

consumen menos alimentos ricos en VC (p=0.023) y en carotenos (p=0.031) lo que
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apoya nuestra hipotesis planteada anteriormente que indicaba que los pacientes que
realizan ejercicio de forma poco habitual o no realizan ejercicio llevan a cabo, en lineas
generales, una vida menos saludable. De esta manera vemos que pueden ser varios los
factores que contribuyen al desarrollo y mantenimiento del estado hiperoxidativo
existente en estos pacientes y que contribuye a la aparicién del CRC. Tenemos que
destacar que los individuos sedentarios tienen los alelos C/C para el polimorfismo que
hemos llamado ApoD1 en mayor proporcion que los no sedentarios. Con referencia a
esto Ultimo no hemos encontrado bibliografia al respecto y tendriamos que llevar a cabo
un estudio con mayor nimero de pacientes para verificar los datos. De corroborarse
esto, podriamos pensar en una posible accion endocrina de la ApoD que induce que los

individuos homocigotos C/C estan predispuestos para no realizar ejercicio.

En el gréfico 18 hemos querido representar como se distribuyen los pacientes
con antecedentes familiares de cancer dependiendo del estadio en que se encuentren.

Pélipos sin displasia

Pdlipos con displasia leve Cain situ
mC.COLON
m  OTROS CC. »
DIGESTIVOS
OTROS TIPOS DE
CANCER
SIN AA. FAMILIARES
Estadiol Estadiolll Estadio lll Estadio IV

Gréfico 18. Distribucion de los pacientes con AF de cancer

Como podemos comprobar, la mayoria de los pacientes que tienen antecedentes
familiares se encuentran en el grupo de pacientes con pélipos de forma estadisticamente
significativa (p<0.001). Este hecho es un dato intrinseco de nuestro estudio y no
comparable con otros y es debido a que los pacientes que acuden a la consulta de
Digestivo para someterse a una colonoscopia lo hacen por presentar antecedentes

familiares de cancer de colon. Hemos hallado, en nuestro estudio, que los pacientes con
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AF de céncer sufren recidivas de la enfermedad con més frecuencia (p=0.044), tal vez
por tratarse la mayoria de ellos de pdlipos que tienden a recidivar. No obstante, tenemos
que decir que los pacientes con AF de cancer presentan niveles mas elevados de lipidos
peroxidados en el tumor (TBARS tumor) (p=0.045) y de TBARS cociente (p=0.011).
Esto es asi tanto para los que presentan AF de cancer de colon (p=0.026) como para los
que presentan AF de cancer digestivo (p=0.018). Como ya hemos comentado en el
apartado anterior este hecho puede deberse a una predisposicidén genética que conlleve
un estado hiperoxidativo que a su vez facilite tanto la aparicion como el progreso de la
enfermedad tumoral. Hay que recordar que la variable de lipidos peroxidados solo fue
analizada en los pacientes con cancer ya que de los pacientes con polipos no obtuvimos
una muestra éptima de tejido, con lo que no influye como factor de confusién el hecho

que antes hemos comentado con respecto a las colonoscopias.

En lo referente a la alimentacion de los pacientes incluidos en el estudio tenemos
decir que la informacion puede encontrarse sesgada debido a las propias circunstancias
de la enfermedad en estudio. Es decir, como podemos comprobar los individuos
afectados de cancer consumen menos calorias totales (p=0.027) lo cual quiere decir que
comen menos cantidad. Esto es probablemente debido a su estado actual a pesar de que
al realizar el cuestionario a estos pacientes se les especificd que debian sefialar lo que
comian habitualmente antes del diagndstico. No obstante, hay que tener en cuenta que
se trata de personas de edad avanzada y su ingesta total puede ser inferior a la de los
individuos incluidos en los grupos de pacientes con polipos, en su mayoria de menor
edad. Por otra parte, hay que comentar que no contamos para el estudio con un grupo
control y los individuos afectados de pélipos, aungque sanos, tienen un riesgo potencial
de padecer cancer, tanto por los polipos, que de no haber sido estirpados seguirian su
degeneracion, como por los antecedentes familiares que presentan. Aungue se muestran
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos éstas probablemente sean
debidas en su mayoria a que los individuos enfermos consumen menos cantidad de

alimentos.
A pesar de las consideraciones expuestas anteriormente, consideramos que son

importantes las asociaciones y correlaciones observadas entre los alimentos y otras

variables del estudio. Esto es asi ya que estas relaciones se refieren mas a la proporcion
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de los alimentos que a la cantidad neta de los mismos en cada grupo, por lo que hemos

podido estudiarlo con mayor facilidad.

Con respecto al consumo de vegetales hemos observado cémo se correlaciona
bien con los niveles de B-carotenos en sangre (p=0.001, R=0.301) lo cual es légico ya
que estas sustancias se encuentran en los vegetales en mayor proporcién. También se
correlaciona bien con la variable OBSM1 (p=0.013, R=0.243) lo que indica que los
individuos que consumen mayor cantidad de vegetales tienen menores niveles de
oxidacion (o mayores niveles de antioxidantes, OBSM1) tal y como revelan estudios
previos (75-78).

En cuanto al alcohol vemos cémo los individuos con polipos y Ca in situ
consumen mayor cantidad de forma estadisticamente significativa (p=0.005). Ya
comentamos que el descenso del consumo de alcohol, probablemente sea debido a la
propia enfermedad cancerosa y a las enfermedades intercurrentes. No obstante, tenemos
que mencionar que los niveles de consumo de alcohol se correlacionan bien con los
niveles de vitamina A (p=0.011, R=0.231), algo ya descrito previamente (197), dado
que parece que el etanol incrementa los niveles de retinol en suero al inducir su salida
del higado para convertirse en &cido retinoico todo-trans en tejidos como el SNC. Del
mismo modo hemos evidenciado que los individuos fumadores consumen mayor
cantidad de alcohol (p<0.001) lo cual es reflejo del estilo de vida que siguen estos
individuos. También hemos observado que las mujeres consumen menos alcohol que
los hombres (p<0.001) en y que los afectados por enfermedades reumaticas también
consumen menos alcohol (p=0.035) tal vez debido a la contraindicacion del alcohol por

los farmacos que consumen de forma habitual.

El consumo de carne roja se correlaciona bien con los niveles de TG en suero
(p=0.008, R=0.238) lo cual es logico ya que la carne es una fuente de estos TG.
También hemos observado que los obesos consumen mas carne roja (p=0.039) y que
por el contrario los afectados de enfermedad reumatica o de asma consumen menos
(p=0.015 y p=0.028 respectivamente), posiblemente debido al propio estado de
enfermedad.
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Hemos encontrado que el consumo de visceras es mas elevado en aquellos
enfermos que precisan de tratamiento coadyuvante con quimio o radioterapia (p=0.018)
sobre lo cual no hemos encontrado referencias en la literatura cientifica. Es posible que
este tipo de alimentacion conlleve una mayor gravedad de la enfermedad que haga
necesario el uso de este tratamiento coadyuvante. Tanto es asi que también hemos
comprobado que los pacientes que recidivan o fallecen con mas frecuencia dentro de la
evolucion de la enfermedad ingieren mayor cantidad de visceras (p=0.022). Al estudiar
la mortalidad hemos comprobado que los individuos fallecidos ingerian visceras en
mayor cantidad (p=0.003). Sobre este aspecto tampoco hemos encontrado ningun
estudio previo por lo que consideramos importante este hallazgo ya que podria
contribuir a la prevencién del CRC si se confirma en estudios posteriores. Hay que tener
en cuenta que los individuos que padecen DM consumen mas cantidad de visceras
(p=0.014) por lo que podria influir como factor de confusion ya que estos enfermos
fallecen con més frecuencia en nuestro estudio (p=0.028).

El consumo de carnes procesada parece ser mayor en los individuos con poélipos
con DL y en aquellos que se encuentran en estadio IV (p=0.026) pero dado lo amplio
del rango intercuartil es posible que se deba a los valores extremos. Tenemos que
comentar que el consumo de estas carnes procesadas ha sido mayor entre los fumadores
(p=0.036) lo cual puede ser un reflejo del estilo de vida de estos pacientes. Digamos que
los pacientes fumadores en general se preocupan menos por llevar a cabo una dieta
saludable. También hemos visto que este consumo es mayor en los afectados de
enfermedades renales (p=0.007) algo que ya se ha comprobado que aumenta el riesgo
de padecer esta enfermedad (198). Sin embargo, el consumo es menor en los enfermos
que padecen enfermedad reumaética (p=0.036) o asma (p=0.048) tal vez debido al propio
estado de enfermedad.

Hemos comprobado que aquellos afectados de neoplasia previa consumen mas
pescado (p=0.039) lo cual puede indicar que estos enfermos comiencen a llevar una
vida mas saludable despues de haber padecido la enfermedad siguiendo los consejos de
su médico. Igualmente, es mayor el consumo de pescado en aquellos enfermos que
sufren alguna recidiva (p=0.04) aunque hay que tener en cuenta que la mayoria de las
recidivas se llevan a cabo en los pacientes afectos de pélipos. En este ultimo caso el

razonamiento puede ser el mismo que en caso anterior y es que estos pacientes una vez
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que han adquirido consciencia de enfermedad comiencen a llevar una vida saludable,

algo que no limita las recidivas debido probablemente al escaso tiempo transcurrido.

El consumo de Energia proveniente de las grasas también es mayor en los
afectados por pélipos (p=0.002) posiblemente por la propia enfermedad de los enfermos
con cancer y por las enfermedades intercurrentes que les llevan a realizar una dieta mas
0 menos estricta. Este consumo se correlaciona con el nivel de estrégenos (p=0.011,
R=0.228), algo ya observado en otros estudios (199,200). Esto indica que existe una
regulacion endocrina que incrementa el nivel de estas hormonas sexuales en funcion de
la grasa consumida, tal como indican estos estudios. Ademas, hay que tener en cuenta
gue a mayor grasa consumida existe mayor posibilidad de obesidad, por eso
encontramos autores que piensan que el factor de riesgo que supone la obesidad para
ciertos tipos de cancer es debido al exceso de hormonas sexuales que se producen en los
obesos (201,202). Aunque nosotros partiamos de la premisa de considerar a los
estrogenos como un factor protector del cancer de colon, tal como indicaban estudios
previos (62) no hemos encontrado ningdn resultado positivo a este respecto por lo que
nos podemos estar encontrando ante un factor complejo ya que es posible que los
estrogenos actien como factor de proteccion mientras que la obesidad (sobre la que
tampoco hemos obtenido ningln resultado en este sentido) actle como factor de riesgo
(75). El consumo de Energia proveniente de las grasas también tiene una buena
correlacion con los niveles séricos de HDL (p=0.025, R= 0.202) ratificando los
resultados de McEneny J.et al. (203). Es posible que la mayor parte de estas grasas no
sean saturadas y de ahi el incremento de HDL, algo que avalaria el hecho de la buena
correlacion del consumo de grasas con la variable OBSM1 (p=0.038, R=0.205).
También tenemos que tener en cuenta la premisa que hemos hecho al principio, y es que
los individuos afectados de polipos son los que mas alimentos consumen y por tanto los
gue mas grasas consumen, pero a la vez son los que menores niveles de oxidacién
tienen. Hemos observado que aquellos enfermos que padecen aterosclerosis consumen
menos alimentos grasos (p=0.009) tal vez porque se encuentren advertidos de lo
perjudicial que resultan estos alimentos para su enfermedad. Asi mismo los enfermos
con enfermedad reumatica también consumen menos cantidad de este tipo de alimentos
(p=0.034) al igual que los que padecen DM (p=0.038), tal vez por la misma causa que
hemos comentado anteriormente. Aquellos pacientes en tratamiento con estatinas

también consumen menos grasas (p=0.029) al igual que los tratados con AINE
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(p=0.006) probablemente debido a la enfermedad subyacente por la que estan siendo

tratados.

Los niveles de Energia total ya hemos comentado al principio de este apartado
que son mayores en los sujetos afectados de pdlipos (p=0.027). Asi mismo se
correlacionan con los de vitamina A en suero (p=0.036, R=0.193) lo cual es logico ya
que la vitamina A proviene de fuentes animales que son las que mas energia aportan y,
por tanto, aquellos individuos que consumen alimentos con mayor carga energética (6
mas alimentos de forma neta) deben de tener mayores niveles de vitamina A en suero.
Ademas estos alimentos que contienen vitamina A no son alimentos grasos, algo que
hemos comprobado al observar que existe correlacion entre el consumo de Energia no
grasa y los niveles de vitamina A en suero (p=0.038, R=0.190). Esto viene a ratificar
estudios previos que indican que dietas saludables bajas en grasas saturadas aumentan
los niveles de vitamina A (204). También hemos observado que los individuos que
menos alimentos consumen (menor energia total) son aquellos que estan afectados por
una enfermedad reumaética (p=0.002) probablemente por el propio estado de

enfermedad.

El consumo de Energia que no proviene de las grasas es menor en aquellos
pacientes afectados de enfermedad reumatica (p=0.023) y en los afectados de asma
(p=0.037) probablemente por su propia enfermedad. Como ya hemos indicado parece
ser que estos dos grupos pacientes consumen en general menos cantidad de alimentos

que el resto de los grupos del estudio.

Con respecto a los valores de Fibra ingeridos vemos como nuevamente es menor
en los grupos con cancer (p=0.012) probablemente debido a las razones ya comentadas.
Aparte de esto hay que decir que se correlacionan con los niveles séricos de HDL
(p=0.031, R=0.195) verificando lo observado en otros estudios (205,206). El
mecanismo no estd claro, incluso estos autores que hemos citado exponen que hay
diferencias segun el tipo de fibra que se consuma, pero lo méas probable es que una dieta
rica en fibra sea un reflejo mas de un estilo de vida saludable. No obstante existen
estudios que indican que indican que una dieta rica en fibra insoluble disminuye los
niveles séricos de HDL (207). Sea cual sea el mecanismo est4 ampliamente demostrado

en la comunidad cientifica que una dieta rica en fibra previene la aparicion de CRC
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(4,5,7), lo mismo que unos niveles elevados de HDL (65). La ingesta de fibra también
se correlaciona bien en nuestro estudio con los niveles de P-carotenos en suero
(p<0.001, R=0.415) verificando lo expuesto por Wallstrom P.et al. (208), lo cual es facil
de pensar si tenemos en cuenta que los carotenos se encuentran en mayor medida en los
vegetales, al igual que la fibra. Otra correlacion que hemos encontrado con la ingesta de
fibra se corresponde a las variables marcadoras de oxidacion OBSM1 (p<0.001,
R=0.375) y OBSM2 (p<0.001, R=0.357) lo que indica que los individuos que comen
mas fibras tienen un estado antioxidante méas elevado lo cual se corresponde con lo que

hemos comentado anteriormente.

Los valores de grasa total también son menores en los afectados por cancer
(p=0.025), por lo que nuevamente hay que buscar las razones en la enfermedad

cancerosa y en las enfermedades intercurrentes.

En lo que respecta a la ingesta de Acidos Grasos Poliinsaturados (AGP) vemos
como se correlaciona bien con los niveles de vitamina A en suero (p=0.015, R=0.223) lo
que se corresponde con lo expuesto por Okita M.et al. (209). Hay que tener en cuenta
que los AGP actian como prooxidantes segun diversos estudios (79,80) tal y como se
comentd ampliamente en el apartado de revision bibliografica por lo que no hay que
confundir este efecto con su efecto beneficioso para la salud y el riesgo cardiovascular
que se menciona en el estudio al que nos hemos referido anteriormente (209). Como en
otros tipos de alimentos nos encontramos que los afectados por enfermedad reumatica
(p=0.007) y por asma (p=0.043) consumen menos cantidad de este tipo de &cidos

grasos.

Al analizar la ingesta de Hierro vemos como existe una buena correlacion con
los niveles de B-caroteno en suero (p=0.005, R=0.256), algo que no habia sido analizado
en estudios previos. Esto indica que la poblacion que consume mayores cantidades de
alimentos con hierro tiene niveles méas elevados en sangre de vitaminas y antioxidantes,
algo que se confirma al comprobar que su ingesta se correlaciona bien con los niveles
de la variable OBSM1 (p=0.009, R=0.258). Hemos comprobado que los pacientes
diabéticos consumen menos cantidad de hierro que el resto de los pacientes (p=0.033) lo
cual parece ser una consecuencia de la dieta que siguen estos pacientes para evitar las

complicaciones de la enfermedad. Aunque no hemos obtenido resultados en este
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sentido, estudios previos indican que el consumo de alimentos ricos en hierro se
identifica con un menor riesgo a la hora de padecer CRC (210,211) mientras que
Erhardt J.G. et al. (212) opinan lo contrario ya que el consumo de mayores cantidades

de hierro suele estar asociado a una mayor ingesta de carne roja.

La vitamina C ingerida es menor en los grupos de enfermos que padecen cancer
(p=0.041) a excepcion de los pacientes en estadio 1V, tal vez porque en este estadio es
mas facil el consumo de dietas blandas a base de verduras y frutas. De todas formas los
niveles de vitamina C ingeridos guardan buena correlacion con los niveles de B-
carotenos en suero (p<0.001, R=0.403), lo cual es l6gico ya que ambos antioxidantes se
encuentran en frutas y verduras. Lo mismo sucede con los niveles en suero de licopeno
(p=0.019, R=0.215). Podemos decir que guarda buena correlacion con la variable
OBSM1 (p=0.013, R=0.215) y OBSM2 (p=0.040, R=0.245) lo que indica que los
individuos que consumen mayor cantidad de vitamina C tienen mayores niveles
antioxidantes. También queremos destacar que los pacientes sometidos a tratamiento
coadyuvante con quimio o ratioterapia consumen menor cantidad de vitamina C en los
alimentos (p=0.008). Esto puede indicar, al igual que comentamos en el caso de las
visceras, que estos individuos consumen menos alimentos saludables lo que conllevaria,
entre otros factores, a una enfermedad mas agresiva que necesite este tipo de
tratamiento previo al acto quirtrgico para disminuir el tumor y poder asi extirparlo con
margenes de seguridad. También hemos podido observar que los individuos sedentarios
consumen menor cantidad de estos alimentos (p=0.023) lo que es reflejo de un estilo de

vida poco saludable.

Con respecto a los carotenos ingeridos también son menores en los etadios con
cancer, a excepcion del estadio 1V (p=0.019) cuya explicacion puede ser la misma que
hemos utilizado para la vitamina C ya que ambos nutrientes se encuentran de forma mas
abundante en la fruta y los vegetales. Los carotenos ingeridos si guardan buena
correlacion con los niveles en plasma de B-carotenos (p<0.001, R=0.385) lo cual es
logico. Asi mismo guardan buena correlacion con la variable OBSM1 (p=0.008,
R=0.262) y OBSM2 (p=0.048, R=0.216) lo que indica de nuevo que los sujetos que
consumen mayor cantidad de alimentos ricos en carotenos tienen un estado antioxidante
mayor. También hemos comprobado que aquellos individuos que realizan ejercicio de

forma habitual consumen mayor cantidad de carotenos (p=0.046) mientras que los

143



sedentarios tienen un menor consumo de estas sustancias (p=0.031) lo cual nuevamente
es reflejo de que los individuos que llevan un estilo de vida saludable realizan mas
ejercicio y comen dietas ricas en antioxidantes. También tenemos que sefialar que los
enfermos afectado de DM consumen menor cantidad de estos alimentos (p=0.019) asi
como los tratados con estatinas (p=0.04). La causa mas probable es que estos individuos
aunque han reducido su alimentacion a base de grase y han eliminado ciertos alimentos
perjudiciales para su enfermedad no han aumentado el consumo de otros alimentos que

resultarian beneficiosos.

En cuanto a la vitamina E ingerida vemos como de nuevo es menor en los
grupos con cancer a excepcion del estadio Il (p=0.024). Sin embargo, no podemos
decir que guarde buena relacion con sus valores en plasma (p>0.05, R=0.107) lo cual se
explica facilmente si tenemos en cuenta la enfermedad que nos ocupa. Es decir, como
hemos comentado anteriormente, los niveles de vitamina E se encuentran disminuidos
en los pacientes con CRC, mas disminuidos cuanto mas avanzada esta la enfermedad y
esto es debido al descenso de las proteinas ligadoras como respuesta de fase aguda (47).
Por lo tanto, el hecho de no encontrar una correlacion entre ambas es debido a que los
enfermos con CRC tienen disminuidos sus niveles en plasma aunque consuman
alimentos ricos en esta vitamina debido a su propia enfermedad. No obstante hemos de
decir que no hemos encontrado descrito el estudio de esta correlacion en la literatura en
el entorno de pacientes con CRC. Sin embargo, si hemos observado la existencia de
correlacion entre los niveles de vitamina E ingerida y los niveles séricos de vitamina A
(p=0.020, R=0.213), lo cual probablemente indique que los sujetos encuestados
consuman estas vitaminas liposolubles de forma conjunta aunque procedan de fuentes
diferentes (correlacion entre la ingesta de vitamina A y la ingesta de vitamina E con
p<0.001 y R=0.513). Asi mismo, los niveles de vitamina E ingeridos guardan buena
correlacion con las variables OBSM1 (p=0.012, R=0.248) y OBSM2 (p=0.047,
R=0.217) lo que indica que los sujetos que ingieren mayores cantidades de vitamina E
tienen mayor estado antioxidante. También hemos comprobado que los pacientes que
tienen que ser sometidos a radio 0 a quimioterapia consumen menor cantidad de
vitamina E (p=0.034) lo que puede contribuir a desarrollar una enfermedad mas

agresiva que necesite estos tratamientos.
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En lo que se refiere a los niveles de vitamina A ingerida sucede lo mismo ya que
no se correlacionan bien con sus valores en suero (p>0.05, R=0.167) debido a la misma
causa gue hemos expuesto con la vitamina E. Sin embargo, si se correlacionan bien con
los niveles de B-carotenos en suero (p=0.004, R=0.267) por lo que los individuos deben
consumir los dos antioxidantes de forma similar (de hecho ambas ingestas tienen buena
correlacion con p<0.001 y R =0.715). Lo que sucede es que la enfermedad, debido a la
respuesta inflamatoria sistémica, impide que los valores en suero se correlacionen con
los de la ingesta. Ademas hemos obtenido una correlacion positiva con la variable de
oxidacion OBSM1 (p=0.029, R=0.216) lo que indica que los sujetos que ingieren mayor

cantidad de vitamina A tienen un mayor estado antioxidante.

En cuanto a los valores de vitamina D ingerida observamos como guardan
correlacion con los niveles séricos de TG (p=0.045, R=0.181) algo para lo que no
hemos conseguido encontrar explicacion en la bibliografia, mas bien al contrario ya que
estudios existentes muestran un descenso de triglicéridos en individuos y ratas tratadas
con suplementos de vitamina D (213,214). Al igual que en otros casos hemos observado
que los pacientes sometidos a tratamientos coadyuvantes con quimio o radioterapia
consumen menos cantidad de esta vitamina con la dieta (p=0.016), lo que pensamos que
puede estar provocando junto a otros factores el desarrollo de una enfermedad mas
agresiva gue necesite estos tratamientos. Tal vez sea un hecho anecd6tico comentar que
los individuos homocigotos A/A para el polimorfismo ApoD3 ingieren con la dieta
mayores cantidades de vitamina D (p=0.002).

Otra discrepancia encontrada en nuestro estudio es la correlacion entre la ingesta
de alimentos ricos en luteina y los niveles séricos de PCR (p=0.033, R=0.192) ya que
Gruber M. et al. (215) revelan que los pacientes que consumen altos niveles de luteina
tienen valores reducidos de PCR y ademas hay numerosos estudios que indican como
un consumo elevado de antioxidantes reduce los niveles de PCR al reducir la
inflamacién (216-218). Sin embargo nos encontramos ante un caso de enfermedad. Al
igual que sucedia con la vitamina E, se ha comprobado que los niveles de luteina estan
disminuidos en los enfermos con CRC (1) debido a la disminucion de sus proteinas
ligadoras. Teniendo en cuenta que estos enfermos en estadios avanzados tienen elevados
niveles de PCR, no es extrafio entonces hallar esta correlacion positiva. En el caso de

los pacientes afectados de DM observamos que consumen menos cantidad de alimento
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ricos en luteina (p=0.032) tal vez por la razén que antes comentamos en el caso de los
carotenos. Lo que mas nos llama la atencion es comprobar que los pacientes fallecidos
en el estudio consumian menor cantidad de alimentos ricos en luteina (p=0.01). Esta
relacion no habia sido observada hasta la fecha en la literatura y la consideramos de

importancia ya que podria ayudar a prevenir el CRC.

En cuanto a la ingesta de alimentos ricos en licopeno no hemos encontrado una
buena correlacién con los niveles en suero de licopeno (p>0.005, R=0.118), de nuevo
debido al mismo problema, ya que sus niveles disminuyen en suero con la enfermedad
como reactante de fase aguda(l). Sin embargo, hemos hallado correlacion con los
niveles de p-caroteno (p<0.001, R=0.460) que no se modifican por la propia
enfermedad. Esto nos viene a decir que probablemente de no ser debido a la enfermedad
estos individuos también tendrian una buena correlacion con los niveles de licopeno en
suero ya que probablemente los individuos que consumen alimentos ricos en [-
carotenos también lo hacen con alimentos ricos en licopeno (de hecho ambos consumos
se correlacionan bien siendo p<0.001 y R=0.319). Como hemos podido observar la
ingesta de licopeno se correlaciona bien con las variables de oxidacion OBSM1
(p=0.007, R=0.263) y OBSM2 (p=0.046, R=0.219) lo que indica que los individuos que
consumen niveles mas elevados de licopeno tienen un estado antioxidante mas elevado
en suero. También hemos comprobado que los pacientes sometidos a tratamientos
coadyuvantes consumen menos cantidad de alimentos ricos en licopeno lo que podria
contribuir a desarrollar una enfermedad mas agresiva. Del mismo modo hemos
observado que los pacientes afectos de enfermedades del SNC consumen mas cantidad
de licopeno en la dieta (p=0.034), hecho probablemente circunstancial debido al
reducido tamafio de la muestra de estos enfermos, no obstante tendremos ocasion de
comprobarlo con estudios posteriores. Asi mismo, queremos comentar que los pacientes
en tratamiento con AAS consumen menor cantidad de licopeno (p=0.035)
probablemente debido a que son pacientes con una enfermedad de base y que no
seguian una dieta saludable hasta el diagnostico de su enfermedad, posteriormente
modificaron la dieta eliminando alimentos perjudiciales pero no incrementando los mas

beneficiosos.
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5.4.2 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN GRUPO DE ESTADIO

Con el fin de comprobar como varian los resultados en los grandes grupos
estudiados (control, pacientes con pélipos y pacientes con cancer) hemos organizado los
resultados relacionados con el estilo de vida mostrandolos en la siguiente tabla.

CONTROL POLIPO TUMOR p valor
PESO - 71,72 (12,93) 71,25 (16,80) 0,832
TALLA - 1,69 (0,91) 1,65 (0,90) 0,091
IMC - 25,16 (3,35) 26,03 (4,75) 0,309
G. DE OBESIDAD  NORMAL - 45,9% (17) 37,7% (20)
DELGADEZ - 0 3,8% (2)
SOBREPESO - 43,2% (16) 43,4% (23)
0.GRADO | - 10,8% (4) 11,3% (6)
0. GRADO I - 0,00% 1,9% (1)
0. MORBIDA - 0,00% 1,9% (1) 0,818
OBESIDAD - 54,1% (20) 58,5% (31) 0,665
EJERCICIO AISLADO - 31,6% (12) 17,7% (11)
HABITUAL - 63,2% (24) 37,1% (23)
INTENSO - 2,6% (1) 1,6% (1)
SEDENTARISMO - 2,6% (1) 43,5% (27) <0,001
SEDENTARISMO - 33,3% (13) 61,3% (38) 0,006
FUMADOR 30% (2) 40% (16) 40% (27) 0,86
A.F. | C. COLON - 71,8% (28) 11,1% (7)
OTROS CC. DIGESTIVOS - 15,4% (6) 3,2% (2)
OTROS TIPOS DE CANCER - 0% 11,1% (7)
SIN AA. FAMILIARES - 12,8 % (5) 74,6% (47) <0,001

Tabla 22.- Resultados de variables referentes al estilo de vida de los pacientes y sus antecedentes
familiares de cancer. Se muestran medias con su desviacion estandar (entre paréntesis) 6 porcentajes con
el nimero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis), segln sea el caso.

p valor: Significacidn estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch para
variables cuantitativas y prueba de chi-cuadrado para variables cualitativas. Positiva si p < 0.005

Como bien podemos observar los resultados no difieren en gran medida al
incluir a los pacientes en grupos mas amplios. El Unico parametro que varia es la talla,
algo propio de cada individuo y que en principio no modifica los resultados del estudio

ya que los resultados de IMC no varian.

En definitiva, podemos decir que las diferencias que se observan entre los
pacientes con polipos y los aquellos que padecen cancer son significativas para las
variables ejercicio (p<0.001), sedentarismo (p=0.006) y antecedentes familiares de
cancer (p<0.001), algo que ya hemos explicado con detalle en el apartado anterior. Por
lo tanto podemos concluir que esta nueva clasificacion no aporta gran cosa a los

resultados del estudio.
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En la tabla siguiente se muestran los resultados de la ingesta alimentaria de los

pacientes segun esta clasificacion.

NO PARAMETRICAS POLIPO TUMOR p valor
FRUTAS 379,86 (217,23) | 274,25 (186,25) 0,006
VEGETALES 418,97 (301,75) | 314,05 (296,23) 0,003
ALCOHOL 8,16 (27,78) 0,03 (9,40) 0,001
CARNE ROJA 65,09 (40,00) 64,16 (58,67) 0,956
VISCERAS 0,30 (7,33) 0,30 (3,97) 0,832
CARNE ROJA + VISCERAS 71,79 (45,03) 65,99 (67,89) 0,8

CARNE PROCESADA 3,33 (14,15) 1,67 (7,14) 0,153
PESCADO 48,14 (42,86) 36,29 (47,92) 0,362
E. GRASAS 274,58 (351,57) 103,14 (144,40) <0,001
E. TOTAL 2368,37 (1005,79) | 1790,61 (873,08) <0,001
E. NO GRASAS 1989,05 (857,46) | 1615,83 (862,47) 0,001
FIBRA TOTAL 30,22 (18,29) 23,97 (11,61) <0,001
GRASA TOTAL 90,69 (71,85) 63,37 (50,80) 0,001
AGP TOTAL 16,34 (14,64) 10,00 (10,46) 0,003
H. TOTAL 17,78 (9,63) 15,05 (6,61) 0,001
VC TOTAL 338,31 (190,46) | 240,07 (211,34) 0,004
CA TOTAL 6053,14 (4085,30) | 3775,62 (4496,35) <0,001
VE TOTAL 7,96 (5,62) 4,79 (5,03) <0,001
VD TOTAL 6,18 (8,35) 5,15 (5,58) 0,332
LUTEINA 44,21 (54,18) 35,71 (60,78) 0,077
LICOPENO 59,76 (64,76) 51,31 (53,21) 0,028
VA TOTAL 1615,21 (1068,13) | 1131,59 (1086,61) 0,003

Tabla 23.- Resultados de variables referentes a la alimentacion de los pacientes. Se muestran medianas
con su rango intercuartil (entre paréntesis).

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis. Positiva si
p<0.005

Como podemos observar en la tabla al incluir a los pacientes en grupos mas
amplios se hace mas visible la disminucién de la ingesta en los pacientes con cancer tal
y como comentadbamos en el apartado anterior. No vamos a repetir por tanto las
conclusiones a las que llegamos sobre este hecho ya que, como acabamos de comentar,
en ninguna variable estudiada la ingesta es mayor en los pacientes que padecen cancer.
Lo Unico que podemos destacar es que no existen diferencias significativas entre los
grupos para algunos tipos de alimentos que se consideran factores de riesgo para el

CRC tales como la carne roja.
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5.4.3 PACIENTES ORGANIZADOS SEGUN DIFERENCIACION

Dado que las anteriores clasificaciones aunaban criterios clinicos e histologicos
decidimos realizar una clasificacion en funcion de criterios meramente histologicos para
comprobar si los cambios que se observaban pudieran ser debidos a factores
dependientes intrinsecamente del tumor. Los resultados se muestran en la siguiente
tabla.

PARAMETRICAS CONTROL SD DL G1 G2 G3 p valor
69,90 75,33 71,15 59,75
PESO - (11,80) (15,32) (13,009) (6,076) 55,00(0) 0,298
TALLA - 1,68 (0,09) | 1,71(0,14) | 1,65(0,1) | 1,60 (0,04) 0,6 (0) 0,246
IMC - 24,85 (3,24) | 25,56 (3,60) | 26,04 (3,86) | 23,32 (2,90) | 21,48 0,293
G. DE
|OBESIDAD _____NORMAL______ 1 ____-_____|. 48,1% (13) | 44,4% (4) | 40,5% (17)_| __50%(2) __| (100%(1) _]
| ooooo_._____.DBELGADEZ ____ | ____-_____|.___. L 0 _ | 24%@)._|_____ (S R 0_____
| eeooo____....SOBREPESO___ | ____.-_____|. 48,1%(13) | 33,3% (3)_| 40,5% (17)_|__50%(2) | __{ 0,00% ___
L., .Q.GRADOI - | 87%(1) | 222%(2) | 143%(6)_|_ _000%_ __ | _( 0,00% ___
e ...Q.GRADO ]l 0,00% ___|___ . 0% ___]._2 2,4% (1) | _000%_ __|__ 0,00% ___
0. MORBIDA - 0,00% 0% 0,00% 0 0,00% 0,969
OBESIDAD - 51,9% (14) | 55,6% (5) | 56,8% (25) | 50% (2) 0,00% 0,808
|EJERCICIO ____AISLADO ______ | ____-.____|.185% () | 70% () _| _: 17%.(8) | 0.00%___| 1 100%(2) _
| oo HABITUAL | - ____|. 77.8%(21) | . 20%(2)._|.38,3% (18) | 66,7% (4). | __( 0,00% __ |
Lo INTENSO o ]L3T7%@) | 0% ___|._21%(1)_ | _000%_ __|_ _ 0,00% ___
SEDENTARISMO - 0,00% 10% (1) | 42,6% (20) | 33,3% (2) 0,00% <0,001
SEDENTARISMO - 17,9% (5) | 80% (8) 58% (29) | 33,3%(2) | 100%(2) | <0,001
FUMADOR 33,3% (2) | 35,7% (10) | 66,7% (6) | 37.5% (21) | 57,1% (4) | 50% (1) 0,553
[AF________iccooN | - T 714%(20) | 80,8%(8) | 125%(6) | 0% [ 0% |
| ._.OTROSCC.DIGESTIVOS______ | ____-_____|.179%(®)_ | 10%@)_ _| _42%/2)_ _| ___ 0% ___|.__. 0% ___|
| __.OTROSTIPOSDE CANCER ____ [ ____-..___|.__. 0% ___|___. 0% ___ .. 125%(6) ... 0% _ ___|___. 0% ___|
SIN AA. FAMILIARES 10,7%(3) | 10% (1) | 70,8% (34) | 100% (6) | 100% (2) | <0,001

Tabla 24.- Resultados de varlables referentes al estilo de vida de los pacientes y sus antecedentes
familiares de cancer. Se muestran medias con su desviacién estandar (entre paréntesis) 6 porcentajes con
el nimero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis), segun sea el caso.

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G3.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas paramétricas para igualdad de medias de Welch para
variables cuantitativas y prueba de chi-cuadrado para variables cualitativas. Positiva si p < 0.005

Como podemos comprobar los resultados no varian con esta nueva clasificacion.
Por lo tanto, podemos afirmar que es indiferente agrupar a los pacientes desde el punto
de vista de la histologia del tumor, o hacerlo desde un punto de vista que auna criterios

clinicos e histoldgicos.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de las variables correspondientes

a la ingesta alimentaria de los pacientes.
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SD DL Gl G2 G3 p valor
FRUTAS 375,33 (204,35) | 395,82 (103,18) | 272,84 (217,50) | 370,51 (163,76) | 320,65 (90,53) 0,172
VEGETALES 428,37 (234,74) | 378,57 (354,10) | 338,54 (333,22) | 277,71 (152,95) | 323,23 (283,36) 0,021
ALCOHOL 7,92 (23,16) 15,93 (34,48) 0,00 (8,18) 0,00 (38,39) 3,66 (7,32) 0,003
CARNE ROJA 59,16 (35,67) 72,43 (41,48) 57,05 (58,19) 91,12 (60,84) 45,21 (48,33) 0,1997
VISCERAS 0,30 (7,33) 0,00 (5,50) 0,00 (3,67) 5,65 (12,27) 0,00 (0,00) 0,026
CARNE ROJA +
VISCERAS 67,27 (46,41) 80,80 (36,43) 59,79 (59,02) 108,36 (72,33) 45,21 (48,33) 0,156
CARNE PROCESADA 1,67 (8,11) 14,29 (42,86) 1,67 (36,37) 7,14 (33,93) 4,40 (5,48) 0,001
PESCADO 48,90 (40,07) 48,14 (41,18) 36,37 (56,60) 55,00 (83,22) 76,51 (84,45) 0,89
E. GRASAS 274,55 (338,43) | 289,10 (355,45) | 102,67 (144,40) | 179,80 (141,59) | 61,84 (98,00) <0,001
E. TOTAL 2298,74 (768,33) (ﬁggﬁg) 1790,61 (902,11) | 1959,67 (631,01) | 1370,34 (617,13) 0,001
E. NO GRASAS 1959,36 (768,83) | 2165,61 (866,36) | 1612,25 (861,48) | 1744,13 (623,93) | 1308,50 (519,13) 0,01
FIBRA TOTAL 33,34 (16,60) 29,16 (14,35) 23,45 (12,83) 23,13 (5,37) 20,32 (1,56) 0,001
GRASA TOTAL 89,49 (52,20) 97,59 (66,14) 61,65 (35,76) 85,60 (54,68) 47,10 (45,89) 0,005
AGP TOTAL 15,12 (11,85) 20,53 (14,45) 9,81 (9,46) 13,91 (15,58) 7,29 (8,97) 0,026
H. TOTAL 18,84 (9,84) 16,97 (7,10) 14,24 (7,79) 16,09 (6,55) 12,75 (5,63) 0,027
VC TOTAL 346,60 (143,24) | 256,78 (195,88) | 254,22 (219,07) | 176,91 (221,,87) | 254,70 (215,28) 0,061

6545,63 5107,55 4075,07 2906,13 4797,06
CA TOTAL (3717,19) (3894,14) (4990,45) (3765,98) (4456,02) 0,006
VE TOTAL 7,78 (4,60) 8,05 (6,10) 4,73 (5,35) 5,38 (11,13) 4,85 (3,80) 0,005
VD TOTAL 5,55 (4,96) 6,26 (8,28) 5,18 (7,40) 7,26 (8,38) 3,00 (5,42) 0,821
LUTEINA 53,74 (48,24) 35,71 (37,63) 41,31 (54,59) 30,48 (68,13) 4,29 (8,57) 0,058
LICOPENO 57,74 (52,87) 66,07 (67,67) 48,21 (47,81) 61,70 (85,12) 28,57 (46,43) 0,175
1065,80 1161,69

VA TOTAL 1682,52 (997,22) | 1479,47 (876,38) (1087,93) (1343,54) 1236,69 (12,19) 0,02

Tabla 25.- .- Resultados de variables referentes a la alimentacién de los pacientes. Se muestran medianas

con su rango intercuartil (entre paréntesis).
SD: Pacientes con polipos sin displasia; DL: pacientes con p6lipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histologica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G3.
p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis. Positiva si p <

0.005

Como podemos comprobar, los resultados no varian en gran medida al aplicar

esta clasificacion. El dato mas llamativo sigue siendo que los individuos que padecen

cancer consumen menos cantidad de alimentos. Sin embargo, queremos mencionar que

los pacientes con tumor diferenciado en G2 consumen mayor cantidad de visceras que

los demas grupos de forma significativa (p=0.026). Tal vez esta clase de alimentacién

favorezca el desarrollo de este tipo de tumos aunque no hemos encontrado ninguna

publicacion en este sentido.
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5.4.4 VALORACION GLOBAL DE LOS RESULTADOS REFERENTES A ESTILO
DE VIDA Y ALIMENTACION

Para valorar el estado oxidativo de los pacientes del estudio hemos generado la
variable OBS que incluye datos, tratamientos, modo de vida y alimentacion. De esta
manera podemos analizar como varia el estado oxidativo en funcién de los estadios de
la enfermedad. Es preciso comentar que en el estudio de esta variable se vio reducido el
tamafno muestral debido a varias cuestiones. No nos fue posible conseguir datos sobre
alimentacién y estilo de vida de todos los pacientes ni pudimos contar con un grupo
control. Estos incidentes hicieron que crearamos las variables OBSML1, ya explicada
anteriormente y OBSM2 que nos han permitido valorar el estado oxidativo de los
pacientes de forma que no hemos necesitado las variables comentadas y, por tanto,
hemos podido ampliar el tamafio muestral ya que utilizamos en ellas datos del suero de
los pacientes. La variable OBSM2, como ya hemos comentado en el apartado de
material y métodos, incluye los datos de suero que contiene la variable OBSM1 junto
con datos de tratamientos con AAS y AINEs y el del consumo de tabaco, resultando una
variable mixta entre OBSM1 y OBS pero que nos permite contar con un nimero mayor
de pacientes que OBS.

En la siguiente tabla mostramos los resultados de la variable OBS y OBSM2

variable dependiendo del estadio de los pacientes.

Control SD DL Cain situ | Il I} \Y p valor

10,00

OBS (3,00) 7,50 (3,25) | 8,00 (4,00) | 8,00 (4,25) | 9,00 (4,00) | 7,00 (4,25) | 9,00 (4,25) | 0,347

10,50
OBSM 2 (1,29) 9,00 (2,08) | 8,56 (1,42) | 7,08(3,65) | 7,00 (2,88) | 6,61(3,23) | 7,40 (2,76) | 5,55 (2,70) | 0,001

Tabla 26.- Resultados de variables OBS y OBSM2. Se muestran medianas con su rango intercuartil
(entre paréntesis) en el caso de OBS y medias con su desviacion estandar (entre paréntesis) en el caso de
OBSM2. SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con p6lipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio I1; IlI:
pacientes con CRC en estadio I11; 1V: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis para OBS e
igualdad de medias de Welch para OBSM2. Positivas si p<0.005

151



CONTROL POLIPO TUMOR p valor
OBS - 9,00 (3,50) 8,00 (4,00) 0,046
10,50 (1,29)
OBSM2 8,89 (1,92) 6,58 (3,03) <0,001

Tabla 27.- Resultados de variables OBS y OBSM2. Se muestran medianas con su rango intercuartil
(entre paréntesis) en el caso de OBS y medias con su desviacion estdndar (entre paréntesis) en el caso de
OBSM2.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis para OBS e
igualdad de medias de Welch para OBSM2. Positivas si p<0.005

CONTROL SD DL Gl G2 G3 p valor
OBS - 10,00 (3,00) 7,50 (3,25) 8,00 (4,00) 6,00 (2,00) 6,00 (0,00) 0,02
OBSM2 | 10,50 (1,29) 9,00 (2,08) 8,75 (1,39) 6,70 (3,08) 5,43 (2,51) 6,50 (3,54) 0,016

Tabla 28.- Resultados de variables OBS y OBSM2. Se muestran medianas con su rango intercuartil
(entre paréntesis) en el caso de OBS y medias con su desviacion estdndar (entre paréntesis) en el caso de
OBSMZ2. con su rango intercuartil (entre paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con pdlipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; G1: pacientes con CRC con diferenciacion histolégica G1; G2: pacientes con
CRC con diferenciacion histolégica G2; G3: pacientes con CRC con diferenciacion histologica G3.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas no paramétricas de Kruskal Wallis para OBS e
igualdad de medias de Welch para OBSM2. Positivas si p<0.005

Con respecto a esta variable OBS vemos que no resulta estadisticamente
significativa al estudiarla en los diferentes grupos (p>0.05) en la clasificacion por
estadios. Sin embargo estas diferencias se hacen significativas al distribuir a los
pacientes en grupos mayores (tabla 27) y al agruparlos por la diferenciacion del tumor
(tabla 28). Esto podria indicar que estados alimentarios y de estilo de vida que conlleven
una estado oxidativo mayor pueden contribuir a una diferenciacion tumoral G2 6 G3
(p=0.02).

Los valores de OBS presentan una buena correlacion con los niveles séricos de
licopeno (p=0.013, R=0.254), B-carotenos (p=0.001, R=0.343) y OBSM1 (p=0.004,
R=0.320) lo que quiere decir que el estado de oxidacion del individuo medido a partir
de parametros nutricionales y de estilo de vida guarda buena relacion con el estado de
oxidacion medido a partir de variables séricas. Podemos decir que en nuestro estudio
concuerda lo medido en suero y lo medido en los parametros alimenticios y de estilo de
vida del paciente lo que le confiere un grado de validez interna, de manera que podemos
valorar el estado de oxidacion de los sujetos participantes de forma que se tengan en
cuenta varios parametros. Asi mismo esta variable OBS se relaciona de manera inversa

con los valores séricos de MPO (p=0.046, R= -204) lo cual es ldgico ya que éste
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pardmetro actia como marcador de oxidacion tal y como habiamos comentado
anteriormente. También hemos comprobado que esta variable OBS es mayor en mujeres
que en varones (p=0.007) lo que puede causar un factor de confusion para el estudio.
Los pacientes con AF de céncer tienen una OBS més disminuida lo que indica que
pueden existir otros factores distintos al componente genético que estén contribuyendo a
la susceptibilidad al cancer, por ejemplo la alimentacion que se lleva a cabo en el
entorno familiar y los habitos que se adquieren en el seno de una determinada familia.
Estas correlaciones y asociaciones se comentan en este estudio por primera vez y por

eso no se hace referencia a otras citas bibliograficas.

En cuanto a la variable OBS2 observamos como si resulta estadisticamente
significativa (p=0.001) en cualquiera de las clasificaciones propuesta, siendo sus valores
mas elevados en el grupo control. Sus niveles van disminuyendo conforme avanza el
estadio de la enfermedad lo que quiere decir que aumentan los niveles de oxidacion. En
lineas generales vemos como no existen grandes diferencias con respecto a la variable
OBSML1 al introducir parametros como los tratamientos con AINES y el habito de
fumar. No obstante queremos comentar que esta variable es mas elevada en las mujeres
(p<0.001) lo que podria estar modificando las diferencias que observamos en los
diferentes grupos. También es mas elevada en los pacientes que realizan ejercicio
(p=0.016) lo cual esta en relacion con el hecho que hemos comentado anteriormente en
el que explicamos como el ejercicio habitual reduce los niveles de estrés oxidativo. Sin
embargo, sus valores se encuentran disminuidos en la enfermedad psiquiatrica
(p<0.001), en la enfermedad renal (p=0.049), y en la DM (p=0.007) por lo que estas
enfermedades también pueden estar modificando las diferencias entre los grupos debido
a la comorbilidad. No obstante, hay que destacar que los pacientes fallecidos tienen
niveles disminuidos de esta variable (p=0.039) lo que indica mayor oxidacion. Hay que
destacar que esta variable es independiente de la edad (p>0.05) por lo que no afecta a la

distribucion entre los grupos.
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55 RESULTADOS DEL ANALISIS DE POLIMORFISMOS DEL GEN DE
APOLIPOPROTEINA D

En las tablas siguientes se muestran los resultados obtenidos dependiendo de la
clasificacion que hayamos usado para agrupar a los pacientes, tal y como hemos
realizado en los apartados anteriores.

CON-
TROL SD DL Cain situ | Il 111 [\ p valor

APOD 1
RS1467282 CIC | 83,3% (5) | 71,4% (20) | 81,8% (9)_ | 84,6% (11) | 70,0% (21) | 84,8% (28) | 91,3% (21) | 81,5% (22)

KA S 16.7% (1) | 250%(7) | 18,2%(2) | 154%(2)_| 30.0%(9) | 152%(5) | 872 _ | 18,5% (5).
T 0% 3,6%(1) | 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,838
APOD 3

RS1568565 A/A | 14,3% (2) | 25,0% (7) | 9,1% (1) | 30,8% (4) | 33,3% (10) | 21,2% (7) | 21,7% (5) | 18,5% (5)

IANG . 71,4% (10) | 50% (14) | 45,5% (5) | 38,5% (5)_| 36,7% (11) | 51,5% (17) | 60,9% (14) | 51,9% (14)

GIG 14,3% (2) | 25,0% (7) | 45,5% (5) | 30,8% (4) | 30,0% (9) | 27,3% (9) | 17,4% (4) | 29,6% (8) | 0,745

Tabla 29.- Resultados del analisis de polimorfismos del gen de la ApoD. Se muestran porcentajes con el
naimero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis).

SD: Pacientes con pélipos sin displasia; DL: pacientes con polipos con displasia leve; Ca in situ:
pacientes con CRC in situ; I: pacientes con CRC en estadio I; Il: pacientes con CRC en estadio Il; IlI:
pacientes con CRC en estadio Il1; IV: pacientes con CRC en estadio IV

p valor: Significacion estadistica mediante pruebas de Chi-Cuadrado. Positiva si p < 0.005

CONTROL POLIPO TUMOR p valor
| APOD 1 RS1467282 __ CIC | 83,3%(5).__| . 744%(29) | _81,5% (110) _
KL SR 167% @) | . 231%9) | 18,5%(25) __
TIT 0% 2,6% (1) 0,00% 0,463
| APOD 3 RS1568565 __ AA_____ | 143%(2)_ | 205%(®) | 35.2%(34)___
NG . 71,4% (10) | 48,7%(19) _ | __. 49,6% (67) ___
GIG 14,3% (2) 30,8% (12) 25,2% (34) 0,519

Tabla 30.- Resultados del analisis de polimorfismos del gen de la ApoD. Se muestran porcentajes con el
namero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis).
p valor: Significacion estadistica mediante pruebas de Chi-Cuadrado. Positiva si p < 0.005

CON-
TROL SD DL Gl G2 G3 p valor
APOD 1
RS1467282_ CIC | 83,3% (5) | 71,4% (20) | 81,8% (9) | 82,7% (81) | 88,2% (15) | 100% (7) _
er o] 16,7% (1) | 25,0%(7) | 18,2%(2) | 17,3%(17)| 11,8%(2) | __0% ___
T/T 0% 3,6% (1) 0,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,634
APOD 3
RS1568565_ A/A | 14,3%(2) | 25,0% (7) | 9,1% (1) | 24,5% (24) | 29,4% (5) | 42,9% (3)_
NG ] 71,4% (10) | 50% (14) | 455% (5) | 52.0% (51) | 35.3% (6) | 42,9%(3)
GIG 14,3% (2) | 25,0% (7) | 455% (5) | 23,5% (23) | 35,3% (6) | 14,3% (1) 0,546

Tabla 31.- Resultados del andlisis de polimorfismos del gen de la ApoD. Se muestran porcentajes con el
nimero de pacientes correspondientes a ese porcentaje (entre paréntesis). SD: Pacientes con pdlipos sin
displasia; DL: pacientes con pdlipos con displasia leve

p valor: Significacion estadistica mediante pruebas de Chi-Cuadrado. Positiva si p < 0.005
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Los resultados mostrados en las tablas anteriores indican que no existe ninguna

relacion entre los polimorfismos estudiados del gen de la ApoD vy el cancer colorectal.

Como habiamos comentado previamente en el capitulo de objetivos e
introduccién nuestra idea era indagar si alguno de estos polimorfismos tenia relacion
con la enfermedad estudiada de tal forma que pudiera predisponer a padecerla. Como

hemos mostrado no hay ninguna evidencia que nos haga pensar en ello.

Unicamente podemos decir que dentro del polimorfismo al que hemos Illamado
ApoD 3 (RS1568565) los individuos homocigotos G/G parece que tienen mayores
niveles de ApoD en el tejido normal periadyacente al tumor (p=0.039). Dado que este
polimorfismo se encuentra en un intron del gen de ApoD es posible que estos
individuos expresen mayores cantidades de proteina lo que les podria conferir una
mayor proteccion frente al estrés oxidativo. No obstante harian falta mas experimentos

para corroborar esta hipotesis.

Ademéas de los polimorfismos mostrados también hemos estudiado el
polimorfismo al que hemos llamado ApoD 2 (RS5952). No se muestran los resultados
ya que todos los individuos del estudio resultaron ser homocigotos C/C, excepto un
individuo que fue heterocigoto C/T, sin conseguir demostrar que esto tuviera ninguna

implicacion en el estudio.
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5.6 RESULTADOS DE SUPERVIVENCIA

Se ha realizado un estudio de supervivencia en el que hemos analizado todas las

variables descritas anteriormente. Hay que tener en cuenta que nuestro estudio comenzo

en el afio 2008 y se han estado reclutando pacientes hasta diciembre de 2010 por lo que

el tiempo que cada paciente lleva incluido en el estudio es diferente. Los analisis de

supervivencia que se presentan datan de julio de 2011 que fue la Ultima vez que se

revisaron las historias de los pacientes. No obstante, estos datos pueden sufrir

variaciones en los proximos afios ya que tenemos previsto realizar una revision anual de

la situacion de los pacientes.

Para las variables cuantitativas se han realizado quintiles y se ha estudiado la

supervivencia dependiendo del quintil en el que se encuentren los pacientes.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de supervivencia de las variables

analizadas en suero dentro del estudio.

VARIABLE
p valor

E2 Quintiles <10,67 10,67 - 13,9 139-21 21 - 28,066 >28,066
Media de 799,054 (768 | 736,49 (655,41 - | 781,82 (705,49 - | 694,17 (594,28 - | 771,86 (708,65 -
supervivencia ,23 - 829,88) 817,56) 858,16) 794,05) 835,07) | 0,225
0C€98%) |\ L)l
Porcentaje de 97,30% 88,60% 89,70% 78,80% 88,90%
supervivencia

TG Quintiles <78,8 78,8 - 98,67 98,67 - 123,73 | 123,73 - 152,33 >152
Media de 760,50 (708,13 - | 717,36 (637,92 - | 777,78 (697,74 - | 726,29 (656,86 - | 757,09 (675,30 -
supervivencia 812,87) 796,79) 857,81) 795,72) 838,87) | 0,911
0C95%) ]
Porcentaje de 91,70% 86,10% 88,90% 89,20%
supervivencia 88,60%

CT Quintiles <162,334 162,334 - 190,934 - | 207,53 - 236,13 >236,13
______________________________________ 190934 | 20753, .l . ______|
Media de 640,57 (538,69 - | 815,37 (761,67 - | 739,08 (658,15 - | 790,76 (757,48 - | 762,58 (695,56 -
supervivencia 742,45) 869,07) 820,01 824,04) 829,60) | 0,037
0C€98%) L)l
Porcentaje de 77,80% 91,70% 86,50% 97,10%
supervivencia 91,70%

LDL Quintiles <95,172 95,172 - 116,306 - 136,37 - >162,362
______________________________________ 116306 13637 _ ___162362| |
Media de 731,42 (639,01 - | 757,24 (683,22 - | 796,18 (732,90 - | 727,89 (653,88 - | 763,08 (696,49 -
supervivencia 823,83) 831,26) 859,45) 801,90) 829,67) | ,8510
0C95%) ]
Porcentaje de 86,10% 88,90% 89,20% 88,60%
supervivencia 91,70%

HDL Quintiles <34,4 34,4 -41 41 - 48 48 - 58,602 >58,602
Media de 588,66 (480,11- | 776,09 (705,23- | 784,87 (718,69-
supervivencia 697,20) 846,05) 851,05) 773,18 (723,73- | <0.00
acosoe) | Ll |s223) | !
Porcentaje de 72,20% 87,20% 91,20% 100% 94.4%
supervivencia

PT Quintiles <6,17 6,17 - 6,7 6,7-7 7-17,27 >7,27 0,144




Media de 567,94 (492,54- | 718,43 (654,13- | 726,37 (661,35- | 765,77 (684,96-
supervivencia 643,34) 782,72) 791,38) 846,57)
0C95%) ]
Porcentaje de 81,10% 88,90% 89,50% 86,80%
supervivencia 100%

PCR Quintiles <1 1,00-2 2,00 - 5,00 5,00 - 16,868
e ... _>16,868]
Media de 832,11 (807,11 - | 846,83 (816,12 - | 778,30 (734,50 - | 735,15 (660,72 - | 541,35 (427,91 -
supervivencia 857,11) 877,55) 822,11) 809,58) 654,79) | <0.00
0ces%) |l ] !
Porcentaje de 98% 96,20% 97% 88,60%
supervivencia 63,90%

CEA Quintiles <1 1,00-2 2,00-3 3,00-8 >8,00
Media de 813,34 (764,84 - | 773,34 (731,09 - | 806,12 (744,84 - | 682,54 (590,95 - | 663,26 (565,55 -
supervivencia 861,84) 815,59) 867,40) 774,53) 760,97) | 0,027
0cosw) o]
Porcentaje de 91,10% 94,90% 96,20% 82,90%
supervivencia 80%

CA 19.9 Quintiles <2,592 2,592 - 5,286 5,286 - 10,736 10,736 - 19 >19
Media de 770,37 (707,80 - | 852,56 (831,41 - | 765,88 (692,29 - | 523,48 (460,79 - | 711,63 (621,15 -
supervivencia 832,94) 873,71) 839,48) 586,18) 802,10) | 0,187
0cosw) ]
Porcentaje de 88,90% 97,10% 89,20% 83,80%
supervivencia 85,70%

MPO Quintiles <8,97 8,97 - 11,74 11,74 - 14,93 14,93 - 20,17 >20,17
Media de 789,10 (743,46- | 748,08 (680,57- | 709,45 (630,03-
supervivencia 834,73) 815,60) 788,87) | 604,66 (500,66- 0,004
0cosw) ol _|70866) |
Porcentaje de 100% 94,30% 91,70% 86,10%
supervivencia 74,30%

LDL OX Quintiles <60,559 60,559 - 73,6442 - 83,732 - >98,7896
______________________________________ 736442| 83732 ___ _987896| |
Media de 706,21 (611,63 - | 826,40 (790,68 - | 801,44 (733,55 - | 712,02 (635,93 - | 743,56 (667,87 -
supervivencia 800,78) 862,12) 869,33) 788,11) 819,25) | 0,356
0cosw) ]
Porcentaje de 85,30% 97,10% 91,40% 82,90%
supervivencia 87,90%

B-CAROT. | Quintiles <120 120 -174,2 174,2 - 253,2 253,2 - 380,4 >380,4
Media de 692,14 (613,13- | 737,32 (669,40- | 685,24 (583,99- | 777,54 (716,36-
supervivencia 771,15) 805,25) 786,49) 838,72) 0,044
0C95%) ]
Porcentaje de 85,70% 88,20% 78,80% 94,30%
supervivencia 100%

VIT A Quintiles <0,25 0,25 - 0,322 0,32-0,42 0,42-0,51 >0,51
Media de 685,35 (607,47 - | 756,03 (685,11 - | 691,87 (604,77 - | 772,71 (715,54 - | 824,03 (783,58 -
supervivencia 763,23) 826,95) 778,97) 829,88) 864,48) | 0,236
0cosw) ]
Porcentaje de 82,10% 93,30% 84,20% 93,60%
supervivencia 96,90%

VIT E Quintiles <10,36 10,36 - 12,1 12,1 - 14,08 14,08 - 16,24 >16,24
Media de 702,73 (618,44 - | 709,95 (627,99 - | 765,69 (709,67 - | 782,43 (722,02 - | 773,71 (696,65 -
supervivencia 787,02) 791,91) 821,70) 842,84) 850,76) | 0,677
0cosw) ]
Porcentaje de 85,30% 86,10% 93,80% 91,40%
supervivencia 91,20%

LICOPENO | Quintiles <56,6 56,6 - 97,2 97,2 - 150 150 - 230,6 >230,6
Media de 713,10 (622,07 - | 733,00 (649,87 - | 765,70 (701,83 - | 754,34 (688,09 - | 801,41 (733,80 -
supervivencia 804,13) 816,13) 829,57) 820,59) 801,78) | 0,587
acosw) ]
Porcentaje de 82,40% 88,60% 91,20% 91,40%
supervivencia 93,90%

OBSM1 Quintiles <3,6 36-5 5,00 -7 7,00 -8 >8
Media de 712,27 (633,18- | 637,94 (547,06- | 734,92 (665,67-
supervivencia 791,36) 728,83) 804,16) 0,011
0C95%) ]
Porcentaje de 84,80% 77,50% 89,70% 100,00%
supervivencia 100%

Tabla 32.- Resultados de supervivencia de variables medidas en suero. Se muestran quintiles, media de
supervivencia con intervalo de confianza al 95% (entre paréntesis) y porcentaje de supervivencia, excepto
para los casos en los que la supervivencia es del 100%.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas de Kaplan Meier. Positiva si p<0.005
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Como podemos comprobar los individuos con niveles de colesterol total por
debajo de 162 tienen menor supervivencia (p=0.0337). Esto se debe a que la
disminucion de los niveles colesterol funciona como un reactante de fase aguda ante
fendmenos inflamatorios tal y como ocurre en el CRC, de hecho los individuos en fases
mas avanzadas tienen menores niveles de colesterol total. Esto se corresponde con lo
publicado Cengiz O. et al. (219) que sefalan al colesterol total como un buen marcador

para evaluar la supervivencia en esta enfermedad.
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Con respecto al colesterol HDL vemos como los individuos con niveles mas
elevados alcanza mayor supervivencia (p<0.001). Ya habiamos indicado previamente
como otros autores (64—72) sefialan los niveles bajos de HDL como un factor de riesgo
para el CRC. También habiamos sefialado en apartados anteriores como el HDL se
encontraba disminuido en los estadios mas avanzados. Hemos encontrado estudios
previos que estudian el riesgo de padecer cancer de colon en funcién de los niveles de
HDL (64-72) y también trabajos en los que estudiaban la supervivencia en funcion de
los niveles de colesterol (1), pero en ninguna de ellos habia un aumento de la
supervivencia estadisticamente significativa con niveles mas elevados de HDL. Este
estudio demuestra que los individuos con menores niveles de HDL presentan menor
supervivencia en caso de presentar un CRC. Dada la importancia del HDL en esta
enfermedad y en otras entidades de caracter cardiovascular debemos proponer
programas de salud puablicos orientados a mantener en la poblacion unos niveles
elevados de HDL como mecanismo preventivo, induciendo a un estilo de vida saludable

y al consumo de una dieta que aumente estos niveles en suero.
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En el caso de los niveles de PCR vemos como los individuos con niveles mas
elevados tienen mayor mortalidad (p<0.001). Como ya hemos comentado la PCR es una
proteina de fase aguda y se eleva en los estadios mas avanzados de la enfermedad por lo
que es logico pensar que existe mayor numero de individuos fallecidos con niveles altos
de PCR. Estos resultados coinciden con los de otros autores que sefialan a la PCR como
un importante marcador en la supervivencia dentro de esta enfermedad (154,220-223).
Estos autores también sefialan a la PCR como un marcador pronostico para estos

enfermos asociando lo niveles mas elevados con una muerte temprana.
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Otro marcador importante es el CEA en el que vemos como niveles elevados
indican una disminucion de la supervivencia (p=0.027), tal y como indican otros
estudios (224-228). De hecho, este marcador se utiliza de forma seriada para identificar

pacientes con escasas posibilidades de supervivencia y para predecir recidivas.
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Como ya hemos comentado anteriormente este constituye el primer estudio en el
que se evalta la MPO en suero dentro del CRC. Y podemos confirmar que los niveles
mas altos indican menor supervivencia (p=0.004) por lo que puede ser considerado
como un buen marcador de supervivencia. Sin embargo el resultado va més alla ya que
niveles elevados de MPO indican niveles elevados en plasma estrés oxidativo, por lo
que podemos decir que individuos con altos niveles de estrés oxidativo tienen menores

posibilidades de sobrevivir en esta enfermedad.
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Cuando analizamos los resultados de los B-carotenos observamos como existe
una mayor supervivencia cuanto mas elevados son sus niveles en plasma (p=0.044) tal y
como comentan otros autores (161,229). En otros estudios a los que nos hemos referido
anteriormente encuentran un aumento en la supervivencia en referencia a los niveles
séricos de alfa carotenos pero no de beta carotenos (1). Este hecho viene a apoyar lo que
hemos mencionado anteriormente proponiendo que los pacientes con unos niveles de
antioxidantes elevados tienen una mayor supervivencia y por lo tanto un mejor

prondstico.
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Con respecto a la variable OBSM1 vemos como aquellos individuos con valores
mas elevados tienen una mayor supervivencia (p=0.011) lo que vuelve a refrendar lo
anteriormente expuesto. Aquellos pacientes con un nivel elevado de antioxidantes en
suero y/6 bajo de pro-oxidantes tienen una mayor supervivencia. Este hecho confiere a
esta variable una gran utilidad al poder ser utilizada para identificar dichos estados de
forma objetiva ya que utiliza valores medidos en suero. Los pacientes identificados
precozmente podrian ser beneficiarios de un tratamiento preventivo basado en una

mejora de la alimentacion el modo de vida y suplementos nutricionales para revertir su

situacion.
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de supervivencia de las variables

medidas en tejido.

TBARS TUMOR <4,42 4,42-6,67 6,67-11,79 11,79-38,92 >38,92
Media de supervivencia | 584,40 453,45 526,73 532,27
(IC 95%) (542,38- (300,38- (409,69- (474,85- 0,236
______________________ 626,42) _____|806,33) _____|64377) ____ | . ________]58969) ______
Porcentaje de
supervivencia 90,9% 72,7% 81,8% 100% 90,9%
TABARS <2,87 2,87-4,72 4,72-9,94 9,94-30,98 >30,98
NORMAL | e
Media de supervivencia 476,70 313,63 543,10
(IC 95%) 572,27 (381,31- (189,01- (439,16- 0,068
_____________________ (607,38) ____|572.09) __ ___|43826) | ____________|647042) ____
Porcentaje de
supervivencia 90,90% 90% 60% 100% 90%
TBARS <0,46 0,46-1,16 1,16-2,54 2,54-5,93 >5,93
COCIENTE | e e e
Media de supervivencia | 498,79 455,75 455,33 490,12
(IC 95%) (365,62- (283,71- (350,62- (420,68- 0,638
______________________ 631,96) _____|827,79) _____]56005) _____ | . ___.____]55956) ______
Porcentaje de
supervivencia 75,00% 75,00% 88,90% 100% 87,5%
PN TUMOR <1,58 1,58-2,84 2,84-3,77 3,77-9,94 >9,94
Media de supervivencia | 472,57 638,87 425,71
(IC 95%) (309,90- (448,22- (304,28- 471, (331,27- 0,629
______________________ 63524) _____182992) _____|54715) | _.__________|8w072) ______
Porcentaje de
supervivencia 71,40% 75,00% 71,40% 100% 85,70%
PN SANO <1,33 1,33-3,14 3,14-5,25 5,25-6,78 >6,78
Media de supervivencia 336,50
(IC 95%) 352 (177,17- | (147,24- 214,75 (28- 0,422
___________________________________ 526,83) _____|52576) ____ _|40L30) | . ___________
Porcentaje de
supervivencia 100,00% 75,00% 75,00% 50% 100%
PN COCIENTE <0,39 0,39-0,60 0,60-1,73 1,73-2,12 >2,12
Media de supervivencia 28,33 (2,47- 214 (144,96- 0.053
1(1C95%) o |f 5420) ] 49812) '
Porcentaje de
supervivencia 100,00% 0,00% 100% 100% 50%
IHQ APOD <1,00 1,00-1,50 1,50-2,00 2,00-2,50 >2,50
NORMAL | e e e
Media de supervivencia | 591,53 447,17 564,36 526,12
(IC 95%) (525,98- (302,54- (506,29- (388,85- 0,892
______________________ 657,07) _____|59180) _____|62242) ____|66340) _____| _____________
Porcentaje de
supervivencia 94,10% 83,30% 85,7% 87,5% 100%
IHQ APOD <1,00 1,00-1,00 1,00-2,00 2,00-2,50 >2,50
TUMOR | e e e
Media de supervivencia 540,62 567,79
(IC 95%) (451.12- (509,05- 0,573
___________________________________ 630,12) _____|62657) | Ll ...
Porcentaje de
supervivencia 85,70% 85,70% 100% 100%
IHC APO D <0,77 0,77-1,00 1,00-1,00 1,00-1,50 >1,50
Media de supervivencia 600,12 461,25
(IC 95%) (564,66- 508 (341,60- (284,99- 0,264
_________________________________________________ 63568) _____|67440) _____|63751) ______
Porcentaje de
supervivencia 100% 92% 83,3% 75%

Tabla 32.- Resultados de supervivencia de variables medidas en suero. Se muestran quintiles, media de
supervivencia con intervalo de confianza al 95% (entre paréntesis) y porcentaje de supervivencia, excepto
para los casos en los que la supervivencia es del 100%.
p valor: Significacion estadistica mediante técnicas de Kaplan Meier. Positiva si p<0.005
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Como podemos observar ninguna de ellas se relaciona con la supervivencia de

forma estadisticamente significativa. No obstante, este hallazgo habrd que esperar a

realizar nuevos andlisis y a la revisién anual de la supervivencia de los pacientes.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de supervivencia de las variables

relacionadas con el estilo de vida, las enfermedades intercurrentes y los tratamientos.

OBSM2 Quintiles <5 5,00 -7 7,00-9 9,00 - 10 >10
Media de supervivencia | 735,02 604,49 778,72
(IC 95%) (654,79- (465,61- (720,57- 0,007
______________________ 81526) _____|74338) ____ 83687 _____ | |l ...
Porcentaje de
supervivencia 89,70% 71,40% 96% 100% 100%
ESTADIO Control SD DL Cain | 1] 1l \Y
situ
Media de 808,25 570,17 737,12 514,45 459,89
supervivencia (IC (781,52- (509,66- | (667,88- | (440,83- | (367,24- | 0,002
[95%) |l _]d 834,98) | ]! 630,68) _ | 806,36) _| 588,06) | 552,54) _
Porcentaje de
supervivencia 100,00% | 100,00% | 90,90% | 100,00% 89,70% 91,20% 78,30% | 70,40%
GRUPO DE Control Pdlipo Tumor
ESTADIO | e e
Media de supervivencia 858,28 (847,38-869,18) 708,28 (663,76-752,81)
0,015
| (1IC95%) |l ..
Porcentaje de 100% 97,40% 85,00%
supervivencia
DIFEREN- Control SD DL Gl G2 G3
CIACION | e e e e
Media de supervivencia 808,25 728,78 553,35 722,62
(IC 95%) (781,52- (680,69- (458,77- (578,93-| 0,260
| el ...83498)| ___77687)| __647,93)| ___! 866,32)
Porcentaje de 100% 100% 90,00% 88,00% 88,20% 87,50%
supervivencia
SEXO Varén Mujer
Media de supervivencia
[0c95%) .| 73508 (638,8178638) _______.________________|81490(r4296-85688) | %
Porcentaje de
supervivencia 85,10% 93,70%
AF No Céanceres Ca de colon Otros Ca Otros canceres
_______________________________________________________________ digestivos | _______________.
Media de supervivencia | 718,87 (643,01- 823,86 (783,01- 838,25 (794,54- 0.106
| (1C95%)_ ____________| 79472) ________| 864,70) ________|88L96) _______ | ... '
Porcentaje de 84,60%
supervivencia 97,10% 87,50% 100%
EJERCICIO E. Aislado E. habitual E. Intenso Sedentarismo
Media de supervivencia 805,86 (759,55- 630,02 (515,74-
ac95%) || 852106) | .| 4430) . 0,006
Porcentaje de
supervivencia 100,00% 93,90% 100% 75%
SEDENTARIS- Si No
MO Ll
Media de supervivencia 0122
| (1IC95%) ____________| 762,58 (692,28-835,88) | ____________|807,77(76393-85161) ____________ '
Porcentaje de
supervivencia 86,30% 94,80%
GRADO DE Delgadez Normal | Sobrepes Grado | Grado Il | Grado Il 0.
OBESIDAD I A A R X R N R Mérbida
Media de supervivencia | 252 791,38 794,03
(IC 95%) (48,27- (720,71- | (746,39- 0,129
______________________ 455,73) | 862,05) |841,68) | | .. | ...
Porcentaje de
supervivencia 50,00% | 89,70% 92,50% 100% 100% 100%
OBESIDAD Si { No| (o518




FUMADOR

Media de supervivencia
[ (IC9%%) .

Porcentaje de
supervivencia

No

0,869

ENF. S.
NERVIOSO

Media de supervivencia
[ (1C95%) .

Porcentaje de
supervivencia

No

<0,001

ENF
PSIQUIATRICA

Porcentaje de
supervivencia

No

0,93

ENF
CORONARIA

Porcentaje de
supervivencia

0,077

ATEROSCLERO
SIS

Media de supervivencia
| (1IC95%) ____________

Porcentaje de
supervivencia

0,007

ENF. RENAL

Media de supervivencia
[ (1C95%) .

Porcentaje de
supervivencia

0,962

ENF.
REUMATICA

0,708

HIPERTRI-
GLICERIDEMIA

Porcentaje de
supervivencia

0,759

ENF. ASMATICA

Porcentaje de
supervivencia

0,001

HIPERCO-
LESTEROLEMIA

[ Media de supervivencia’
[ (1IC95%) ...

Porcentaje de
supervivencia

0,39

DM

Media de supervivencia
[ (1C95%) .

Porcentaje de
supervivencia

0,019

HTA

Porcentaje de
supervivencia

91,50%

87,60%

0,574

NEO PREVIA

Porcentaje de

supervivencia

Neo extracoldnica

75,90%

Neo de colon

100,00%

0,017
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AINE

Porcentaje de
supervivencia

0,19

AAS

0,671

ESTATINAS

Porcentaje de
supervivencia

0,26

RT y/6 QT
PREVIA A LA
CGIA.

Media de supervivencia
(IC 95%)

Porcentaje de

supervivencia

66,70%

0,034

90,50%

Tabla 33.- Resultados de supervivencia de variables relacionadas con el estilo de vida, las enfermedades
intercurrentes y el tratamiento. Se muestran quintiles, media de supervivencia con intervalo de confianza
al 95% (entre paréntesis) y/6 porcentaje de supervivencia segln el caso, excepto para los casos en los que
la supervivencia es del 100%.
p valor: Significacion estadistica mediante técnicas de Kaplan Meier. Positiva si p<0.005
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Gréfico 27. Supervivencia en funcidn de los niveles de OBSM2




De la misma manera podemos observar como la variable OBSM2 también se
relaciona con la supervivencia, de tal forma que, los individuos con valores elevados
consiguen una mayor supervivencia (p=0.007). Este resultado coincide en lineas
generales con lo que hemos comentado para la variable anterior, OBSM1, con la
salvedad que en este caso incluimos en la variable parametros de suero pero también de
estilo de vida como son el tabaquismo y los tratamientos con AINEs y AAS. De esta
manera identificando a estos pacientes podremos administrarle un tratamiento
preventivo como el que hemos comentado anteriormente y ademas aconsejarles sobre la

posibilidad de afiadir estos dos farmacos a dicho tartamiento.

Como podemos comprobar la supervivencia va disminuyendo conforme avanza
el estadio, siendo minima en el estadio IV (p=0.002), tal y como ya han descrito otros
autores (230-233). Cuanto mayor es el estadio mas avanzada esta la enfermedad y por

tanto menor es la probabilidad de supervivencia a pesar de un correcto tratamiento.
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Grafico 27. Supervivencia en funcién del Estadio tumoral
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Lo mismo sucede si clasificamos a los pacientes en grupos mayores, donde la

menor supervivencia se alcanza en el grupo de individuos que padecen CRC (p=0.015).
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Graéfico 28. Supervivencia en funcién del grupo de estadio

Al analizar los datos referentes al ejercicio realizado por los pacientes
comprobamos que aquellos que realizan ejercicio, aunque sea de forma aislada, tienen
mayor supervivencia que aquellos que no realizan ningun tipo de ejercicio (p=0.006),
tal y como también comentan otros autores (234,235). Esto indica de nuevo que
aquellos individuos que mantienen un estilo de vida saludable aumentan las
posibilidades de supervivencia en esta enfermedad. Por lo tanto, habra que llevar a cabo
programas dirigidos a incrementar estas actividades como por ejemplo realizar ejercicio,
aunque sea de forma aislada en aquellas personas que por sus caracteristicas no toleren

el ejercicio habitual.
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Gréfico 29. Supervivencia en funcion de los niveles de ejercicio

Al analizar las enfermedades intercurrentes hemos visto que aquellos enfermos
que padecen alguna enfermedad del SNC tienen menor supervivencia (p<0.001). Esto
puede indicar que la causa sea la comorbilidad, por lo que puede estar actuando como

factor de confusion a la hora de analizar la supervivencia en otras variables.

Hemos visto que los individuos que padecen aterosclerosis presentan una menor
supervivencia (p=0.016). Igual que en el caso anterior puede existir un factor de
comorbilidad que predisponga a una menor supervivencia. En relacion a esto ultimo
existen evidencias que indican como puede existir un mayor riesgo de padecer CRC en
individuos con aterosclerosis (236). En este estudio se muestra la asociacion existente
entre la inflamacién producida en esta enfermedad y la génesis del CRC. Nosotros
pensamos que tal vez el estrés oxidativo que se produce de forma generalizada en la
aterosclerosis induzca un mayor estrés oxidativo en la mucosa intestinal que lleve a la
aparicion de cambios displasicos y el subsiguiente cancer. Para confirmar esta hipétesis

harian falta nuevos estudios en la mucosa intestinal de sujetos con aterosclerosis.

171



Supervivencia acum

Supervivencia acum

Funciones de supervivencia

10 . EMF. SIST.

' S . NERWIOSO

wml-l HE A - | g
e _NO

0 8- —— Sl-censurado

' = NO-censurada
0,6
0,4
0,24
0,0

0 2L!ID 4|'.!ID EI'.I'ID 860 1 DII'.'ID
TIEMPO DE SUPERVIVENCIA (19/07/11)

Gréfico 30. Supervivencia en funcidn del padecimiento de enfermedades de sistema
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Otra enfermedad que puede estar influyendo en los datos de supervivencia es la
DM vya que aquellos pacientes que padecen esta dolencia obtienen menor supervivencia
en el estudio (p=0.034), algo que coincide con lo publicado por otros autores (237,238).
Otros estudios sefialan que la supervivencia en pacientes diabéticos con CRC es mayor
en los tratados con metformina (algo que no hemos considerado en nuestro estudio)
(239,240). Todos estos estudios sefialan que el descenso en la supervivencia es
independiente de otros factores, lo que sugiere un mecanismo conjunto entre DM y
CRC. En esta linea se ha comprobado en estudios anteriores que los individuos con DM
tienen un mayor riesgo de padecer CRC (241,242). EI mecanismo no esta claro pero
podria deberse a un aumento de los AGEs que se producen en la DM y cuyo Receptos
(RAGE) se ha implicado en la génesis de la ateroclerosis y la microangiopatia diabética.
Esta interacion AGE-RAGE induce el factor de crecimiento beta y se ha demostrado
que aumenta la migracién y el crecimiento de células del melanoma. Pues bien, este
estudio sefiala que este puede ser el mecanismo por el que en estos pacientes sea mas
facil desarrollar CRC. Hay que tener en cuenta que los AGE también son un metabolito
que se produce como consecuencia del estrés oxidativo por lo que podria ser que los
sujetos con un balance oxidativo mayor tuvieran mayor tendencia a desarrollar DM

(sobre todo de tipo 2) y a la vez CRC.
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En relacion a los individuos que padecen asma vemos como existe una
disminucion de la supervivencia (p<0.001), lo que contrasta con otros estudios que
indican la existencia de una relacion inversa entre la mortalidad y la historia de
enfermedades alérgicas (incluida el asma) (243). Nosotros pensamos en cambio que los
individuos con asma tienen un aumento del balance oxidativo (244) lo que podria
constituir un mecanismo comun para el asma y el CRC, al igual que ocurre en la DM o
en la aterosclerosis como previamente hemos comentado (245). No obstante serian
necesarios nuevos estudios para corroborar esta hipotesis, ya que existen trabajos que
opinan lo contrario (246).
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Grafico 33. Supervivencia en funcion de enfermedad asmética
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Adicionalmente, hemos comprobado que los individuos con una neoplasia
extracolonica previa al CRC tienen menor supervivencia (p=0.007) que los que tienen
una neoplasia de colon previa o los que tienen ausencia de neoplasias anteriores. Esto
podria indicar que estos individuos con neoplasias previas y que no constituyen una
metastasis a nivel intestinal tienen factores ya sea genéticos o de modo de vida que
faciliten la aparicion del cancer. Puede ser que estos factores conlleven un aumento del

estrés oxidativo que a su vez favorezca la aparicion de la enfermedad.
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Gréfico 34. Supervivencia en funcion de la existencia de neoplasia
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Como podemos comprobar la supervivencia es menor en los sujetos sometidos a
QT y/6 RT (p=0.034). Esto no quiere decir que el tratamiento coadyuvante reduzca la
supervivencia. Hay que tener en cuenta que los pacientes tratados con estas terapias
tienen en su mayor parte carcinomas no resecables y por lo tanto la comparacién no es
valida con el resto de pacientes del estudio. Es decir que el tratamiento coadyuvante
aumenta la supervivencia de estos pacientes frente a no recibir tratamiento. Pero, no
obstante, a pesar de recibir tratamiento coadyuvante la supervivencia sigue siendo
inferior a la de los pacientes con carcinomas resecables que no necesitan este

tratamiento tal y como comentan Hacker U. et al. (247).
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Grafico 35. Supervivencia en funcién de tratamiento adyuvante
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En la siguiente tabla se muestran los resultados de supervivencia de las variables

relacionadas con la alimentacion de los pacientes.

OBS <6,00 6,00-8,00 8,00-9,20 9,20-11,00 >11,00
Media de supervivencia 761,07 804,69 722,93
(IC 95%) (710,21- (715,94- 751,25 (641- | 602,14- 0,35
______________________ 81193) _____|89345) _____|86150) _____184374) ____| ...
Porcentaje de
supervivencia 95,20% 89,50% 91,7% 81,3% 100%
FRUTAS <187,54 | 187,54-272,22 272,22- 370,65- >460,68
_______________________________________________________ 37065 | 46068 | ____
Media de supervivencia | 792,10 718,18 736,58 792,045 786,75
(IC 95%) (748,43 (625,14- (622,70- (696,87- (732,18- 0,661
______________________ 83578) ____|81064) __ ___|85046) ____|88722) _ __|84133) _____
Porcentaje de
supervivencia 95,20% 85,70% 86,40% 90,90% 90,5%
VEGETALES <209,18 | 209,18-316,37 316,37- 402,94- >574,86
_______________________________________________________ 40294 | _S7486 | ____
Media de supervivencia 688,72 | 835,69 747,86 772,14 800,87
(IC 95%) (568,73- | (781,96- (652,10- (705,37- (732,32- 0.329
____________________________ 808,72) | 889,42) _____|84363) _____|83890) ____|86942) ______
Porcentaje de
supervivencia 81,00% 95,20% 86,4% 95,5% 90,5%
ALCOHOL <0,00 0,00-0,03 0,03-7,31 7,31-22,79 >22,79
Media de supervivencia 761,728 732,71 788,13 735,51
(IC 95%) (652,89- (637,42- (722,04- (637,41- 0.510
______________________ 87056) _____|82801) __185422) | . ____|83360) _____
Porcentaje de
supervivencia 87,00% 90,50% 90,90% 100% 81,00%
CARNE ROJA <36,58 36,58-53,79 53,79-74,64 | 74,64-100,88 >100,88
Media de supervivencia 729,30 789,64 788,12 695,67
(IC 95%) (610,96- (691,37- (721,67- (587,16~ 0.370
______________________ 84765) | __.____._|88791) _____|85457) _____|80418) ______
Porcentaje de
supervivencia 85.00% 100% 90,90% 90,90% 81,0%
VISCERAS <0,00 0,00-0,00 0,00-0,90 0,90-7,33 >7,33
Media de supervivencia 840,52 736,76 792,97
(IC 95%) (808,36- (503,62- (752,48- 0.017
___________________________________ 87269) | . ________]7805) ____ 183347 ______
Porcentaje de
supervivencia 96,80% 81,50% 76,50%
CARNE ROJA <38,58 38,58-55,29 55,29-78,60 78,60-107,68 >107,68
MAS
VISCERAS Media de supervivencia 734,96 737,38 753,47 728,38
(IC 95%) (621,29- (630,96- (684,33- (634,70- 0.467
______________________ 84864) | ____________|84382) ___ _|822p1) ___ _|82206) _____
Porcentaje de
supervivencia 85,00% 100% 86,40% 90,90% 85,70%
CARNE <0,00 0,00-1,67 1,67-3,33 3,33-14,29 >14,29
PROCESADA | ___ e e
Media de supervivencia 712,58 773,05 803,86 738,94
(IC 95%) (602,90- (723,60- (765,08- (616,71- 0.148
______________________ 82226) _____|8225Y) | .. __._____.|84285)_ _____|86L16) ______
Porcentaje de
supervivencia 80,00% 93,30% 100% 96,80% 81,80%
PESCADO <21,98 21,98-34,61 34,61-52,70 | 52,70-102,86 >102,86
Media de supervivencia 706,81 759,97 790,47 776,96 782,30
(IC 95%) (593,30- (676,74- (693,26- (734,30- (704,55- 0.671
______________________ 82032) _____|84321) __ ___|887.67) _____|81962) _____|86005) ______
Porcentaje de
supervivencia 85,70% 87,00% 90,00% 91,30% 95,00%
E. GRASAS <89,90 89,90-102,74 102,74- 234,30- >359,60
_______________________________________________________ 23430 | 35960 | _____________
Media de supervivencia 724,85 564,70 752,09 829,28 786,87
(IC 95%) (628,86- (495,74- (674,37- (763,15- (728,29- 0.880
______________________ 82083) _____|63367) _____|82981) ___ 189542 ____|84544) ______
Porcentaje de
supervivencia 88,50% 88,20% 91,70% 95,00% 85,00%
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E. TOTAL <1370,75 1370,75- 1791,07- 2233,24- >2674,22
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 179107 | 223324 | 267422 |
Media de supervivencia 610,33 748,90 738,77 754,52
(IC 95%) (543,76- (660,37- (633,48- (667,89- 0.557
______________________ 67691) _____|83744) | _________.|84406) _____|84L16) ______
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 90,50% 100% 86,40% 81,00%
E. NO GRASAS <1242,90 1242,90- 1612,99- 1938,94- >2343,70
________________________________________ 161299 | 193894 | 234370 | ..
Media de supervivencia 609,07 748,90 834,23 740,54 754,52
(IC 95%) (541,40- (660,37- (777,31- (648,76- (667,89- 0.901
______________________ 676,73) _____|83744) _____|89L17) _____|183233) ____|84L16) ______
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 90,50% 95,50% 90,90% 81,00%
FIBRA TOTAL <19,50 19,50-23,85 23,85-29,09 29,09-37,04 >37,04
Media de supervivencia 802,86 777,10 753,84 745,91
(IC 95%) 749 (661,00- | (718,22- (720,07- (657,29- (651,79- 0.930
______________________ 837) _______|887,10) _____|83414) ____|85040) ____|84004) _____
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 90,90% 95,20% 86,40% 85,70%
GRASA TOTAL <44,11 44,11-61,94 61,94-86,21 | 86,21-113,10 >113,10
Media de supervivencia 687,74 774,61 771,40 792,74
(IC 95%) (550,28- (710,60- (683,62- (734,96~ 0.070
___________________________________ 825,19) _____|83862) _____|85919) ____|85051) ______
Porcentaje de
supervivencia 100% 76,20% 95,70% 90,50% 85,70%
AGP TOTAL <7,71 7,71-10,22 10,22-16,24 16,24-21,77 >21,77
Media de supervivencia 627,71 770,89 787,24 704,43 782,44
(IC 95%) (567,87- (671,24- (716,92- (609,39- (699,56- 0.753
______________________ 687,57) _____|870,54) _____|857.55) _____|79948) _____|86532) ______
Porcentaje de
supervivencia 95,20% 86,40% 95,20% 81,00% 90,90%
HIERRO <11,13 11,13-14,88 14,88-17,25 17,25-21,50 >21,50
TOTAL | .
Media de supervivencia 725,80 550,31 765,41 837,36
(IC 95%) (631,16~ (462,58- (659,77- (823,09- 0.109
______________________ 82043) | ___._________|63803) ____|87105 _____|85163) _____
Porcentaje de
supervivencia 87,00% 100% 80,00% 86,40% 95,20%
VC TOTAL <150,03 | 150,03-250,84 250,84- 336,14- >432,53
_______________________________________________________ 33614 | 43253 | .
Media de supervivencia 758,68 719,33 752,04 729,47
(IC 95%) (685,84- (608,10- (674,99- (617,59- 0.400
______________________ 83152) _____|83036) ____ | __._____.182910) _____|84L35) ______
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 58,70% 100% 90,90% 81,00%
B-CAROTENOS <2454,78 2454,78- 4171,72- 5508,95- >7359,09
TOTALES | . 4T | 5508,95 | 735909 | ...
Media de supervivencia 709,79 772,03 764,34 731,86
(IC 95%) (598,57- (704,45- (659,53- (643,41- 0.442
______________________ 82102) ____|83961) ____|86916) _ _ 182031) | ___
Porcentaje de
supervivencia 85,70% 90,50% 86,40% 86,40% 100%
V. E. TOTAL <4,01 4,01-5,27 5,27-7,70 7,70-10,71 >10,71
Media de supervivencia 689,42 821,25 742,97 768,24
(IC 95%) (576,93- (739,58- (655,61- (681,10- 0.271
______________________ 8019%) ____1802,92) | _________.183033) _____|85%448) ______
Porcentaje de
supervivencia 81,80% 95,00% 100% 86,40% 85,70%
V.D. TOTAL <1,68 1,68-4,83 4,83-6,27 6,27-10,17 >10,17
Media de supervivencia 768,22 712,92 739,43
(IC 95%) (675,26- (597,14~ (647,65- 831 (805,95- 786 (715,15- 0.228
______________________ 86117) ____|82869) __ ___|83121) ____|85605) _____|85685) ______
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 77,30% 90,50% 95,20% 95,50%
A. RICOS EN <11,34 11,34-35,71 35,71-44,29 44,29-75,43 >75,43
LUTEINA |
Media de supervivencia 731,12 730,39 758,12 755,95
(IC 95%) (611,62- (649,93- (667,27- (685,17- 0.228
______________________ 85061) ____|81084) ____|84898) _ _ 182673) | ... _______
Porcentaje de
supervivencia 81,00% 82,10% 93,80% 95,00% 100%
A. RIIOCS EN <32,86 32,86-48,21 48,21-65,43 | 65,43-102,24 >102,24
LICOPENO | ____ o e .
Media de supervivencia 771,86 835,63 739,51 742,90 752,09 0.733
(IC 95%) (698,90- (781,32- (647,37- (644,82- (658,56-
844,81) 889,95) 831,66) 840,98) 845,63)




Porcentaje de
supervivencia 95,20% 95,70% 85,70% 81,00% 90,50%

VA TOTAL <746,92 746,92- 1135,27- 1564.49- >2109,29
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 113527 | 156449 | 210929 | _____________
Media de supervivencia 748,68 825,33 783,98 771,13 735,40
(IC 95%) (660,15- (751,37- (712,55- (687,20- (635,28- 0.788
_______________________ 83718) _____1899,29) _____|8%541) ____|85445) _____|83%51) .
Porcentaje de
supervivencia 90,50% 95,20% 90,50% 88,90% 84.00%

Tabla 34.- Resultados de supervivencia de variables relacionadas con la alimentacion. Se muestran
quintiles, media de supervivencia con intervalo de confianza al 95% (entre paréntesis) y porcentaje de
supervivencia, excepto para los casos en los que la supervivencia es del 100%.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas de Kaplan Meier. Positiva si p<0.005

Como podemos observar solamente la ingesta de visceras se relaciona de forma
estadisticamente significativa con la supervivencia (p=0.017). En cualquier caso, hay
que tener en cuenta el escaso tiempo transcurrido el momento del analisis y el escaso de
numero de pacientes por grupo. También tenemos que considerar el hecho de que un
cuestionario de frecuencias alimentarias no es un método objetivo y que esta sujeto a
numerosas variables subjetivas del paciente tal y como comentan Goodman et al.
(26,89).
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Graéfico 36. Supervivencia en funcidn de la cantidad ingerida de
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En lo referente a la ingesta de visceras se puede observar que los pacientes que
ingieren mayor cantidad de visceras alcanzan una menor supervivencia de manera
estadisticamente significativa (p=0.017). Con respecto a este hecho tenemos que decir
que no hemos encontrado estudios previos referentes a la disminucion de la
supervivencia con la ingesta de visceras en la literatura cientifica, por lo que pudiera

constituir una medida importante en la prevencion del CRC en un futuro.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de supervivencia relacionados

con los polimorfismos de ApoD.

APOD1 C/C CIT TIT
Media de supervivencia 0473
(C95%) | 78386(74544-822,28) | 688,19 (591,60-78477) | '
Porcentaje de
supervivencia 89,10% 84,40% 100%

APOD3 AIA AIG G/G
Media de supervivencia 0.745
(1C98%) | 754,67(696,00-81334) | 762,88 (709,58-816,78) __| 767,74 (703,38-832,09) | ™
Porcentaje de
supervivencia 92,50% 86,70% 89,60%

Tabla 35.- Resultados de supervivencia ApoD. Se muestran medias de supervivencia con intervalo de
confianza al 95% (entre paréntesis) y porcentaje de supervivencia, excepto para los casos en los que la
supervivencia es del 100%.

p valor: Significacion estadistica mediante técnicas de Kaplan Meier. Positiva si p<0.005

Como podemos observar ninguno de estos polimorfismos se asocia con una
mayor supervivencia en nuestro estudio. Debemos comentar que no hay estudios
previos que indiquen lo contrario. No obstante hay que ser cautos y esperar a las

revisiones anuales de supervivencia.
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5.6.1 VALORACION GLOBAL DE LOS RESULTADOS REFERENTES A LOS
ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Como se ha comentado ampliamente en el apartado anterior, parecen existir
ciertas variables que condicionan la supervivencia en los enfermos con CRC incluidos
en nuestro estudio. Como hemos mencionado la mayoria de los resultados presentados
coinciden con estudios previos aunque en otras ocasiones hemos presentado resultados

novedosos como en el caso de la MPO.

Podemos decir que aquellos sujetos con estados oxidativos méas elevados tienen
una menor supervivencia, al igual que aquellos cuyos niveles de marcadores
inflamatorios permanecen elevados. Por ello pensamos que, tanto inflamacién como
oxidacion juegan un papel importante dentro de esta enfermedad. Lo mismo sucede con
los niveles de HDL ya que los individuos con niveles mas altos parecen tener una mayor
supervivencia. Los individuos que realizan ejercicio de forma habitual también parecen
vivir mas. Todo esto parece indicar que aquellos sujetos que mantienen un estilo de vida
saludable consiguen incrementar la supervivencia. Por ello es preciso realizar esfuerzos

en estos aspectos para conseguir incrementar la supervivencia.

Por otra parte, parece ser que determinadas enfermedades intercurrentes también
interfieren en la enfermedad disminuyendo la supervivencia. Estas enfermedades
pueden actuar como factores de confusion a la hora de valorar si la mortalidad es debida

al CRC o influyen también otras causas de comorbilidad.
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5.7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A la vista de los resultados obtenidos en un futuro podriamos seguir estudiando

esta enfermedad en las siguientes lineas de investigacion.

Seguir estudiando el comportamiento de los niveles de MPO en suero en el
contexto de esta enfermedad ya que este constituye el primer estudio a este respecto. En
este sentido tenemos previsto realizar estudios que nos permiten valorar la MPO como
un posible marcador tumoral. A estos efectos disefiaremos un estudio en el que
mediremos esta proteina en diferentes momentos dentro de los mimos individuos para
estudiar su comportamiento y valorar su utilidad como marcador de recidivas y de

eficacia de tratamientos.

Podriamos estudiar el efecto de suplementos antioxidantes en un grupo de
pacientes con polipos y seguir su evolucidn, comparandolo con un grupo en el que no se
administran. Lo mismo podriamos realizar con un tratamiento a base de estatinas ya que

parece que disminuye la oxidacién en el tumor.

Tenemos previsto realizar estudios de oxidacion en mucosa sana de pacientes
que acudan a realizarse una colonoscopia por otros motivos y resulte no tener hallazgos
patoldgicos, algo que no se ha realizado en ningun estudio previo y que nos daria una

idea de los niveles de oxidacion en un tejido intestinal sano.

Estudiar la oxidacion en la mucosa intestinal de pacientes afectados de
aterosclerosis, ya que, estudios previos ya comentados indican como la aterosclerosis
puede generar un estado hiperoxidativo que predisponga al cancer de colon. Lo mismo

se podria realizar con enfermos diabéticos.

En resumen, orientamos nuestras lineas futuras a estudiar como se encuentra la
oxidacion en la mucosa de pacientes sanos a efectos de CRC y de polipos intestinales,
pero con alguna patologia que podria resultar asociada al CRC. De esta manera,
podriamos orientar medidas preventivas dirigidas a estos grupos concretos de poblacion

para la prevencion del cancer de colon.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

6.1 CONSECUCION DE OBJETIVOS

6.1.1 OBJETIVO I

Como hemos podido comprobar los niveles de oxidacion aumentan de forma
global en cada estadio de la fase tumoral desde la aparicion de un polipo hasta el estadio
IV en relacién con la poblacion control, algo que se puede resumir en los resultados de
la variable OBSM1.

Segun los resultados obtenidos podemos afirmar que todos los individuos del
estudio, a excepcion de los controles, presentan niveles elevados de oxidacion. Estos
niveles elevados pueden ser identificados por los altos niveles de LDL oxidada con
respecto al control. Segun nuestros resultados, es posible que, estos individuos con altos
niveles de oxidacion en sangre tengan una probabilidad aumentada de padecer p6lipos.
Una vez que aparece el polipo es posible que una dieta baja en antioxidantes como los
B-carotenos provoque la aparicion de displasia en el pdlipo, ya que los niveles de este
antioxidante se encuentran marcadamente disminuidos en los enfermos con pdlipos
displasicos y siguientes estadios. Seguidamente, tal vez el abandono de una dieta
saludable y de un estilo de vida saludable unido a otros cofactores precipite la aparicion
del cancer. Lo que de momento podemos afirmar es que el estado pro-oxidante
permanece presente en los sujetos con polipos sin displasia, es decir, en el comienzo del
proceso tumoral. Estos sujetos ya han inclinado la balanza hacia la oxidacion y

posteriormente parece ser que la perpetuacion de este estado dara origen al CRC.

Este estado pro-oxidante esta bien definido por la elevacion de LDL ox desde la
fase de pdlipos y a continuacién también por el incremento progresivo de MPO. Los
antioxidantes que mejor definen el estado antioxidante a lo largo de todo el estudio son
los B-carotenos ya que no se ven modificados sus niveles en plasma como consecuencia
de la reaccion de fase aguda. Aunque tal vez lo que realmente defina mejor el estado de
oxidacion de los pacientes son las variables OBSM1 y OBSM2 ya que nos dan una

vision global del estado oxidativo de los pacientes a través de todo el estudio. Estas
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variables disminuyen progresivamente de forma significativa a medida que avanza el
estadio y se relacionan bien con otras variables que miden oxidacion como el TBARS

en tejido u OBS en el caso de la alimentacion.

Podemos decir que los niveles de HDL se correlacionan de forma positiva con
los niveles de antioxidantes de manera que esta lipoproteina, ademas de funcionar como
antioxidante natural, nos sirve como marcador de un estilo de vida saludable ya que
también estd aumentada en aquellos individuos que realizan ejercicio de forma habitual
0 aislada. La inflamacion, medida mediante los valores de PCR, se corresponde bien
con los parametros pro-oxidantes y se correlaciona de forma inversa con los
antioxidantes por lo que comprobamos que oxidacién e inflamacién son fenémenos que

permanecen ligados.

No obstante, tenemos que decir que las enfermedades intercurrentes son mas
frecuentes en los grupos de pacientes con CRC y en estas enfermedades intercurrentes
habitualmente estan elevados los marcadores de oxidacion por lo que pudieran actuar

como factor de confusion.

Como hemos comentado a lo largo del estudio este es el primer trabajo en el que
se estudia la MPO en suero de pacientes con CRC. Los resultados muestran como la
MPO funciona como un buen marcador de oxidacion en esta enfermedad,
encontrandose elevada en los enfermos con CRC de forma progresiva. Ademas, los
niveles de MPO resultan independientes de la edad y el sexo por lo que pueden ser

debidos exclusivamente a la enfermedad.

6.1.2 OBJETIVO I

En el tejido de los pacientes con CRC hemos estudiado la oxidacion mediante

diferentes parametros.

En cuanto a los lipidos peroxidados en el tejido tumoral hemos obtenido un
aumento de sus niveles conforme avanza el estadio del tumor. Los valores en tejido

sano periadyacente a la lesion parecen ascender también en el estadio IV aunque no de
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forma significativa. Este aumento puede ser debido a la contaminacion de la zona
tumoral. De todas formas si comparamos el tejido tumoral con respecto del sano parece
que la peroxidacion lipidica esta aumentada en nuestro estudio. No obstante no hemos
podido resolver la controversia existente entre los diferentes autores que han estudiado
este evento ya que en algin caso la diferencia no era tan clara. Tal vez tenga algo que
ver el hecho de que los enfermos con Insuficiencia Renal tengan niveles mas elevados
de lipidos peroxidados o que los pacientes tratados con estatinas los tengan mas
disminuidos. También hay que mencionar que los pacientes con AF de cancer tienen
niveles mas elevados de lipidos peroxidados en tejido lo que podria ser consecuencia de
una predisposicion genética a una mayor oxidacion o podria ser consecuencia de
determinados héabitos de vida y alimentarios arraigados en una misma familia. Otro
hecho que hemos comprobado es que los enfermos tratados con QT o RT tienen niveles
mas elevados de lipidos peroxidados en el tumor. En otros trabajos no se hace referencia
a estas cuatro circunstancias y tal vez estos autores tendrian que revisar estos aspectos
para poder aunar criterios. Resulta relevante que los pecientes que se encuentran en
tratamiento con estatinas tengan niveles menores de lipidos peroxidados que aquellos no
tratados. Este tratamiento podria constituir un elemento preventivo de la oxidacion en la
mucosa y por tanto de la aparicion del CRC o bien podria constituir un tratamiento

coadyuvante a la cirugia para evitar recidivas de la enfermedad.

Con respecto a la ApoD en tejido podemos decir que sus niveles disminuyen
conforme aumenta el estadio tumoral aunque no de forma estadisticamente significativa.
Esta proteina es un antioxidante que induce la apoptosis en las células dafiadas y parece
ser, segun estudios previos, que en las fases avanzadas del tumor su gen se encuentra
metilado y no se expresa en cantidad suficiente y el tumor es capaz de evadir este
mecanismo protector. Sin tener en cuenta el estadio tumoral ApoD se correlaciona
inversamente con OBSM1 y OBSM2 por lo que parece gque Se expresa cuanto mayor es

la oxidacion en suero, lo que demuestra su papel protector.
En conjunto parece ser que la oxidacion en el tejido de los pacientes parece

aumentar al hacerlo el estadio tumoral y parece tener una buena correlacion con los

niveles de oxidacion en sangre.
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6.1.3 OBJETIVO IlI

Dentro del estudio del estilo de vida de los pacientes parece ser que el ejercicio
juega un papel fundamental manteniendo unos niveles de oxidacién méas bajos que los
sujetos sedentarios. De todas maneras no hay consenso en la comunidad cientifica sobre
el mecanismo, o si bien el ejercicio es un mero marcador de un estilo de vida saludable
mas amplio que incluya méas habitos. Nosotros apoyamos esta Ultima afirmacion ya que
hemos encontrado una buena correlacion entre ejercicio, antioxidantes ingeridos y
niveles de antioxidacién en plasma. Los sujetos sedentarios por el contrario consumen

menos antioxidantes y tienen marcadores de oxidacion elevados en suero.

Con respecto a la alimentacion hemos podido constatar que los individuos
afectados de cancer consumen menos cantidad de alimentos, tal vez como causa de su
enfermedad. No obstante, podemos decir que los antioxidantes ingeridos tienen buena
correlacion con sus niveles en plasma excepto aquellos que disminuyen como
consecuencia de un proceso de fase aguda (vitamina A, vitamina E, licopeno y luteina).
Sin embargo, si guardan buena correlacion con la variable OBSM1 por lo que los
antioxidantes ingeridos se ven reflejados en plasma. Hay que considerar el hecho de que
las visceras son consumidas en mayor cantidad por los individuos fallecidos y también
por los tratados con QT 6 RT, por lo que podemos pensar que el consumo de este tipo
de alimentos conlleva tumores més agresivos. Eliminar este tipo de alimentacion podria

ser una buena medida preventiva para el CRC, aunque hacen falta mas estudios.

Parece ser que los individuos con enfermedades intercurrentes consumen una
dieta méas saludable y con menos grasas. Sin embargo, estos individuos no aumentan la
cantidad de alimentos antioxidantes, solo restringen los grasos. Tal vez una buena
medida preventiva seria inducir el aumento del consumo de alimentos ricos en

antioxidantes.

Tenemos que comentar que la variables OBS se correlaciona bien con las
variables creadas especificamente en este estudio OBSM1 y OBSM2, lo que indica una
buena correlacion entre las variables de oxidacion, ya sean estudiadas en un

cuestionario de frecuencias o en el plasma de los pacientes.
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6.1.4 OBJETIVO IV

Como ya hemos comentado en el capitulo de resultados no hemos obtenido
ninguna conclusion del andlisis de los polimorfismos de la APO D en relacion con el
CRC.

Solamente podemos comentar que aquellos sujetos con genotipo G/G para el
polimorfismo APOD 3 tienen niveles mas elevados de APOD en el tejido perilesional.
Esto podria indicar una mayor expresion de la proteina en estos individuos lo que podria

protegerles de los efectos nocivos de la oxidacion.

6.1.5 OBJETIVO V

En general, podemos considerar que aquellos individuos con niveles de
oxidacion mas elevados tienen una supervivencia menor. También tienen una
supervivencia menor aquellos individuos que realizan menos ejercicio. Esto indica que
un estilo de vida saludable con una alimentacion rica en antioxidantes aumenta la

supervivencia en esta enfermedad.

Aquellos sujetos que han sido sometidos a QT o RT tienen una supervivencia
menor, tal vez por tratarse de tumores mas agresivos. También tienen una supervivencia
menor aquellos pacientes con enfermedades intercurrentes, lo que podria interferir como

factor de confusién.

En definitiva podemos decir que un nivel elevado de antioxidantes en suero y un

estilo de vida saludable aumentan la supervivencia en CRC.
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6.2 CONSIDERACIONES RESPECTO A LOS OBJETIVOS

En resumen podemos extraer la conclusion de que tanto los enfermos con cancer
de colon como aquellos que padecen poélipos (potenciales candidatos a padecer CRC)
tienen niveles de oxidacién elevados. Ademas estos niveles son mas elevados cuanto
méas avanzados se encuentran en el proceso tumoral. Estos niveles elevados se
comprueban tanto por un aumento de las sustancias pro-oxidantes como por una
disminucion de las sustancias antioxidantes en suero. Asi mismo los enfermos con
cancer presentan unos niveles mas elevados de oxidacién en tejido cuanto mas avanzado

sea el estadio de la enfermedad.

También debemos decir que los procesos oxidativos se relacionan mejor con el
estadio de la AJCC que auna criterios clinicos e histolégicos que con la clasificacion
histoldgica pura de la diferenciacion tumoral.

En definitiva, todo nos hace pensar que existen determinados factores, ya sean
genéticos o ambientales que aumentan el estrés oxidativo que da lugar a polipos
intestinales. Si el sujeto consume menos antioxidantes (niveles menores en suero),
especialmente p-carotenos, los pdlipos se transformarian en displasicos y si a esto se une
un abandono de una dieta saludable y sedentarismo apareceria la degeneracion
carcinomatosa, en la que seguiria aumentando el estrés oxidativo, perpetuando de esta
manera el proceso. El estrés oxidativo produciria mutaciones en las células que
escaparian a los mecanismos de control y de defensa, tales como la APO D, propiciando

la diseminacion del tumor y la muerte del individuo.

Lo importante de este estudio es que destacamos que el proceso de oxidacion
comienza en la fase de poélipo y que los individuos con polipo displésicos tienen
menores niveles en sangre de antioxidantes lo que podria predisponer a un mayor estrés

oxidativo y por tanto a mayores mutaciones que pueden degenerar en cancer.
Si la secuencia fuera como la hemos descrito, podriamos beneficiarnos de

terapias preventivas en esta enfermedad. Serian recomendables suplementos

antioxidantes en los pacientes con pdlipos para prevenir la displasia y el cancer. Asi
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mismo seria recomendable una dieta con alimentos ricos en antioxidantes y una vida en

la que se realice ejercicio de forma habitual.
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6.3 CONCLUSIONES FINALES

1.- Los niveles globales de oxidacion en plasma aumentan progresivamente en
cada fase del proceso tumoral desde la aparicion de un polipo intestinal hasta el Gltimo
estadio de la enfermedad.

2.- Todos los individuos del estudio, excepto los controles, presentan niveles

elevados de LDL ox en plasma y por tanto niveles elevados de oxidacion.

3.- Los niveles de MPO en plasma aumentan de forma progresiva en el suero de
pacientes con CRC de forma independiente a la edad y al sexo funcionando como un

buen marcador de oxidacién para esta enfermedad.

4.- Los individuos con mayores niveles de oxidacion en plasma presentan una

menor supervivencia dentro de esta enfermedad.

5.- Los niveles de B-carotenos en plasma estdn marcadamente disminuidos en los
pacientes que presentan poélipos con displasia leve y permanecen asi en las fases

sucesivas de la enfermedad.

6.- Los niveles de oxidacion medidos mediante la determinacion de lipidos
peroxidados en el tejido de los pacientes con CRC se elevan a medida que se incrementa

el estadio de la enfermedad siendo especialmente elevados en el estadio IV.

7.- Los niveles de oxidacion en tejido son méas reducidos en aquellos pacientes

tratados con estatinas.

8.- Los niveles de oxidacién en tejido son mas elevados en aquellos pacientes
con antecedentes familiares de cancer colorrectal lo cual demuestra una susceptibilidad
genética a una mayor oxidacion 0 unos habitos alimenticios y de estilo de vida

arraigados en el seno de la misma familia 0 ambas posibilidades al mismo tiempo.
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9.- Los sujetos que realizan ejercicio consumen mayor cantidad de alimentos
ricos en antioxidantes, muestran niveles elevados de antioxidantes en plasma y

presentan menores niveles de oxidacion, al contrario que los sujetos sedentarios.

10.- Los individuos con un estilo de vida saludable presentan una mayor

supervivencia en el contexto de esta enfermedad.

11.- El consumo de visceras se ha visto aumentado de forma estadisticamente
significativa en los individuos fallecidos y en aquellos tratados con QT y/é RT por lo

que se relaciona con tumores mas agresivos.

12.- ApoD se expresa en tejido en mayor cantidad en los individuos con mayores

niveles de oxidacion en suero mostrando su carécter protector.

13.- Los individuos con genotipo G/G para el polimorfismo ApoD3

(RS1568565) expresan mayor cantidad de proteina en el tejido perilesional.
14.- Las variables modificadas OBSM1 y OBSM2, para medir niveles de

oxidacion en este estudio de forma objetiva, han funcionado de forma correcta y son

validas para ser utilizadas en otros trabajos.
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ANEXO |

I. LACTEOS
CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 | Leche entera 1 taza, 200cc
2 | Leche desnatada | 1 taza, 200cc
cenriquecido?
jcon qué?
3 | Leche 1 taza, 200cc
semidesnatada
4 | Leche 1 cucharada
condensada
5 | Nataocremade | % taza
leche
6 | Batidos de leche | 1 vaso 200cc
7| Yogur entero 1, 1259
cenriquecido?
¢con qué?
8 | Yogur desnatado | 1, 125g
cenriquecido?
jcon qué?
9 | Petit suisse 1, 100g
10 | Requeson o Y5 taza
cuajada
11 | Queso en 50g
porciones o
Cremoso
12 | Queso 50¢g
semicurado o
curado
(Manchego,
bola,
Emmental,..)
13 | Queso frescoo | 50¢g
blanco (burgos,
cabra,...)
14 | Natillas, flan, 1 taza, 200cc
pudin
15 | Helado 1 cucurucho
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1. HUEVOS, CARNES, PESCADOS

(Un plato o racién de 110g, excepto cuando se indique)

CANTIDAD

NUNCA

ANO

MES

SEMANA

DIA

Huevos de

gallina

1

Pollo o pavo con
piel

1 racion

Pollo o pavo con
piel

1 racion

Carne de ternera
0 vaca negra
(afiojo muy
magro,

espaldilla, filetes

de lomo, babilla,
falda, costillas
delanteras,
redondo,
solomillo,
paletilla)

1 racion

Carne de ternera
0 vaca grasa
(filetes de
pecho,
papada,...)

1 racion

Carne de cerdo
magra (lomo,
cuartos
trasero,...)

1 racion

Carne de cerdo
grasa (costilleja,
costillas
traseras,...)

1 racion

Carne de
cordero

1 racion

Conejo o liebre

1 racion

10

Higado (ternera,
cerdo, pollo)

1 racion

11

Otras visceras
(sesos, molleas,
corazon,...)

1 racion

12

Jamén serrano,
jamon cocido,
paletilla

509

13

Carnes
procesadas
(salchichon,
chorizo,
morcilla,

50g
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mortadela,
salchichas,...)

14 | Patés, foi-gras 25¢

15 | Hamburguesas 1 (509)

16 | Tocino, bacon 2 lonchas, 50g

17 | Pescado blanco: | 1 racion
mero, lenguado,
besugo, merluza,
pescadilla,...

18 | Pescado azul: 1 racién de
sardinas, atln, 130 g
bonito, caballa,
salmon,...

19 | Pescados 1 racion de
ahumados: 60g en seco
salmén,
trucha,...

20 | Pescados 1 racion de
salados: bacalao, | 60g en seco
salazones,...

21 | Ostras, almejas, | % docena
mejillones y
similares

22 | Calamaresy 1 racion de
plpo 200g

23 | Crustaceos, 4 05 piezas
gambas, (2009)
langostinos
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1. VEGETALES

(Un plato o racién de 250g, excepto cuando se indique)

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA

1 | Acelgas, 1 racion
espinacas

2 | Col, coles de 1 racion
Bruselas,
coliflor,
brdcoles, repollo

3 | Endivias, 1 racion
lechuga,
escarola

4 | Tomate crudo 1 (1509)

5 | Zanahoria, 1 racion
calabaza

6 | Judias verdes 1 racion

7 | Berenjenas, 1 racion
calabacines,
pepinos

8 | Pimientos, 1509
cebolla

9 | Remolacha, 1 racién
nabos

10 | Esparragos 1 racion

11 | Gazpacho 1 taza (200cc)
andaluz

12 | Patatas fritas 1 racion de

150g

13 | Patatas cocidas, | 1 racién de
asadas 1509

14 | Setas, niscalos, | 1 racién de
champifiones 90g
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IV. FRUTAS

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 | Naranja, 1 pieza
pomelo,  Kivi,
mandarina (2
piezas).
2 | Platano 1 pieza
3 | Manzanao pera | 1pieza
4 | Fresaso 6 unidades, 1
fresones plato de
postre
5 | Cerezas, picotas | 1 plato de
postre
6 | Melocoton, 1 pieza
albaricoque,
nectarina
7 | Pifa 2 rodajas
8 | Higos, brevas 1 pieza
9 | Sandia, meldn Una raja de
200g
10 | Uvas 1 racimo
11 | Aceitunas 10 unidades
12 | Fruta en almibar | 2 unidades
13 | Frutas 2 unidades
conservadas en
su jugo
14 | Almendras, 50g
nueces,
avellanas
15 | Cacahuetes, 50g
anacardos,
pistachos, pipas
de girasol
16 | Datiles, higos 150 g
Secos, uvas,

pasas, ciruelas,
pasas
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V. LEGUMBRES

(Un plato o racion de 60g en crudo)

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA

Lentejas 1 racion

Garbanzos 1 racion

Alubias (pintas, | 1 racion

blancas o

negras)

Guisantes 1 racion

Soja y derivados | 1 racién

(brotes, tofu,...)

220




VI. CEREALES

CANTIDAD NUNCA | ANO MES | SEMANA | DIA
Pan blanco 3 rebanadas

(609)
Pan integral 3 rebanadas

(609)

Pan blanco de
molde
cenriquecido?
(con qué?

3 rebanadas
(60g)

Pan integral de
molde
cenriquecido?

3 rebanadas
(609)

¢con qué?

Cereales de 30g en seco

desayuno

Arroz blanco 60g en seco

Pasta: espagueti, | 60g en seco

macarrones,

fideos,...

;con huevo?

Pizza 1 racién de
200g

Maiz cocido y
desgranado
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VII. GRASAS Y ACEITES

(Una cucharada)

CANTIDAD

NUNCA

ANO

MES

SEMANA

DIA

Aceite de oliva

1 cucharada

Aceite de girasol
cenriquecida con
vitamina E?

1 cucharada

Aceite de maiz

1 cucharada

Aceite de soja

1 cucharada

Mezcla de los 1 cucharada
anteriores
Margarina 1 cucharada

¢Recuerda la
marca?;Flora,
Flora Pro-activ,
Artla,

Tulipén,...?
Mantequilla 1 cucharada
Manteca 1 cucharada
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VIII. DULCES Y PASTELES

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 | Galletas tipo | 4 a 6 unidades
Maria (509)
2 | Galletas de 4 unidades
chocolate (509)
3 | Croissant, 1 (509)
ensaimada,
donuts
4 | Magdalenas 1 a 2 unidades
(509)
5 | Pasteles 1 (509)
6 | Churros, porras | 1 racion de
y similares 1009
7 | Chocolate, 30g
bombones
8 | Chocolate en 1 cucharada
polvo
9 | Chocolatinas y
bollos con
chocolate
10 | Turrén 1/8 de barra,
409
11 | Pastas, mazapan, | 1 racion de
mantecados 90g
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IX. BEBIDAS

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 |Vino blanco, | 1vaso de
tinto, rosado 100cc
2 | Vino dulce 1 copa de
50cc
3 | Cerveza 1 jarra de
330cc
4 | Licoreso 1 copa de
anisetes 50cc
5 | Destilados: 1 copa de
whisky, ginebra, | 50cc
conac,...
6 | Bebidas 1 botellin de
carbonatadas 200cc
bajas en calorias
7 | Bebidas 1 botellin de
carbonatadas 200cc
con azucar
8 | Zumo de naranja | 1 vaso de
natural 200cc
9 | Zumos naturales | 1 vaso de
de otras frutas 200cc
10 | Zumos de frutas | 1 vaso de
envasadas 200cc
11 | Horchata 1 vaso de
200cc
12 | Café 1 taza de 50cc
descafeinado
13 | Café 1 taza de 50cc
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X. PRECOCINADOS O PREELABORADOS

CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 | Croquetas 3 unidades
2 | Palitos de 3 unidades
merluza,
pescado
empanado
3 | Bufiuelos 3 unidades
4 | San Jacobo 1 unidad
5 | Sopasycremas | 1platoo
de sobre sobre
6 | Empanadillas 3 unidades
7 | Otros
(especificar)
X1. MISCELANEOQOS
CANTIDAD | NUNCA | ANO | MES | SEMANA | DIA
1 | Mostaza 1 cucharadita
de postre
2 | Mayonesa 1 cucharadita
de postre
3 | Salsa de tomate | % taza
4 | Picante
(pimientos,
tabasco,...)
5 | Sal Una pizca
6 | Mermeladas 1 cucharadita
7 | Azucar 1 cucharadita
8 | Miel 1 cucharadita
9 | Especias:
albahaca, clavo,
orégano,

tomillo, romero,
cebolla picada,
comino,
curry,...
cfrescooen
polvo?
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XI1. VITAMINAS

1. Durante el afio pasado ha tomado usted vitaminas 0 minerales

- Vitaminas:

- Minerales:

- Ambos:

2. Indique la marca de las vitaminas y/o minerales que ha tomado.

3. Indique durante cuanto tiempo ha tomado vitaminas y/o minerales y con qué
frecuencia.
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