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Presentacic’m de la Tesis

“Ciencia es aquello sobre lo cual siempre cabe discusiéon”
Ortega y Gasset

Esta Tesis Doctoral se presenta como un compendio de publicaciones bajo la normativa
de la Comisién de Doctorado del Departamento de Ciencias Experimentales y de la
Salud, de la UPF (Junio, 2001). De los 5 articulos que se presentan, 3 son trabajos
originales que se desprenden del proyecto EPIC (European Prospective investigation
into Cancer and Nutrition) y del EURGAST. En ellos se incluyen resultados en relacién
al consumo de carnes y nitrosaminas y su relacién con el cancer gastrico. El estudio
EPIC esta coordinado por la International Agency for Research on Cancer
(IARC,WHO) y se inici6 en el afo 1992 en 10 paises europeos con el objetivo de
analizar el efecto de varios factores ambientales, como la dieta, en el riesgo de cancer. En
el ano 2000 se inici6 el Estudio EURGAST (financiado por el 5° Programa Marco de la
UE) con el objetivo principal de analizar la contribucion de factores genéticos y
ambientales sobre el riesgo de cancer gastrico. De los otros dos articulos, uno presenta
una tabla de composicién de alimentos sobre sustancias cancerigenas desarrollada para
estimar los niveles de exposicion dietética en la poblacién, y el otro es un articulo de
revisiéon de la evidencia existente sobre exposiciéon a nitrosaminas y alimentos fuente de

las mismas y su relacion con el cancer gastrico.

Este trabajo fue realizado en el Servicio de Epidemiologia y Registro del Cancer del
Instituto Catalan de Oncologia .Mi participacién en el proyecto comenzo en el afio 2002

con una beca predoctoral concedida por Fundacién Privada ICO-IDIBELL.
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Resumen

Resumen

Antecedentes y objetivos

Los seres humanos estamos expuestos a las Nitrosaminas (NA) a través de la dieta, el
tabaco y otras fuentes ambientales, asi como por via endbgena, que puede representar
entre un 45 -75 % de la exposicion total. Estudios previos sefialan una relaciéon dosis
respuesta entre consumo de carnes rojas y NA enddgenas, que podria explicar la relacion
de las carnes con algunos tumores gastrointestinales. Hay evidencias sélidas de que varias
NA son cancerigenas en multiples especies animales, sin embargo su efecto sobre los
humanos no ha sido probado. Por otra parte, son pocos los estudios prospectivos y con
metodologia apropiada que evaluaron dicho efecto. La incidencia de cancer gastrico a
disminuido en los ultimos 30 afios, sin embargo es la cuarta causa de cancer y la segunda
en mortalidad por cancer a nivel mundial. Dada la relevancia del tumor y la plausibilidad
biolégica de su relacién con la exposicién a NA, nos plantemos por un lado evaluar la
evidencia disponible sobre la relacion entre NA y CG y por el otro analizar el efecto de
las NA (enddgenas y exdgenas) y sus alimentos fuente sobre el riesgo de cancer gastrico

en la poblaciéon Europea.

Metodologia

El estudio estuvo formado por 521.457 individuos provenientes del estudio EPIC
(European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) provenientes de 23
centros de 10 paises europeos. Los individuos fueron reclutados durante 1992-1994 de
los cuales se obtuvo informaciéon detallada sobre dieta y otras variables
sociodemograficas mediante cuestionarios administrados por entrevistadoras. En una

sub-muestra de casos y controles, se analizaron anticuerpos anti-helicobacter pylori ( Hp) y




Resumen

vitamina C plasmatica constituyendo asi un  caso-control anidado dentro de la cohorte.
Fueron identificados mediante registros de cancer y hospitalarios 330 casos incidentes de
adenocarcinoma gastrico luego de 6.6 anos de seguimiento. Para evaluar los niveles de
exposicion a NDMA (' Nitrosodimetilamina) , la principal NA de la dieta fue elaborada
una tabla de composicién de sustancias potencialmente cancerigenas. Con el objetivo de
predecir los niveles de formaciéon endégena fue creado un indice (ENOC) que estuvo

basado en datos publicados previamente.

Resultados

La evidencia proveniente de los estudios caso-control sefiala un efecto de NA vy
alimentos fuente de las mismas, sin embargo la proveniente de estudios de cohorte es
escasa. No encontramos estudios que hayan evaluado la contribucién de las NA
endégenas. Los niveles de exposicion dietética a NA son relativamente bajos y
comparables con los reportados en la literatura. Las principales fuentes alimentarias
fueron embutidos, carnes procesadas y cerveza. Observamos un efecto significativo de
carne total, roja y procesada, restringida al CG distal. Dicho efecto fue mayor en los
individuos infectados con Hp. Cuando analizamos el efecto de la NDMA sobre el riesgo
de CG y segin localizacion tumoral, no encontramos ningin tipo de asociacion. Por el
contrario, el riesgo de CG en la region distal se incremento a medida que aumentan los
niveles de exposicion a NA endégenas. Como ocurrié con las carnes, el efecto fue mayor
en individuos infectados con Hp. Por otra parte, se observo una interaccion
estadisticamente significativa (p = 0.01) entre NA endogenas y vitamina C plasmatica (un
reconocido inhibidor de la formacién de NA). En los individuos con bajos niveles de

vitamina C plasmatica el efecto de las NA fue tres veces mayor.




Resumen

Conclusiones

Observamos un efecto de las carnes rojas y procesadas sobre el riesgo de CG en la region
distal, principalmente en individuos infectados con Hp. No se observé ningun efecto de
las NA exdgenas sobre el CG. Observamos un efecto de las NA enddgenas sobre el
riesgo de cancer en la regién distal del estémago, que fue mayor en individuos infectados
y con bajos niveles plasmaticos de vitamina C. Nuestros resultados sugieren una

interaccién entre estos tres factores en el proceso de carcinogénesis gastrica
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1. Cancer Gastrico

i.  Patologia, clinica y diagnéstico

La mayorfa de las lesiones malignas de estdémago son de origen epitelial y pueden ser
clasificadas como adenocarcinomas (90%) (Stadtlandler and Waterbor, 1999). Otros tipos
menos frecuentes son el linfoma (4%) y los leiosarcomas, mientras que el
rabdomiosarcoma, y los tumores carcinoides ocurren con muy baja frecuencia. A pesar
de la variedad de neoplasias que pueden afectar al estomago, hablaremos de cancer

gastrico (CG) para referirnos especificamente al adenocarcinoma gastrico.

Existen numerosas clasificaciones morfologicas del CG. La mas utilizada, por sus
implicaciones epidemiolégicas y clinicas es la que propuso Lauren en 1965 (Lauren,
1965). En dicha clasificacion se incluyen dos categorias: la intestinal y la difusa. El tipo
intestinal es glandular y produce lesiones que son frecuentemente ulcerativas. Es mas
frecuente en hombres y en personas mayores, es predominante en areas donde el CG es
epidémico, y  presenta generalmente un periodo precanceroso prolongado (Harrison,
2004 ). Este tipo de tumor representa un 70 % de los casos de GC en poblaciones de alto
riesgo (Henson et al, 2004). El tipo difuso esti caracterizado por nidos de células sin
estructura glandular, que desplazan lateralmente a las células sanas .Ocurre

principalmente en personas jovenes y tiene peor pronostico (Rodes y Guardia, 2004).

Desde un punto de vista anatomico, se utiliza la distinciéon de cardias (parte proximal) y
no cardias o distal para referirse al resto del estomago. Esta consideracién anatomica es
de interés, ya que como se comentara posteriormente estos tumores presentan
variaciones en incidencia que hacen pensar en etiologias diferentes. Si consideramos
datos de poblacién causcasica los tumores de cardias representan entre el 16-37%, con
tendencia creciente, mientras que el distal representan un 35 -47% con una tendencia
decreciente (Wu et al, 2006). Hay un porcentaje importante de los adenocarcinomas que

no se pueden clasificar en ningunos de estos subtipos.

Los sintomas del CG son muy variables, inespecificos y de aparicion tardia. Uno de los
principales problemas de esta neoplasia es el retraso del diagnéstico. Lo sintomas mas

comunes son dolor abdominal (50-55%), disfagia (12-38%) nauseas (16-26%) y pérdida
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de peso (40%) (Harrison, 2004). Cuando el tumor se ha diseminado, los signos clinicos
incluyen hepatomegalia, ictericia, ascitis y adenopatias supraclaviculares (ganglios de
Wirchow) (Rodes y Guardia, 2004). En aquellos pacientes en los que se sospecha un
tumor gastrico el examen fundamental es la endoscopia digestiva alta. Hasta el momento,

no existen marcadores moleculares de utilidad clinica para el screening o el diagnéstico

de CG.

ii. Tratamiento y prondstico

La cirugia es el unico método efectivo en el tratamiento primario del CG. Se ha
demostrado la eficacia de la quimioterapia para prolongar la supervivencia en el CG,
sobre todo cuando la enfermedad esta limitada al abdomen y el paciente tiene sintomas
minimos ( Harrison ,2004). Algunos estudios sugieren que el adenocarcinoma gastrico es
una neoplasia radiosensible. El factor limitante de este tratamiento es la baja tolerancia
del estémago y los o6rganos vecinos. En la actualidad, los esfuerzos se dirigen al
tratamiento multidisciplinario de estas neoplasias con la combinacién de cirugfa,

radioterapia y quimioterapia (Rodes y Guardia, 2005).

El pronéstico a largo plazo de los pacientes con CG es relativamente malo. A pesar de
mejoras en el manejo pre y post operatorios las tasas de supervivencia son bastante bajas
(Rodes y Guardia ,2004). La tasa global de supervivencia a 5 afios en Europa es del 21 %.
Sin embargo, se observan grandes diferencias entre los paises. Pafses como Austria
Alemania, Espafia, Francia e Italia tienen las tasas mas altas (27-30%), mientras que UK,
Escocia y Dinamarca las mas bajas (12-15 %) (Faivre et al, 1998). Los datos de
supervivencia a 5 afios en poblacién americana muestran cierta similitud con las tasas

Europeas (19.4 %) (Gatta et al, 2000).
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iii.  Incidencia y Mortalidad

Las tasas mundiales de incidencia de CG varfan entre 4-15 veces (Figura 1). Las zonas de
mas alta riesgo son Japén, China, Europa del este, Portugal vy algunos paises de
Latinoamérica como Colombia y Chile. Por el contrario, la incidencia mas baja se
observa en paises como USA, India, Filipinas, la mayorfa de los pafses de Europa
occidental, Africa y Australia. Las tasas muestran patrones similares entre hombres y
mujeres, pero estas ultimas son un 50% menores (Plumier et al, 2004).Casi el 60 % de los
casos de CG se producen en pafses en vias de desarrollo (Stewart and Kleihues, 2003).
Dentro de Europa destacan por sus elevadas tasas Portugal y Finlandia y por su baja
incidencia Francia e Irlanda (Figura 2). Espafia tiene una incidencia intermedia con
respecto el resto de de los paises europeos con una tasa anual ajustada por edad de 15.7

por 100.000 habitantes (Globocan, 2002).

A pesar de las amplias variaciones mundiales descritas, los datos sobre tendencias
muestran similares patrones entre los paises (figura 3). El CG que continta
disminuyendo, pero atn asi es el cuarto mas frecuente en incidencia y la segunda causa de
muerte por cancer (Parkin, 2004). En el afio 2002 se estimaron mundialmente 876 000

casos nuevos. En ese mismo afio en Espafia se diagnosticaron 8207 casos (Globocan,

2002).

A pesar del marcado descenso global en la incidencia de CG, la evoluciéon de las tasas
para las localizaciones en cardias y distal son totalmente opuestas. La incidencia del
cancer de cardias se ha mantenido estable o en algunos casos ha crecido sostenidamente
(Botterwerck et al 2000) en Europa y Estados Unidos durante los ultimos 30 afos. Por el
contrario, la incidencia del CG de la porciéon distal ha declinado considerablemente en el
mismo periodo (Devesa et al, 1998; Parkin, 2004). Paralelamente se observé un
incremento en la incidencia de adenocarcinomas de eséfago, por lo que se piensa que

podrian compartir ciertos factores de riesgo con el cancer de cardias.

En cuanto a la mortalidad, las tendencias actuales muestran un significativo descenso de
las tasas en la mayorfa de los pafses de Europa occidental. Las mas bajas se encuentran en
Suecia con una tasa de mortalidad ajustada por edad (TMAE) de 6.21, mientras que las
mas elevadas se observan en Portugal (TMAE 25.42) (Levi, , 2004). Espafia se encuentra

en una posicién intermedia (TMAE 13.97). En el ano 2002, murieron aproximadamente




Introducciéon

por CG 647000 personas en todo el mundo. (Parkin, 2004).Durante los afios 90, la
disminucién en la mortalidad por CG fue el principal determinante de la disminucién en
mortalidad por cancer en los paises de la Unién Europea (Levi et al, 2002). Las razones
que podrian explicar este descenso global no son del todo claras, pero las evidencias
apuntan a un mejor patrén alimentario y al uso de la refrigeracion que ha permitido
reducir la utilizacién de la sal y el ahumado para conservar los alimentos, asi como el
control de la infecciéon por Hp y la reducciéon del habito tabaquico, sobretodo en

hombres ( Tredaniel et al, 1997).

Figura 1. Incidencia de cancer gastrico a nivel mundial
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Figura 2. Incidencia de cancer gastrico en Europa (Hombres, Globocan, 2002)
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Figura 3. Tendencias (Globocan , 2002)
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iv. Etiologia

- Proceso de carcinogénesis

El CG es el resultado de un largo proceso, en el que interactian diversos factores en
diferentes etapas. El proceso se inicia generalmente con una inflamacioén localizada en el
antro, producida por el Helicobacter pylori (Hp), que progresa a una gastritis cronica
atréfica multifocal en el cuerpo, seguida de metaplasia intestinal y displasia y finalmente el
carcinoma (Correa, 1992). Cuando la infeccién en el antro cursa con alta acidez, por alta
secrecion de acido clorhidrico, evolucionarfa a una gastritis cronica difusa antral con alto
riesgo de desarrollar luego una ulcera péptica duodenal, mientras que el camino a
carcinoma cursa con baja acidez y gran pérdida glandular de la mucosa epitelial (Figura 4)

(Correa, 1988;1992).

Algunos autores proponen una adaptacion del mismo hacia un modelo mas dinamico al
que denominan “modelo en espiral” (“spiral model”) (Standlander and Waterblood,
1999).Dicho modelo muestra como cada factor de riesgo puede comprimir el espiral,
mientras que la disminucién en la duracién y/o intensidad de la exposicion o la
interaccién con factores protectores puede enlentecer el proceso (Figura 5).Como se
observa en los dos modelos propuestos los factores dietéticos pueden actuar en todos los
pasos , pero sobretodo en el paso de gastritis atréfica a metaplasia intestinal. En
particular, las nitrosaminas (NA) podrian tener un importante rol a este nivel, y como
sera comentado posteriormente su formacién depende entre otras cosas del pH del

medio y de la interaccién con la vitamina C.

La susceptibilidad genética individual juega un importante papel en diferentes procesos
que son de importancia para el desarrollo del CG. Diferentes mutaciones pueden afectar
ciertos procesos relacionados con: 1) Proteccion de la mucosa frente a la infecciéon por
Hp y otros carcindgenos 2) Respuesta inflamatoria e inmunolégica: afectando el grado de
severidad y desarrollo de la infeccion por Hp, especialmente por la accidon de citoquinas
que reducen la producciéon de acido clorhidrico por parte de las células de la mucosa
gastrica 3) Metabolismo de carcinbégenos: activacion y detoxificaciéon de carcinégenos y
proteccion frente al estrés oxidativo 4)Reparacion del DNA frente a mutagénesis causada
por formacién de aductos con metabolitos reactivos de los carcinégenos 5)Proliferacion

celular ( Gonzalez et al, 2002).

10
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Figura 4.Modelo de carcinogénesis gastrica (Correa, 1988)
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Figura 5. Modelo de carcinogénesis propuesto por Standlander and Waterbor

(1999)
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- Factores de riesgo

Helicobacter pylori

El Hp es una bacteria gram negativa, microaerofilica, espiroidea, que coloniza
primariamente la mucosa gastrica. Fue descubierta en el ano 1982 por Warren y Marshall
(Warren and Marshall, 1983). La evidencia que relaciona la infeccién por Hp como causa
de CG en humanos fue considerada como suficiente' por la Internationl Agency for
Research on Cancer (IARC) en 1994. Un meta-analisis publicado en el afio 2001
(Helicobacter and Cancer Collaborative Group, 2001) encontré una OR para la
asociacion entre Hp y CG de 2.36 (IC 95 % 1.98-2.81). Cuando la asociaciéon fue
estudiada por localizaciéon tumoral se observé que la infeccién por Hp no esta asociada a
los tumores de cardias (OR 1.00 IC 0.7-1.4), mientras que para los tumores distales fue

de 2.97 (IC 95 % 2.34-3.77).

1 Suficiente: La evidencia de una relacién causal es definitiva 2 Probable: la evidencia es fuerte aunque no definitiva

3 Insuficiente: no hay evidencia suficiente para concluir (WCRF, 1997

12
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La prevalencia de infecciéon por Hp es de 76 % en paises subdesarrollados y 58 % en los
desarrollados (Parkin, 2004). Es una infeccion muy frecuente que se adquiere en las
primeras décadas de la vida y sin tratamiento especifico puede persistir de por vida
ocasionando inflamacién aguda y créonica del epitelio gastrico (Feldman , 2001). Datos en
poblacién espafiola describen una prevalencia del 50-55 % que se incrementa con la edad
(Rafols et al, 2000; Baena-Diez et al, 2002). El incremento de la prevalencia asociado a la
edad es principalmente debido a un “efecto cohorte” y no a una adquisicién tardia de la
infeccion. Su prevalencia es mayor en individuos con bajo nivel socioeconémico, y que

viven en malas condiciones sanitarias (Webb et al, 1994).

Los patrones de infecciéon presentan cierta similitud geografica con los de CG, ya que el
CG es mas frecuente en las zonas donde las tasas de infecciéon son mas altas. Una
excepcion es el caso de Africa (denominado “Enigma Africano”) donde la tasa de
infeccion es muy alta (> 75%), y los casos de CG son poco frecuentes (Holcombe, 1992).
En cualquier caso, no se conocen la razones pero solo el 1 % de los pacientes
infectados desarrollan el tumor (Parkin, 2004). Es probable que la infecciéon por Hp
produzca un ambiente propicio para el dafio de la mucosa y que dependa de la
interaccion con otros factores ambientales y/o genéticos que unas personas progresen a

CG y otras no.

Se ha postulado que el control de la infeccién por Hp previene la progresion de lesiones
preneoplasicas a carcinoma gastrico. Aunque algunos modelos experimentales muestran
resultados positivos de la erradicacién del Hp como medida preventiva para el CG
(Shimizu et al, 2000, Tatematsu et al, 2005), sin embargo su efecto beneficioso en
estudios epidemiolégicos es controvertido (Correa et al, 2000; Forbers et al ,1990).
Ademas, los resultados provenientes de un estudio randomizado realizado en un area de
alto riesgo de CG en China, han mostrado que el tratamiento erradicador no reduce en

forma significativa el riesgo de CG (Wong et al , 2004)

13
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Factores dietéticos y del estilo de vida

Vegetales y Frutas

En el afio 1997 la WCRF (World Cancer Research Foundation, 1997) sugirié que hay
evidencia suficiente ' de que la ingesta elevada de vegetales y frutas reducirfa el riesgo de
CG. Dos meta-analisis publicados posteriormente (Norat and Riboli, 2002; IARC, 2003)
muestran que el efecto es mas fuerte para frutas que vegetales. Un meta-analisis
publicado recientemente que solo incluyé estudios de cohorte encontré un efecto
protector significativo de frutas pero no de vegetales (Lunet et al, 2005). Ninguno de los
estudios tuvo en cuenta el efecto de la infecciéon por Hp. En el mismo afo fueron
publicados los resultados del estudio EPIC en el cual se observé un efecto protector de
las frutas citricas para los tumores de cardias y de ciertos tipos de vegetales para los

tumores de tipo intestinal (Gonzalez et al, 2005).

Alcohol

Segtn el report de la WCRF es probable? que el consumo elevado de alcohol no este
asociado con el CG (WCRF, 1997). A pesar de que la evidencia sustenta que no habria
relacién con GC, varios estudios sugieren que el alcohol podria incrementar el riesgo de
cancer de cardias (Wu-Williams et al; 1990, Palli et al, 1992, Gonzaléz, 1994a). Por el

contrario, estudios mas recientes no encuentran ninguna asociaciéon (Lagergren, 2000;

Lindbland, 2005).

Tabaco

La relacién causal entre tabaco y CG ha sido controvertida en los dltimos 20 afios. En el
afio 2002 ha sido clasificado finalmente como cancerigeno para el estomago por la IARC
(IARC, 2002).El tabaco contiene cantidades importantes de nitrosaminas (NA), aminas
heterociclicas (AH) e hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP), entre otras muchas
sustancias, algunas de cuales han sido clasificadas por la IARC como cancerigenos para

el ser humano.

1 Suficiente: La evidencia de una relacién causal es definitiva 2 Probable: la evidencia es fuerte aunque no definitiva

3 Insuficiente: no hay evidencia suficiente para concluir (WCRF, 1997)
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Estudios recientes muestran que el riesgo de CG se incrementa con la intensidad y la
duracién del habito tabaquico y que los efectos son mas fuertes en cardias. Este estudio
concluye que el 20% de casos de GC en paises europeos participantes del EPIC
(European Prospective investigation into Cancer and Nutrition) podrian atribuirse al

tabaco (Gonzalez, 2003).

Alimentos salados / sal

Se considera probable® que el riesgo de CG se incremente con un consumo elevado de
alimentos conservados (salazén) y con la ingesta de sal. La ingesta de sal y alimentos
salados conlleva a la irritacion de la mucosa gastrica produciéndose un aumento de la
respuesta inflamatoria, aumento de la sintesis de ADN vy proliferaciéon celular (Charnley
and Tannenbaun, 1985; Ames and Gold, 1990). Estos cambios proliferativos podrian
acentuar el efecto de los cancerigenos de la dieta sobre la mucosa gastrica. Por otra parte,
se considera suficiente' la evidencia de que el uso de refrigeracién ha permitido reducir
el riesgo de CG por contribuir a la disminucién de la utilizacion de sal y métodos de
conservacion como el ahumado como medida para prolongar el consumo de ciertos

alimentos como la carnes y pescados ( van der Brant et al, 2003).

Carnes curadas y nitrosaminas

Segtin la WCRF es insuficiente’ la evidencia para considerar a las nitrosaminas (NA) o
alimentos fuente de las mismas como factores de riesgo para el desarrollo de CG. Sin
embargo, investigaciones en animales tienen resultados concluyentes por lo cual se
considera a estas sustancias como potentes carcinégenos en multiples especies animales
(Bogovski and Bogovski, 1981) .Como sera comentado en detalle en el apartado
siguiente, analizar la exposiciéon a dichas sustancias tiene bastantes dificultades y en
muchos casos los estudios realizados tienen importantes limitaciones que podtian tener

implicancia en la falta de efecto reportado.

1 Suficiente: La evidencia de una relacién causal es definitiva 2 Probable: la evidencia es fuerte aunque no definitiva 3

Insuficiente: no hay evidencia suficiente para concluir (WCRF, 1997)
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Carnes rojas

La evidencia de que la carne como tal, es decir, independientemente de su método de
coccién o conservacion, es un factor de riesgo para el CG fue considerada como
insuficente’. El concepto insuficiente se refiere a que son pocos los estudios que
evaluaron dicha asociacion, por lo que serfan necesarios mas estudios prospectivos para
obtener resultados concluyentes. Por otro lado, estudios posteriores sugieren que las
carnes rojas frescas podrian ser sustrato para la formaciéon endégena de NA (Bingham,
1990), y esto no estatia en relacion con ningin método de coccién y / o conservacion.
Estos estudios ponen de manifiesto la importancia de estudiar el efecto del consumo de

carnes sobre el desarrollo de cancet.

Susceptibilidad genética
La gran variabilidad en las tasas incidencia de CG a nivel mundial ha sido asociadas con
variante alélicas de diferentes genes (polimorfismos) que estan presentes en una parte

significativa de la poblacién normal.

Los factores de susceptibilidad genética involucrados en el proceso de carcinogénesis
gastrica incluyen polimorfismos de genes que codifican para proteinas de la mucosa
gastrica (mucinas y pépitidos “#refoil factor” (TFF)) esenciales para la proteccion del
epitelio, de genes relacionados con la respuesta inflamatoria (interleuquinas) y de genes
metabdlicos, entre otros. A partir del afilo 2000 su publicaron estudios sobre la influencia
de genes relacionados con respuesta inflamatoria y su interacciéon con el Hp. Aunque la
mayoria de los estudios hasta la fecha indicarfan una interaccién entre las variantes que
aumentan la produccion de interleuquinas y el Hp (E1 Omar 2000, Perez-Perez and Israel
2005), no hay suficientes estudios prospectivos que evalien si el efecto es diferente segiin

el tumor sea intestinal o difuso.

1 Suficiente: La evidencia de una relacién causal es definitiva 2 Probable: la evidencia es fuerte aunque no definitiva 3

Insuficiente: no hay evidencia suficiente para concluir (WCRF, 1997)
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En relacion a los polimorfismos de genes metabdlicos que intervienen en la
detoxificacién y / activacion de cancerigenos presentes principalmente en el tabaco (NA,
AH e HAP), hay algunos que podrian estar asociados el CG. Resultados provenientes del
EURGAST muestran una asociacion entre CYP1A1, CYP1A2, EPHX1 y GSTT1
(Agudo, datos no publicados), mientras que no se encontrd asociacion con CYP2EL,

GSTM1, NAT1, NAT2 (Agudo et al, 20006).
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2. Nitrosaminas

i.  Estructuray caracteristicas

Los Nitrosocompuestos (NOC) fueron identificados por primera vez en 1863 por
Geuther (Geuther, 1863), y en 1937 se describieron efectos téxicos en humanos
(Freund, 1937). En 1961, Ridd sefial6 que los NOC podrian formarse a partir de la
reaccion de un agente nitrosante con una amina o amida secundaria. Dependiendo si la
unioén se realiza con una amina o amida, estas sustancias pueden ser clasificadas como N-

Nitrosaminas (NA) o N-nitrosamidas (Ridd, 1961).

Dado que las nitrosaminas son las mas estudiadas y las que se encuentran mas
extensamente en los alimentos a partir de ahora nos centraremos en este grupo de
sustancias. Estas sustancias comparten una estructura general (Figura 0), aunque se han
identificado varios tipos de NA (Figura 7). De ellas algunas han sido clasificadas como
cancerigenas en experimentacion animal: la N-Nitrosodimetilamina (NDMA), la N-
Nitrosodietilamina (NDEA), y la N-Nitrosopiperidina (NPYR) y la Nitrosoetilamina
(NEMA).; mientras que la N-Nitrosoprolina (NPRO) no se considera con potencial
carcinogénico (IARC, 1994).

Figura 6. Estructura general de las nitrosaminas

R2-NH + NO =R2 N NO
Amina oxido Nitrosamina
Secundaria Nitrico
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Figura 7. Estructura quimica de las principales nitrosaminas
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El nivel de exposicion individual a las nitrosaminas depende de la dieta, el estilo de vida y

ocupacion de un individuo. La exposicién puede darse por via exdégena, a través de la

ingesta de NA preformadas que estan presentes en los alimentos, el consumo de tabaco

y/o la exposicion laboral o por via endégena, donde las NA son sintetizadas en el

cuerpo a partir de precursores provenientes de la dieta (Figura 8).
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- Exposicion exoégena

Ocupacional

Se han descrito niveles elevados de NA en las industrias del cuero, el caucho y el metal
(Fajen et al, 1979; Spiegehalder and Preussman, 1983). Las materiales utilizados para su
vulcanizaciéon pueden desintegrarse liberando aminas secundarias que luego reaccionan
con agentes nitrosantes en el ambiente para formar NA (Spiegehlader and Preussman
1983). Numerosos estudios han demostrado un aumento de la incidencia de tumores de
vejiga en los trabajadores de dicha industria (Kogevinas, 1998). Sin embargo, si
analizamos la evidencia en relacién a CG, solo un estudio de cohortes de expuestos

ocupacionales observé un incremento del riesgo aunque no fue significativo (OR: 1.2 IC

95 % 0.5-2.5) (Straif, 2000).

Tabaco

Se han descrito mas de 4800 componentes quimicos en el tabaco (Hoffmann, 2001), 81
de los cuales han sido clasificados como cancerigenos para el ser humano (IARC, 1994).
El humo del tabaco contiene 6xidos de nitrégeno que pueden reaccionar con agentes
presentes en la nicotina y formar NA especificas del tabaco (4- (methlilnitrosamina)l- (3-
piridil)-1-butanona) (NNK) y la NNN (nitrosonornicotina). Un individuo que fuma un
promedio de 20 cigarrillos al dia estd expuesto a un rango de 16-86 ug/dia de NA
(Preussman, 1984). Las NA especificas del tabaco son potentes cancerigenos en roedores
y probablemente explicarian parte del efecto del tabaco en el cancer de pulmon, vejiga y

estomago (Hecht and Trushin, 1988; Preston-Martin, 1987).

Dieta

Estimaciones sobre exposicion muestran que el aporte de NA preformadas a través de la
dieta representa un 72 %, seguido de la exposiciéon ocupacional (25%), tabaco (2%) y
otras fuentes 1 %. Datos de poblaciéon americana muestran niveles de exposicion total a
NA en la poblacién general es de 1.10 mmol/ dia aproximadamente (US Assembly of
Sciences, 1981), aunque hay variaciones segun el pais y el perfodo considerado. Ademas

de ello, es importante sefialar que las variaciones en niveles pueden deberse también a
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diferencias en las metodologias utilizadas, debido principalmente a la ausencia de tablas
de composicion de sustancias potencialmente cancerigenas en los alimentos completas y

actualizadas

La presencia de NA en los alimentos se debe a diferentes procesos realizados para su
elaboracion. Los mas importantes son el curado, el ahumado, el deshidratado y la salazén
(Hotchkiss et al, 1989; Tricker and Preussman, 1991). Debido a ello, las principales
fuentes de estos compuestos son las carnes procesadas, los productos curados vy
ahumados y las bebidas a base de malta como la cerveza y en menor medida el whisky

( Walker , 1990). La ingesta de dichas sustancias se ha reducido en los dltimos afios
debido a modificaciones en las técnicas empleadas por la industria alimentaria. La
reduccion lograda es tan importante que se sefiala como una de las posibles causas de la

disminucién del CG en los paises desarrollados (Walker , 1990).

Figura 8. Fuentes de exposicion a las nitrosaminas
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Exposiciéon endégena
Mecanismos y sitios de formacion

Los primeros estudios que evaluaron la formacién endégena de NA fueron llevados a
cabo por Oshima en la década del 80 (Oshima, 1986). Estos estudios cuantifican la
presencia de NPRO, un tipo de NA, en orina. El compuesto elegido fue la NPRO
porque es una de las NA que se ha sido considerada sin potencial carcinogénico (IARC,
1994).El procedimiento consiste en administrar a un individuo por via oral nitrato y L-
prolina y luego evaluar sus niveles de excreciéon en orina en las 14 horas posteriores. A
través de estos estudios se observé que el nivel excretado era mayor al suministrado por
via oral sugiriendo que una parte importante de la NPRO eliminada por orina era

sintetizada en el cuerpo humano.

La formacién enddégena de las NA puede darse por diversos mecanismos bioldgicos
mediados por 4acidos, bacterias o  vias célulares (Mirvish, 1995) (Figura 9). Estas
reacciones pueden darse en diversos sitios del organismo, como el estomago, la vejiga

urinaria, y el intestino delgado y grueso (Hill, 1996).

Figura 9. Vias de formacién endégena
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El interés sobre el intestino como sitio de formacion de NA surgié cuando fueron
reportadas por primera vez en materia fecal (Wang et al, 1978). En el afio 1993
investigaciones realizadas por Pignatelli sugerfan que el sitio principal de formacién de
NA serfa el intestino y no es el estomago (Pignatelli et al, 1993). Los niveles de NA
medidos en jugo gastrico (1-1.5 nmol/g) son mucho menotes de los que se encuentran

en muestras de materia fecal (8.4 nmol /g). (Pignatelli et al, 1987).

Nitratos y Nitritos

La dieta ademas de aportarnos NA preformadas puede ser la via de entrada de nitratos y
nitritos que son sustratos para la formaciéon endégena de NA. Los vegetales aportan
aproximadamente el 80% de la ingesta diaria de nitratos, encontrandose la mayor
concentracion en la remolacha, el apio, el rabano, la acelga y la espinaca (Walter, 1990;
Cornee, 1992) aunque existe variabilidad dependiendo del tipo de fertilizantes usados en
su cultivo. El agua de consumo de pozo puede ser una fuente importante dependiendo
del contenido de nitratos en el suelo. En algunos paises se ha estimado que el 10% de la
ingesta de nitratos provenia del agua (Sugimura, 2000). El promedio estimado de ingesta
diaria de nitratos por persona en Francia fue de 120,9 mg/dia. Los nitritos tienen dos
fuentes principales: un 40% proviene de vegetales frescos o conservados, y el resto de la
carne curada y preservada y de los cereales (Cornee, 1992). Los nitritos tienen
propiedades bactericidas y el nitrito sédico se usa como conservante en la prevencion del
botulismo, especialmente durante el proceso de curado de la carne (Walters, 1992). En
Francia la ingesta promedio se ha estimado en 1,9 mg por persona y dia (Corneé, 1992).
Hasta el momento no hay estudios en Espafia que estimen el nivel de exposicion dietética

poblacional.

El nitrato (NOy)) es reducido a nitrito (NO,) por las bacterias de la saliva y también en el
estomago (Ralt and Tannenbaun, 1981). Aproximadamente un 25 % del nitrato ingerido
recircula en la saliva, y un 20 % del mismo es convertido en nitrito. Del nitrito que llega
al estémago, 20% proviene de los alimentos, mientras que el 80 % proviene de la
reduccion del nitrato en la saliva. La formacion de nitritos a partir de nitratos se realiza en
el estdbmago y se incrementa cuando aumenta el ph, lo que ocurre como consecuencia de
la infeccion crénica por Hp. Bajo circunstancias especificas, como la gastritis cronica, los
nitritos pueden oxidarse en el estomago a agentes nitrosantes (N203, N204) y

reaccionar con aminas secundarias para formar N-nitrosocompuestos. La formacion

23



Introducciéon

endégena representa entre un 45 % y un 75% de la exposicion total de NOC (Mirvish,

1991).

ATNC (Apparent total Nitrosocompounds)

Una de las técnicas utilizadas para la determinaciéon de NA enddgenas es la que identifica
ATNC. El término ATNC es usado cuando el método utilizado para determinar los
Nitrosocompuestos (NOC) en materia fecal detecta la presencia de un grupo nitroso
(Pignatelli, 1987). Si otros compuestos que contienen este grupo, como por ejemplo los

S-nitrosothioles , estan presentes en la muestra también pueden dar una respuesta

b

(13

positiva y debillo a ello se utiliza del término “ aparente”. Investigaciones posteriores
realizadas por el grupo de S. Bingham en Cambridge (Cross et al, 1998; Hughes et al
,2001; Bingham et al ,1996; Silvestre et al,1995 ), midieron estas sustancias en la materia
fecal de voluntarios a los cuales les administraron dietas con diferentes cantidades de
carne roja fresca. En todos los ensayos realizados observaron una clara correlacion entre
los niveles de ingesta de carne y los de ATNC medidos en pg/dia. Estos estudios
sugieren que el sustrato mas importante para la formaciéon endégena de NA serfan las
carnes. Estos estudios muestran una relaciéon dosis-respuesta entre el consumo de carnes
rojas y la formacién intestinal de NA. Otra consideracién importante es que cuando

administraron cantidades similares de carnes blancas (como el pollo o el pavo) o

alimentos proteicos de origen vegetal no encontraron esta asociacion.

La carne roja contiene hierro el cual es parte integral de la enzima nitrato reductasa.
Dicha enzima cataliza la transformacion de nitrato a nitrito y podria explicar dicho
efecto. Por otro lado, debido a la reacciéon del nitrito con la mioglobina o la hemoglobina
(carnes) se pueden formar N-Nitrosohemoglobina y N-Nitrosomioglobina (Bonnet et al,
1975). Ademas, el Oxido nitrico puede reaccionar directamente con la hemoglobina y la
mioglobina para formar NOC (Wade and Castro, 1990) (Figura 9). Los estudios
confirman que los niveles de NA endégenas son mucho mayores que los exdgenos, ya
que dietas con 600 g de carne proveen 13 pg de NA preformadas, mientras que los
niveles reportados fueron de 190 pg/dia (Silvester et al, 1995). Los individuos con alto
nivel de consumo de carnes tuvieron valores ATNC similares a los que estarfa expuesto

un individuo fumador a través de las NA especificas del tabaco (Bingham et al , 1996).
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iii.  Inhibidores de la formacién endégena

Las sustancias que tienen la capacidad de destruir agentes nitrosantes o reducitlos a
productos no reactivos pueden inhibir la formacién de NOC. Datos provenientes de
estudios que utilizan modelos con NPRO para evaluar la formaciéon endégena sefialan
como potentes inhibidores al acido ascérbico, el alfa tocoferol, y los polifenoles

(Ohshima and Barsth, 1981; Stich et al, 1984).

Acido ascorbico

El acido ascoérbico (AA) es una vitamina hidrosoluble y un potente agente reductor. El
AA es secretado dentro de jugo gastrico y tiene un importante rol previniendo la
nitrosaciéon. Esto lo hace por competencia con las aminas secundarias mediante la
acidificaciéon del nitrito. En esta reaccion el nitrito acidificado es reducido a ON (6xido
nitrico) y el AA es oxidado a acido dehidroascérbico. Existen dos mecanismos que
involucran al ON y al AA en la nitrosaciéon. El primero involucra la produccién de
concentraciones altas de ON en el la luz que provienen de la reaccién entre el nitrito de
la saliva y el AA del jugo gastrico. Este ON difunde dentro del epitelio y las células
formando especies nitrosantes las cuales pueden danar directamente el DNA (Wink et al ,
1999). El segundo mecanismo comprende la generacion de especies nitrosantes dentro
del lumen debido a la acidificaciéon del nitrito por una baja concentraciéon de AA. Estas
especies nitrosantes reaccionaran con compuestos nitrogenados para formar NOC. El
primer mecanismo es promovido por la presencia de AA, mientras que el segundo por su
ausencia. Todo depende de las condiciones del medio presentes en ese momento .Por
ello las modificaciones del Ph que se dan en los procesos inflamatorios pueden influir
para que un mecanismo prevalezca sobre el otro .Ambos mecanismos pueden operar en

el mismo sitio pero no simultaneamente (Suzuki, 2006)( Figura 10).

Hay evidencias que sugieren que la infecciéon por Hp reduce los niveles de AA en jugo
gastrico (Sobala et al, 1993; Rokaas et al, 1995). Datos provenientes de un estudio
realizado en UK muestran que los niveles de AA en individuos infectados fueron
significativamente mas bajos que en individuos normales (Zhang, 1998) Otro estudio
realizado en 06746 individuos americanos mostré una relacion inversa entre niveles
plasmaticos de vitamina C y seroprevalencia a Hp (Simon et al, 2003). Bajo esta premisa

podria especularse que los individuos infectados estén mas susceptibles de estar
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expuestos a las NA, por tener menores niveles circulante de AA, incrementando asi los

factores de riesgo presentes para desarrollar un tumor.

Figura 10. Reacciones quimicas entre el nitrito y el acido ascorbico
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iv.  Mecanismos de accidén, carcinogenicidad

La carcinogenicidad de los NOC ha sido evaluada en mas de 39 modelos animales. Los
resultados demostraron que estas sustancias producen tumores en varias especies y
organos

(Bogovski and Bogovski, 1981). Analisis posteriores demostraron que cerca del 85 %

de las NA parecen ser cancerigenas (Mirvish, 1995).

La propiedad quimica mas relevante de las NA es su capacidad mutagénica, ya que puede
convertir sustancias electrofilicas en agentes alquilantes. Dichas agentes tiene la capacidad
de reaccionar con el ADN alterando la configuracién de sus bases e iniciar el proceso de
carcinogénesis (Saffill et al, 1985). Las NA tiene la capacidad de reaccionar con el ADN
en diversos sitios, aunque el principal sitio de alquilacion es la posicion N-7 de la guanina.
Las primeras determinaciones de aductos de ADN en tejido humanos fueron las
provenientes de muestras de higado de una autopsia realizada por un caso fatal de

intoxicacion por NDMA (Herron and Shank, 1980). Las NA son estables a PH neutro y
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requieren activacion metabolica iz vivo para producir un efecto. Por lo tanto, pueden
producir tumores en variedad de organos, ain si estos estan alejados del sitio de
exposicion. Las enzimas del citocromo P450 son las responsables de la activacion
metabolica de las NA (Figura 11). Dicho proceso se produce por hidroxilaciéon del
atomo de carbono adyacente al grupo amino. Luego de activarse se forman
intermediarios que pueden descomponerse espontineamente  hasta dar agentes
alquilantes aptos para reaccionar con las zonas nucledfilas del ADN ( Margison adn

O’Connor, 1979)

Figura 11. Bioactivacion de las Nitrosaminas
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3. Nitrosaminas y cancer gastrico: evidencia epidemiolégica

Cerca del 90% de las NA han sido clasificadas como potentes carcinogénicos en
multiples 6rganos de mas de 40 especies animales (Bogovski and Bogovski, 1981, Walker
,1990; Tricker, 1991).Sin embargo, no hay evidencias suficientes para considerarlas

cancerigenas en el ser humano.

La International Agency for Research on Cancer (IARC) incluye a algunas de las NA
(NDMA, NDEA) dentro del grupo 2A, como probables cancerigenos (IARC ,1994). Es
importante recordar que, aunque la exposicion se ha reducido, estos compuestos son
cancerigenos ain a pequefias dosis, y que las NA son mas efectivas como cancerigenos
en animales cuando se aplican en dosis pequefias y repetidas en comparaciéon con una
dosis alta aislada (Walker, 1990). Otros tipos, como la NNN/ NNK (NA especificas del
tabaco), estan clasificadas como cancerigenos para el ser humano por la IARC (IARC,
1994). Sin embargo, como fue comentado anteriormente, el informe de la WCRF
(WCRF,1997) considera insuficiente la evidencia disponible para considerar a las NA

como factores de riesgo para el CG .

Una revision posterior publicada por Eicholzer y Gutzwiller en el afio 1998, hace
también referencia a la débil asociaciéon que sustenta la evidencia en cuanto al efecto de
los nitritos y NA sobre el CG (Eicholzer and Gutzwiller, 1998). El articulo hace hincapié
en varias limitaciones de estos estudios entre las que se incluyen: la falta de evidencia
provenientes de estudios de cohorte, la utilizaciéon de estimaciones de alimentos fuentes
como una aproximacion de los niveles de exposicion (en lugar de estimar la ingesta de

nitritos y NA) y la falta de informacién sobre exposicion endogena, entre otros.

Luego de esa revision se realizaron varios estudios caso-control y algunos de cohorte en
los que se evalud el riesgo de CG en relaciéon a exposiciéon a NA y alimentos fuentes de
las mismas. A pesar de que varios estudios caso-control (L.a vecchia et al, 1995; De
stefani et al, 1998; Pobel et al, 1995) sugieren una asociacion, el tnico estudio de cohortes
no encuentra ningun efecto (Knekt et al, 1999). Una de las principales limitaciones de
este estudio es su limitada potencia y reducido numero de {tems alimentarios que se
incluyen en su cuestionario. Los estudios que realizaron estimaciones indirectas a través
de alimentos fuente de las mismas como carnes procesadas, embutidos varfan

sustancialmente en el numero de {tems alimentarios que incluyen y las metodologias
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utilizadas. Los resultados como cabe esperar son bastante diversos, si bien varios de ellos
encuentra un efecto (van der brant et al, 2003; Ngoan et al, 2002; Boeing et al,1991;
Zhang et al,1997; Ward et al,1997).Si analizamos la evidencia sobre la ingesta de carnes
rojas sobre el riesgo de CG, los datos provenientes de los estudios caso-control
encuentran un efecto. Sin embargo es importante tener en cuenta que la carne puede ser
conjuntamente sustrato para la formaciéon endégena de NA, asi como fuente de otras
sustancias cancerigenas como aminas heterociclicas (AH) e hidrocaburos aromaticos
policiclicos (HAP).Solo uno ( Ito et al, 2003) de los tres estudios de cohorte publicados
encuentra un efecto (Ngoan et al, 1996 y 2002; Ito et al, 2003)

Por otro lado, hay también publicados estudios que evalian la relacién entre nitritos y
CG, por ser estos precursores de la formaciéon de NA. Como ocurre en los casos
anteriores los resultados no son concluyentes, aunque la mayoria de los estudios caso-
control sefalan un efecto (Buiatti et al 1985; Gonzalez et al, 1994b; L.a Vecchia et al,

1995; Mayne et al, 2001; Risch et al, 1985).

Valorar globalmente la evidencia disponible en relacién al efecto de las NA y sus
alimentos fuente sobre el riesgo de CG es muy dificultoso por la gran variabilidad
metodoldgica, la potencia de cada estudio, la falta de evaluacion de la contribucion de las
fuentes endégenas y la heterogeneidad de los items alimentarios incluidos en los métodos

de recogida de dieta

En resumen, la evidencia proveniente de estudios caso control parece ser consistente
aunque los resultados de estudios prospectivos son escasos. No encontramos ninguna
revision posterior a las realizadas en 1997 (WCRF, 997) y 1998 (Eicholzer, 1998) que
evalie en forma sistematica el efecto de las NA y sus alimentos fuente sobre el riesgo de

CG.
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Justificacion

A pesar de que la principal fuente de exposicion a NA en la poblacion general es la dieta,
los primeros estudios y evidencias solidas sobre sus efectos provienen de grupos de
poblaciéon muy seleccionados (individuos sometidos a exposicion laboral, personas que
viven préximas a una fuente potencial de contaminacién o aquellas que se han visto
implicadas en una emisién accidental), en las que se dan generalmente exposiciones muy

elevadas.

Por el contrario, existen muy pocos estudios epidemioldgicos sobre los potenciales
efectos de exposiciones cronicas como son las de origen dietético. Experimentos en
animales mostraron que exposiciones repetidas a bajas dosis son mds potentes que
exposiciones altas aplicadas menos veces (IARC, 2001). A pesar de que las evidencias
sobre los efectos de las NA en humanos no son concluyentes (WCRF, 1997) el interés
por definir el rol de las NA en la etiologfa de distintos tipos de tumores continua
presente. Basandose en las conclusiones obtenidas en estudios realizados en modelos
animales y experimentales, la hipotesis del efecto en humanos se sustenta en las
siguientes premisas: a) varios NOC son cancerigenos en multiples especies y 6rganos, b)
el dafo celular y molecular producido en tejidos animales y humanos es similar, ¢) los
humanos estan expuestos tanto exdégena como endogenamente a lo largo de su vida, d)
las exposiciones crénicas a bajas dosis tienen un efecto probado sobre el desarrollo de

ciertos tipos de tumores en animales y este podria ser extensible a los humanos( Duckrey,

1967).

Estimar la exposiciéon dietética a nitritos y NA es muy dificultoso debido a la
incertidumbre que hay con respecto a su contenido en alimentos y a las limitaciones
propias de estimar la dieta en la poblacion. En efecto, al no tratarse de componentes
propios de los alimentos o elementos con valor nutricional las tablas de composicion de
alimentos no incluyen valores sobre los mismos. Aun teniendo informacién sobre su
contenido en alimentos, las dificultades contintan presentes debido a que su contenido
no sélo esta ligado al alimento en si, sino a las circunstancias de su elaboracion;
caracteristicas de la dieta que a menudo no son recogidas en los instrumentos de
medicién de la dieta habitual. Asi, muchos de los estudios que proporcionan datos sobre
consumo o efectos de estos cancerigenos lo hacen solo basandose en alimentos fuente
de los mismos. Esta consideraciéon es importante si tenemos en cuenta que cuando se

evalia la exposicion no sélo influyen los alimentos que aportan una gran cantidad del
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compuesto, sino alimentos con bajos niveles que se consumen frecuentemente en la

poblacién que se desea estudiar.

Por otra parte, las primeras evidencias de que las NA endoégenas podrian tener relacion
con el CG fueron obtenidas de los trabajos realizados por Mirvish en el afio 1983.
Posteriormente su posible efecto en poblaciones humanas fue sugerido en estudios
ecoldgicos realizados con habitantes de zonas de alto riego en Japén , Polonia y Costa
Rica (Kamiyama et al, 1987; Zatonski et al, 1989, Sierra et al, 1991) .Sin embargo, hasta el

momento no hay evidencia de estudios prospectivos que confirmen esta hipotesis.

La WCRF concluye que a pesar de que la evidencia epidemiolégica es débil, los estudios
en laboratorio sustentan a la existencia procesos biolégicos plausibles que relacionan la
exposicion a NA con el riesgo de CG. Por lo tanto, el panel concluye que las NA

incrementarfan el riesgo de CG, aunque la evidencia disponible es hasta el momento

insuficiente (WCRF, 1997).

La incidencia global de CG contintia disminuyendo a nivel mundial, pero atn asi es la
segunda causa de muerte por cancer en los pafses desarrollados (Globocan, 2002) .Por
tanto, a pesar de que las evidencias disponibles son insuficientes debido en gran parte de
dificultades metodologicas, la relevancia de este tumor y la plausibilidad de la relacién
con las NA sustentan la necesidad de evaluar adecuadamente el rol de dichas sustancias

en el proceso de carcinogénesis gastrica.
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Objetivos

Objetivo general

Analizar el efecto de las Nitrosaminas (NA) sobre el riesgo de cancer gastrico (CG)

Obijetivos especificos

—_

. Sistematizar la evidencia disponible sobre NA y CG

2. Desarrollar una herramienta que permita estimar la exposicion de las NA de la
dieta

3. Estimar los niveles de exposicion dietética a NA en la poblacion

4. Predecir el nivel de exposicion a NA enddgenas

5. Analizar el riesgo de CG segun ingesta de las principales fuentes de NA (carnes y

carnes procesadas )

6. Evaluar el efecto de las NA endogenas y exdgenas en relacion a CG.
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Metodologia

1. Estudio EPIC (European Prospective Investigation into Cancer and

Nutrition)

Este estudio multicéntrico comenzo el reclutamiento en el afio 1992, y se desarrolla en
varios centros de 10 paises europeos: Grecia, Espana, Italia, Francia, Alemania, Holanda,
Reino Unido, Dinamarca, Suecia y Noruega (Figura 12). La cohorte esta formada por
153.451 hombres y 368.032 mujeres con edades comprendidas entre los 29 y 74 afios de
edad que provienen, habitualmente, de la poblacion general residente en un area
geografica determinada (una ciudad o una provincia), con algunas excepciones: la cohorte
francesa se formo a partir de afiliados a una mutualidad de trabajadores de la ensefianza
de las escuelas publicas, una parte de las cohortes espanolas e italianas incluyeron
miembros de las asociaciones locales de donantes de sangre, la cohorte de Utrech
(Holanda) se basé en las mujeres que participaron en un programa de cribado de cancer
de mama y finalmente, el estudio noruego del cancer (NOWAC), realizado
exclusivamente en mujeres, se asocié oficialmente al EPIC en el anio 2000. Con respecto
a la cohorte espafola esta formada por 41.446 individuos provenientes de 5 centros
espanoles (Murcia, Granada, San Sebastian, Murcia y Asturias) y coordinada desde el
Instituto Catalan de Oncologia en Barcelona. Las caracteristicas de este estudio han sido
previamente descritas en varias publicaciones (Bingham and Riboli, 2004; Gonzalez,

2004).

Todas las personas seleccionadas fueron invitadas, por carta, a participar en el estudio y

en todos los casos se obtuvo un consentimiento informado para participar en el mismo.

En el momento de la incorporacion al estudio fue recogida la siguiente informacion:

1. Habitos y factores generales relacionados con la salud. El cuestionario
incluyé preguntas sobre: educacién, estatus socioeconémico, trabajo actual,
ocupaciones actuales y pasadas en actividades industriales con posible
exposicién a cancerigenos, estado vital de padres o hermanos, historia de
enfermedades previas e intervenciones quirtrgicas, historia del habito de fumar
y consumo de bebidas alcohdlicas, actividad fisica, historia reproductiva,

maduracion sexual y contracepcion.
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2. La dieta habitual. Se adoptaron tres posibles métodos de medicién de la dieta:

» Cuestionarios dietéticos auto-administrados, con datos sobre 300-350 alimentos

por pais, que fue usado en 7 de los 10 paises.

P Historia de dieta mediante entrevistas, muy similates en contenido a los
anteriores e introducidos directamente en formato informatizado. Este método

se us6 en los cinco centros de Espafa y en Ragusa (Italia).

P Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos combinado con un

registro del consumo de una semana que se utilizé en los centros ingleses.

3. Medidas antropométricas. Para cada uno de los miembros de la cohorte se
midi6 peso, talla, y circunferencia de cintura y cadera segun técnica referida en el
protocolo. Finalmente, se calcul6 el Indice de Masa Corporal (IMC) como peso

(Kg)/talla 2 (m)

4. Muestras de sangre. Se obtuvieron 30 ml. de sangre mediante puncién venosa.
Las muestras se fraccionaron en alicuotas de 28 pajuelas de plastico: 12 de

plasma, 8 de suero, 4 de eritrocitos y 4 de células blancas para la obtencién de

ADN.

Validacion de las mediciones de dieta: se utiliz6 un Recuerdo de 24 horas para calibrar
los instrumentos de recogida de dieta, y este fue realizado en una sub-muestra de 369000
individuos de la cohorte. Los individuos provinieron de una muestra aleatoria de cada
centro participante del estudio. El recuerdote 24 horas fue realizado con un programa
computarizado (EPIC-SOFT) con la misma estructura y forma de utilizacion para cada
pais participante (Slimani et al, 2002). La informacién sobre alimentos y bebidas
consumidas en el dia anterior a la entrevista fue recogida y codificada por dietistas
entrenadas. Bl tamafio de las porciones fue estimado un libro que contenfa mas de 140

fotografias (van Kappel et al , 1994) y utilizando muestras de medidas casera.
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Seguimiento

La identificacion de los nuevos casos de cancer estuvo basada principalmente en el enlace
de bases de datos de la cohorte con los registros de cancer de base poblacional en siete
de los paises participantes (Dinamarca, Italia, Holanda, Espafa, Suecia, Noruega y el
Reino Unido). En los otros tres pafses (Francia, Alemania y Grecia) se basa en una
combinacién de métodos que incluye la revisiéon de datos de seguros médicos, registros
de anatomia patologica, asi como un seguimiento activo de los propios sujetos del
estudio o de sus parientes y conocidos. La fecha y causa de muerte se recoge a partir de
los registros nacionales de mortalidad. En Espana se hace a través de un convenio

especial firmado con el Instituto Nacional de Estadistica (INE).

Figura 12 .Centros participantes del estudio EPIC
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ii. Estudio EURGAST:

El Estudio EUR-GAST es un estudio con doble diseno: de cohorte para el analisis de
datos del cuestionario y caso-control anidado para el analisis de las determinaciones
realizadas en laboratorio; que se inicio en el ano 2000 y que fue financiado por el 5
Programa Marco de la Unién Europea. Dicho estudio esta coordinado por el grupo
EPIC en Barcelona y sus principales objetivos son analizar el efecto de factores

dietéticos y genéticos, la infecciéon por Hp entre otros factores en el desarrollo de CG.

La clasificacion de CG se hizo basandose en la 10° Revision de la clasificacion
internacional de enfermedades (ICD, WHO, 2002).La validaciéon y la confirmacién del
diagnostico y clasificacion de la localizacion tumoral y tipo histolégico fue llevada a cabo
por un panel de patdlogos que se formo con un representante de cada uno de los pafses
participantes del estudio. Cada caso incidente y con muestra sanguinea disponible fue
apareado por sexo , edad (+-2.5 anos), centro y fecha de la extraccion de sangre (+-45

dias) con 4 controles provenientes de la cohorte.

La cuantificacién de los anticuerpos anti helicobacter pylori fue realizado por ELISA, en
todos los casos y controles del Estudio EURGAST. Los titulos de anticuerpos se
expresaron como “enzime-linked inmunosorbent assay uunits (EU). Para clasificar a lo
individuos como positivos o negativos fue utilizado 100 EU como punto de corte Las
determinaciones fueron realizadas en un reconocido laboratorio de Florencia, centro

participante del EPIC.

Las muestras de plasma fueron almacenadas en tubos de citrato y congeladas a a-196 °
C en la IARC, Lyon. Se seleccionaron dos controles por cada caso y en este grupo de
casos y controles se midieron los niveles de vitamina C plasmatica en el laboratorio de la

Universidad de Cambridge utilizando fluorometria (Jenab et al, 2005).
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il.

1v.

Exposicion a NDMA y Nitritos: La estimacion de la exposicion de nitritos y
NDMA estuvo basada en los datos provenientes de la tabla de composicion de
alimentos que compilamos para tal fin y que forma parte de esta tesis .Dado que
la informacién disponible para NA tiene valores completos s6lo para NDMA
decidimos centrarnos en estas sustancias. Se asigno un valor de nitritos y NDMA
para cada uno de los alimentos incluidos en el cuestionario dietético,
seleccionando los alimentos que fueran susceptibles de tener nitritos o NA. Es
decir fueron descartados algunos grupos alimentarios, como dulces, por que no
tiene valores conocidos, ni reportados de los mismos. Cuando para un alimento
habfa varios valores posibles, la seleccion se hizo teniendo en cuenta el afio de la
determinacion y el pais de procedencia. En el caso de que hubiera varios valores

apropiados se asigno una media de los mismos.

Exposicion a NA endégenas: (ENOC): la estimacion de los niveles de
exposicion endogena fue realizada indirectamente a través de la creaciéon de un
indice de ENOC. Este indice fue creado utilizando los datos provenientes de
estudios previos realizados en voluntarios en los que se midié la formacién de
ATNC . Estos estudios fueron realizados en Cambridge bajo la direccion de la
Dra. Sheila Bingham (Cross et al, 2003; Hughes et al, 2001; Bingham et al, 1996;
Silvester et al ,1995). Ellos muestran una alta correlaciéon entre los niveles de
ATNC y la ingesta de carnes rojas, ( no con carnes blancas o proteinas vegetales),
sugiriendo que esta relacion podria deberse al contenido en hierro de las carnes
rojas. Por esto motivo, calculamos el nivel de hierro proveniente de estas dietas
suministradas a los voluntarios utilizando las tablas de composicion de alimentos
inglesas (Food Standard Agency, 2002). Los coeficientes de correlacion fueron
de 0.948 cuando utilizamos hierro de las carnes y 0.54 cuando utilizamos la
ingesta de carne roja. Por este motivo hemos decidido crear el indice a partir del
valor de hierro utilizando una regresion lineal que nos permitiera obtener una
ecuacion y luego aplicarla a los individuos del EPIC. Los niveles de cada
individuo de la cohorte fueron estimados usando al siguiente formula (ENOC =
40.52+18.92 * hierro de las carnes (mg/dia)). Dado que a partir de niveles de
ingesta de hierro mayores de 8.5 la relaciéon entre ATNC y hierro no fue lineal,
aplicamos un valor fijo de 201.41 que se obtuvo del mismo modelo (0.7 % de los

€asos).
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V. Analisis de datos

Se realizé6 una descriptiva de los niveles de nitritos y NDMA de la cohorte espafiola
estandarizando por sexo y edad de la poblacion entre 35 y 64 anos (INE, 2003). Las
diferencias entre las categorfas de diferentes variables de interés fueron evaluadas
mediante un analisis de la varianza ajustando por sexo, edad, ingesta calorica, centro e

IMC.

Para evaluar el efecto de las carnes rojas, procesadas y NA (exdgenas y endogenas) se
estimaron los riesgo relativos (RR) y sus intervalos de confianza (IC 95 %) usando un

modelo de regresion de COX de riesgos proporcionales.

Para analizar las interacciones entre los efectos de carnes con Hp y de NA enddgenas
con Hp y vitamina C plasmatica, se disefio el estudio caso control anidado. El calculo de
las odds-ratio (OR) fue realizado mediante un modelo de regresion logistica no condicional
ajustado por las variables de apareamiento. La significaciéon de las interacciones fue

evaluada utilizando el test de la razén de verosimilitudes (TRV).
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i. Presentacion de los resultados

A continuacion se presentan los 5 articulos que componen esta Tesis Doctoral cada uno

de ellos acompafiado de un breve resumen en castellano. La tabla 1 muestra los

diferentes objetivos especificos y las publicaciones que se desprenden de cada uno de

ellos.

Tabla 1. Publicaciones incluidas en el trabajo de Tesis

Obijetivo

Articulo

Evaluar la evidencia disponible sobre

nitrosaminas y riesgo de CG

Jakszyn and Gonzalez. Nitrosamines and
related food intake and gastric and oesophageal
cancer risk: a systematic review of the
epidemiological evidence. WJG, 2006 ,12 :
4296-303

Desarrollar una herramienta que permita

estimar la exposicion dietética a nitrosaminas

Jakszyn et al. Development of a food database
of nitrosamines, heterocyclic amines, and
polycyclic aromatic hydrocarbons. | Nutr. 2004,
134:2011-4

Estimar los niveles medios de exposicion

dietética en la poblacién

Jakszyn et al .Intake and food sources of
nitrites and N-Nitrosodimethlyamine in Spain.

Pub Health Nutr 2006 ( in press)

Analizar el riesgo de cancer gastrico segun

ingesta de carnes y carnes procesadas

Gonzilez, Jakszyn et al. Meat Intake and Risk
of Stomach and Esophageal Adenocarcinoma
Within the European Prospective Investigation
Into Cancer and Nutrition (EPIC). ] Natl Canc
Inst 2006 98; 645-54

Predecir el nivel de exposicién a nitrosaminas
enddgenas

Evaluar el efecto de las nitrosaminas
endégenas y exdgenas en relacién a cancer

gastrico.

Jakszyn et al. Endogenous versus exogenous
exposure to N-Nitroso compounds and gastric
cancer risk in the European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC-
EURGAST) study. Carcinogenesis
20006,27:1497-1501
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ii. Resumen Articulo 1

Jakszyn P and Gonzalez CA. Nitrosamines and related food intake and gastric and
oesophageal cancer risk: a systematic review of the epidemiological evidence. WJG, 20006,

12:4296:303

El efecto de las nitrosaminas (NA) sobre el riesgo de tumores gastroesofagicos es
controvertida. Con el objetivo de evaluar y sistematizar le evidencia disponible sobre la
relacién de las NA y alimentos fuente y el riesgo de CG se revisaron los articulos de
cohorte y caso control publicados en MEDLINE entre los afios 1985-2005 con
informacién sobre ingesta de nitritos, NA y sus fuentes alimentarias, en relacion al riesgo
de CG y de eséfago. Luego de eliminar algunos articulos duplicados o con informacién
poco fiable, fueron incluidos 50 estudios caso-control y 11 de cohorte. La evidencia del
efecto de los nitritos y NA proveniente de los estudios caso-control sugiere una
asociacion con CG. Una alta proporcion de estos estudios también sugieren que un alto
consumo de carnes rojas incrementaria el riesgo de CG. Con respecto a carnes
procesadas 12 de 16 estudios encuentran un riesgo para CG. La mayoria de los estudios
encuentran una asociaciéon positiva entre alimentos preservados y ahumados y CG.
Cuando evaluamos la evidencia proveniente de los estudios de cohortes, esta es escasa
(n=3 ) y no tan consistente como la que aportan los estudios caso-control. Son
necesarios mas estudios prospectivos para extraer conclusiones definitivas, que incluyan
un amplio nimero de casos, que utilicen métodos de recogida de dieta con una buena
evaluacion de la dieta habitual .Por otra parte, seria necesario que controlen por
potenciales variables confusoras y que evalien adecuadamente la exposiciéon endogena a

NA.
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Nitrosamine and related food intake and gastric and
oesophageal cancer risk: a systematic review of the
epidemiological evidence.

World J Gastroenterol. 2006 Jul 21;12(27):4296-303.



http://www.wjgnet.com/1007-9327/abstract_en.asp?v=12&f=4296
http://www.wjgnet.com/1007-9327/abstract_en.asp?v=12&f=4296
http://www.wjgnet.com/1007-9327/abstract_en.asp?v=12&f=4296
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iii. Resumen Articulo 2

Jakszyn P et al. Development of a food database of nitrosamines, heterocyclic amines,

and polycyclic aromatic hydrocarbons.] Nutr. 2004 Aug; 134(8):2011-4.

Algunas sustancias con potencial carcinogénico como las nitrosaminas (NA) se forman
durante los procesos de conservaciéon de los alimentos, mientras que las aminas
heterociclicas (AH) y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) lo hacen durante la
coccion. La mayoria de ellas han sido clasificadas por la IARC (Internacional Agency for
Research on Cancer) como probables o posibles cancerigenos en humanos. Uno de los
principales problemas para evaluar los niveles de exposicion dietética en la poblacion es
que como no son componentes naturales de los alimentos no estan incluidas en las tablas
de composicion nutricional. Nuestro objetivo fue crear un tabla de composicion de
alimentos con informacion sobre nitratos, nitritos, NA, HA e HAP. Para ello realizamos
una revision de los articulos con informacién sobre contenido de estas sustancias en los
alimentos en las bases de datos MEDLINE y EMBASE. De los articulos seleccionados
obtuvimos la siguiente informacién 1) Datos del alimento: nombre, método de coccion,
métodos de conservacion, grado de coccidn, temperatura y tiempo 2) Informacién del
compuesto analizado: tipo, cantidad, método analitico, método de muestreo 3)
Informacién de la publicacién: afio, autor, pais de procedencia. La tabla incluye 207
items alimentarios con informacién sobre nitratos, nitritos y NA, 297 con informacion
sobre HA y 313 sobre PAH. La base de datos estuvo basada en 139 publicaciones
provenientes de 23 paises. Fue organizada por compuesto y grupo alimentario para
hacer mas practica su utilizacion. Por otro lado, se incluyeron datos como el pais de
procedencia y el afio para permitir seleccionar los valores mas proximos a la realidad
especifica de cada estudio. Creemos que esta herramienta permitira mejorar la precision
de las estimaciones de exposicion a estas sustancias y as{ clarificar su rol en el desarrollo

del cancer.
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Amiano P, Gonzalez CA.

Development of a food database of nitrosamines,

heterocyclic amines, andpolycyclic aromatic hydrocarbons.
J Nutr. 2004 Aug;134(8):2011-4.



http://jn.nutrition.org/cgi/content/abstract/134/8/2011
http://jn.nutrition.org/cgi/content/abstract/134/8/2011
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iv.  Resumen Articulo 3
Jakszyn et al . Intake and food sources of nitrites and N-Nitrosodimethlyamine in Spain.

Pub Health Nutr 2006 (en prensa)

Debido al potencial efecto sobre la salud de las nitrosaminas (NA) y sus precursores (los
nitratos y nitritos), es necesaria una adecuada evaluacion de su exposicion en la poblacion
general. El estudio fue realizado utilizando la poblacion espafiola del EPIC (European
Prospective investigation into Cancer and Nutrition) .Se incluyeron 41.446 individuos
sanos, de entre 29-69 afios provenientes del Norte y el Sur de Espafia. La ingesta dietética
fue estimada mediante un versiéon computarizada de la historia dietética y administrada
por un entrevistador. Luego se aplico una tabla de composiciéon de sustancias
cancerigenas'. L.a media geométrica de ingesta fue de 0.994 mg/dfa y de 0.114 pg/dfa
para nitritos y N-Nitrosodimetylamina (NDMA) respectivamente .Para ambos
compuestos se observo un tendencia positiva con respecto a la ingesta caldrica. La
NDMA mostré relacion son edad y sexo ajustando por energia, mientras que los nitritos
mostraron relaciéon con vitamina C (p<0.001). Los grupos de alimentos que mas
contribuyeron a la de ingesta de NDMA fueron los productos carnicos, cereales,
vegetales y frutas para nitritos y carnes procesadas, cerveza, queso y pescado asado .Por
otra parte, los fumadores y ex - fumadores que estan expuestos a las NA a través del
humo del tabaco, mostraron niveles de ingesta de NDMA mayores, asi como menor
ingesta de vitamina C (‘un reconocido inhibidor de la formacién endégena de NA) Estos
resultados muestran que los niveles de exposiciéon en la poblacién espafiola estan en la
media del rango de los reportados en la literatura, aunque los fumadores y ex fumadores

han sido identificados como grupos de riesgo.

1 Jakszyn, | Nutr, 2004
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Resultados

V. Resumen Articulo 4

Gonzilez, Jakszyn et al. Meat Intake and Risk of Stomach and Oesophageal
Adenocarcinoma within the European Prospective Investigation Into Cancer and

Nutrition (EPIC). ] Natl Canc Inst 2006 98; 645-54

Los factores dietéticos tienen un importante rol en el proceso de carcinogénesis gastrica y
esofagica, aunque la evidencia proveniente de estudios de cohorte es escasa. En este
estudio examinamos el riesgo de cancer de estdbmago y eséfago asociado al consumo de
carnes dentro del estudio de cohortes EPIC (European Prospective Investigation Into
Cancer and Nutrition (EPIC). Un total de 521,457 hombres y mujeres de entre 35-70
afios provenientes de 10 paises europeos participantes del estudio fueron incluidos en el
analisis. La informacién dietética y sobre diferentes variables sociodemograficas fue
recogida al inicio del estudio. Fueron utilizados los datos de un sub-estudio de calibracion
para corregir las estimaciones debido a posibles errores de medida en la dieta. Dentro de
la cohorte se constituyé un caso-control anidado para examinar el papel de la infeccion
por Helicobacter pylori (Hp) (mediadas en plasma en 330 casos y 1000 controles)
asociado a la ingesta de carnes. Se diagnosticaron 330 adenocarcinomas gastricos y 65 de
esofago en 0.6 anos de seguimiento. El riesgo de CG distal estuvo estadisticamente
asociado con ingesta de carnes totales (RR = 3.52; 95% IC = 1.96 -6.34 para un
incremento del 100 g /dfa), carne roja (RR = 1.73; 95% IC = 1.03 - 2.88 para un
incremento de 50 g/dia), y carnes procesadas (RR = 2.45; 95% IC = 1.43-4.21 para un
incremento de 50 g /dia). La asociacién entre riesgo de CG distal y carnes fue mayor en
los individuos infectados (OR = 5.32; 95% CI = 2.10- 13.4). La ingesta de carnes, de
carnes rojas y de carnes procesadas estuvo asociada con un aumento del riesgo de cancer
distal, sobretodo en individuos infectados, pero no estuvo asociada con los tumores de

cardias.
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Resultados

vi.  Resumen Articulo 5.
Jakszyn et al. Endogenous versus exogenous exposure to N-Nitroso compounds and

gastric cancer risk in the European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition

(EPIC-EURGAST) study. Carcinogenesis 2006

Estudios previos sugieren una relacién dosis respuesta entre el consumo de carnes rojas y
la formacién enddgena de nitrosaminas (NA), posiblemente debida a su contenido en
hierro. En este estudio fue analizado el riesgo de CG en relacién a la exposicion a
nitrosaminas exdgenas provenientes de la dieta y a las NA enddgenas. La poblacion de
estudio fue el EPIC que incluyé a 521 457 individuos sanos y 314 casos incidentes de CG
que ocurrieron luego de 6.6 afos de seguimiento. Para estimar los niveles de exposicion
endégena fue creado un indice de formacién endégena (ENOC) correlacionando los
datos de contenido de hierro y niveles de NA endoégenas provenientes de estudios
previos. Los niveles de exposicion dietética a NA exdgenas fueron calculados aplicando
una tabla de composicién de alimentos'. Los niveles de vitamina C plasmatica y
anticuerpos contra Helicobacter Pylori (Hp) fueron medidos en una sub-muestra que
constituy6 un estudio caso-control anidado dentro de la cohorte. La exposicion a NDMA
fue de un 1 ug comparada con 93 pg para ENOC. No hubo asociacion entre NDMA y
GC (HR 1.00; 95 % CI 0.7-1.43). ENOC estuvo significativamente asociado con CG
distal (HR 1.42; 95 % CI 1.14-1.78 para un incremento de 40ug/d) pero no con cardias
(HR 0.96; 95 % CI 0.69-1.33).A pesar de que el nimero de casos sin infecciéon es bajo,
nuestros datos sugieren una posible interaccion entre ENOC y Hp (p =0.09). Por otro
lado, observamos una interaccion significativa entre vitamina C plasmatica y ENOC (p
< 0.01). Nuestros hallazgos ponen de manifiesto la importancia de cuantificar el efecto
de las NA enddégenas cuando evaluamos riesgo desarrollar un cancer. Dicho efecto
podria explicar los resultados reportados previamente sobre la relaciéon de la ingesta de

carnes rojas y procesadas y el riesgo de tumores gastricos.

Takszyn, ] Nutr, 2004
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i. Exposicion dietética

Niveles de exposicion

Los niveles de medios de ingesta de nitritos y NDMA en la poblacién del EPIC Espafia
fueron 0.994 mg/dia y 0.114 pg/dia para nitritos y NDMA respectivamente. Estos son
los primeros datos provenientes de un estudio prospectivo en poblacion espanola. Si
comparamos estos valores con los reportados en la literatura (Tabla 2) vemos que para
NDMA abarcan un rango de 0.08 a 0 .55 pg/dia A pesar de que los niveles de NDMA
son relativamente bajos, es importante considerar que un 10 % de la poblacién tiene un
media de 0.40 pgy que el 5 % tiene niveles 5 veces mayores que la media poblacional
(0.78 pg/dia). Por otra parte, otro factor que podrtia influenciar los valores reportados
son las modificaciones que hicieron las industrias alimentarias para disminuir el
contenido de nitratos y nitritos durante la década del 80. Esto provocéd importantes
disminuciones en los niveles de NA de los alimentos sobretodo en las carnes curadas y la
cerveza (Tricker and Preussman, 1991). Por ejemplo, el valor asignado a la cerveza fue
10 veces menor que el utilizado en estudios previos. Es de esperar, por lo tanto, que dado
que la cerveza tiene una importante contribucion a la exposicion, los niveles de NDMA
es nuestra poblacion sean menores que la mayoria de los estudios publicados en el

pasado.

Los niveles de ingesta de nitritos estimados en esta estudio (0.99 mg/dia) fueron
comparables a los reportados previamente en la literatura, que se encuentran en un

rango de 0.8 a 5.3 mg /dia. (Tabla 2)
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Tabla 2. Estudios epidemioldgicos sobre ingesta de nitritos y nitrosaminas

estudio poblacién método  N°items nitritos
(mg/dia)
Jakszyn Espafia 2006 cohorte 41446 DH 600 0,11 0,99
De stefani Uruguay 1998 case-control 361 Cases FFQ 28 0.18
Dich Finlandia 1996 health examination survey 100.054 DH 500 0.052 5.3
Wilkens USA 1996 case-control 195 cas./390 cont. DH 29 0.0192
Pobel Francia 1995 case-control 92 cas./128 cont. DH 0.55/0.33  1.96/1.94
La vecchia Italia 1995 case-control 746 individuals FFQ 29 0.18
Rogers USA 1995 case-control 960 cas/625 cont. FFQ 114 0.06-0.179  1.06-1.6
Corneé Francia 1992 INSEE survey na na na 0.257 1.88
Tricker Alemania 1991 Germany Nutritional Report na i 264 0.28
Ellen Holanda 1990 Household food comsuptiom NIPH 110 adults D.S na 0.10
Pentila Finlandia 1990 Finish population survey 1768 recall 48 hs. na 0.08 1.88
Osterdahl Suecia 1988 Swedish population survey na na 474 0.29
Yamamoto Japon 1984 Japan survey na na na 0.5
Stephany Holanda 1980 population survey na DS 201 0.38 4.2

DH: diet history FFQ: food frequency questionnaire DS: duplicate sampling na: not available

Fuentes alimentarias

Con respecto a las fuentes alimentarias de NDMA las principales fueron las carnes
procesadas (frankfurt, bacon, carnes curadas), la cerveza y el queso. Ademas
encontramos que el pescado asado estuvo entre los 10 principales alimentos
contribuyendo con el 10 % a la ingesta total. Este hallazgo es importante porque a pesar
de que el pescado asado no contiene grandes niveles de NDMA, su consumo en los

paises mediterraneos es muy alto.

Por otra parte, alimentos con alto contenido de NDMA como los ahumados o salados,
no fueron importantes fuentes en nuestra poblacién ya que son consumidos en una
proporcion muy baja (0.3% y 3% respectivamente). Los patrones de consumo en pafses
como Francia o Finlandia donde estos son consumidos por un muy alto porcentaje de la
poblacién muestran tendencias diferentes contribuyendo con un 22-25 % a la ingesta
total (Pobel et al, 1995; Dich et al, 1996). Japén reporté los valores mas altos dado su

alto consumo de pescados desecados y ahumados (Yamamoto et al, 1984).
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on respecto a los nitritos, los grupos que mas contribuyeron a la ingesta fueron las
C to a los nitritos, | tribuy la ingesta f 1

carnes procesadas, cereales, frutas y vegetales. Nuestros resultados muestran que las
principales fuentes alimentarias fueron similares a las reportadas en estudios provenientes

de otros paises

Factores relacionados

Para NDMA vy nitritos observamos una tendencia positiva con respecto a la ingesta
calérica. Esto es de esperar ya que los alimentos que tienen un alto contenido de estas
sustancias son ademas alimentos con alta densidad caldrica (kcal/g). La ingesta de
NDMA mostré también relacién con edad y sexo (ajustando por energia) Varios
estudios sugieren que los niveles de NDMA en hombres podrian ser hasta tres veces
mayores (Dich et al, 1996;Spiegehalder and Preussman, 1983; Wilkens et al,1996). Una
posible explicacion para las diferencias encontradas en este estudio es que los hombres
consumieron mayor cantidad de cerveza y embutidos, alimentos con alto contenido de
NDMA. En relacién a la edad, los niveles de exposicion a NDMA fueron menores a
medida que aumentaba la edad de los individuos. Esta tendencia negativa podria
atribuirse a que las personas jévenes consumen mas bebidas alcohélicas y embutidos que
las personas mayores. Por otra parte, ademas de su relaciéon con la ingesta calérica,

observamos una relacion entre nitritos y vitamina C (p< 0.001).

Cuando analizamos la relacion entre la ingesta de NDMA vy vitamina C estratificando por
categorias de fumador observamos que los fumadores y ex fumadores son los que tenfan
conjuntamente mayores niveles de ingesta de NDMA y menores niveles de vitamina C.
Estos niveles mas bajos de vitamina C exacerban la formacién enddgena ya que estos
individuos tienen mas sustrato disponible para la formaciéon endégena de NA.. Esto
podria explicarse en base a que los individuos fumadores tiene peores patrones
alimentarios, ya que consumen menos frutas y verduras y mds carnes procesadas y
alcohol (Agudo et al, 2004; Dallongville et al ,1998), constituyendo una poblacion

especial de riesgo.
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ii. Las carnes como factor de riesgo para el cancer gastrico

Este es el primer estudio que analiza la relacion de la ingesta de carnes y carnes
procesadas segun localizacién tumoral y analizando interacciones con Hp. Encontramos
una asociaciébn positiva entre carnes y carnes procesadas y CG distal, sobretodo
restringida a pacientes con Hp. No encontramos un efecto de ningtin tipo de carne
sobre el cancer de cardias. El hallazgo de que el Hp modifica la asociaciéon entre carnes y
CG distal, podria explicar el efecto diferencial de las carnes segun localizacién tumoral.
Un meta-analisis de los estudios prospectivos muestra que el efecto del Hp estarfa
focalizado en no cardias (Hp Collaborative group, 2003). Aunque los mecanismos que
podrian explicar la interrelacion entre Hp e ingesta de carnes no son del todo claros. Una
de las hipétesis propuestas es que el hierro, contenido en las carnes, es un factor esencial
para el crecimiento del Hp (Perez-perez and Israel, 2005). Es decir que el hierro podria

interactuar positivamente con las carnes aumentando el riesgo de CG.

Pocos estudios de cohortes exploraron la asociaciéon entre carnes y carnes procesadas y
riesgo de CG. Con respecto a carnes rojas, en tres estudios (Ito et al, 2003; Ngoan et al,
2002; Kneller et al, 1991) no se observé asociacion mientras que un estudio (Inou et al
,1996) observo una asociacion débil, aunque no esta fue estadisticamente significativa.
Con respecto a las carnes procesadas, los resultados son similares; algunos estudios
describen una asociacion (Ngoan et al, 2002; Van der Brant et al,2003) mientras que
otros no encuentran ningun efecto (Ito et al, 2003;Mc Cullough et al,2001; Galanis et

al,1998)

Varios mecanismos sustentan la hipétesis de que las carnes podrian incrementar el riesgo
de CG. En general se basan en las altas concentraciones de hierro, nitritos y NA, asf
como también de la presencia de aminas heterociclicas y hidrocarburos aromaticos
policiclicos que forman como consecuencia del uso de algunos métodos de coccién
como la barbacoa o la parrilla. De los diversos mecanismos plausibles parece tener
bastante peso el que sugiere que la ingesta de carnes podria contribuir a la formacion
endégena de NA (Bingham et al, 1996; Cross et al, 2003; Hughes, et al2001. Silvestre et
al, 1995). Estos resultados muestran una relacion dosis respuesta clara entre el consumo

de carnes rojas y la formacion de NA. Por el contrario, para otros tipos de carne como el
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pollo frito o a la brasa que contiene cantidades importantes de amina heterociclicas no

encontramos ningun efecto sobre el CG.

iii. Nitrosaminas como factor de riesgo para el cancer gastrico.

Los humanos estamos expuestos a las NA no solo a través de sustancias provenientes de
dieta, tabaco u ocupacién (exposiciéon exdgena) sino como consecuencia de procesos
que ocurren en el cuerpo (formaciéon endégena). A pesar de que estudios realizados por
Tricker en la década del 90 sugerirfan que la exposicion enddégena podria representar
hasta un 75 % del nivel total (Tricker, 1997), no han sido publicados hasta la fecha
estudios analiticos que evaluaran conjuntamente el efecto de ambas vias. Este es el
primer estudio prospectivo que reporta datos sobre exposicion enddgena y exégena en

una poblacién Europea y su relacion con el CG.

En nuestro estudio el nivel de exposicion a través de la dieta fue de 1 pg/dfa, mientras

que el de exposicién enddgena fue casi 100 veces supetior (93 pg/dfa). A pesar de estas
grandes diferencias, estos valores no son del todo comparables ya que la NDMA es un
solo tipo de NA y las mediciones de NA enddgenas abarcan un amplio nimero de
compuestos .A pesar de que la estimacion de las NA endoégenas incluya globalmente a
un mayor numero de compuestos, esta es suficientemente mayor que la exdégena como
para sustentar la hipotesis de que serfa la principal fuente de exposicion a NA en
humanos. Ademas, aunque incluye algunos compuestos como la NPRO, el 85 % de los

mismos han sido clasificados como cancerigenos.

Con respecto al efecto de la NDMA exo6gena sobre el riesgo de CG no encontramos
ninguna asociacion (RR 0.99 IC 95 %0.69-1.41) Tampoco encontramos diferencias en el
efecto de l]a NDMA cuando lo analizamos segin localizacion tumoral. Esto resultados
estan en concordancia con el trabajo de Knekt del afio 1999 (RR 0.71 IC 95 % 0.28-1.78).
Sin embargo un trabajo realizado en una cohorte Sueca y publicado recientemente
(Larsson, INt J Cancer, 20006) si encuentra un efecto de las NDMA sobre el riesgo de
CG.
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El efecto observado para las NA enddgenas se ve en los tumores distales. Esto es similar
a lo que habiamos encontrado con respecto a carnes, y podria deberse a la posible
interacciéon entre NA endégenas y Hp. Como fue comentado en el apartado anterior el
efecto del Hp se da en esta region del estomago (Helicobacter Cancer Collaborative
Group, 2003). Por otra parte, la infeccién por Hp incrementa la producciéon de oxido
nitrico (ON) a partir de los macréfagos en repuesta al crecimiento de las bacterias. Es
decir, que es de esperar que los niveles de ON que pueden ser sustrato para la formacioén

de NA estan aumentados durantes los procesos de inflamacion (Pignatelli et al, 1998).

Otro de las contribuciones importantes de este trabajo es la interaccién descrita entre
vitamina C plasmatica y NA enddgenas. La vitamina C puede ser un factor protector en
el procesos de carcinogénesis gastrica debido a diversos mecanismos: incrementando la
respuesta inmune celular, neutralizando radicales libres, reduciendo al formacion de NA,
inhibiendo la proliferacion celular y actuando sobre el crecimiento del Hp (Zhang et al,
2005). Ademas los procesos inflamatorios que se dan a consecuencia de la infecciéon por
Hp, no solo aumentan significativamente los requerimientos de Vitamina C, son también
reducen su secrecion dentro de lumen gastrico. El efecto de las NA fue mayor en los
individuos con bajos niveles plasmasticos de vitamina C. Es decir que un individuo que
consume cantidades elevadas de carne roja y a su vez tiene una dieta pobre en citricos
tendrfa un riesgo mayor de padecer un tumor gastrico. Dada la capacidad del Hp del
modular el efecto de la vitamina C (y vicerversa) analizamos el efecto de la vitamina C y
la interaccion estratificando por infecciéon por Hp. Lo que observamos es que en los
individuos positivos para Hp, el efecto se incrementaba. Esto sugiere un sinergismo de
ambos factores que lleva a modificar el efecto de las NA endogenas sobre el riesgo de

CG.
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iv. Limitaciones del estudio

A pesar de que el estudio EPIC es uno de los estudios de cohorte mas amplios a nivel
mundial con una poblacién de medio milléon de individuos la muestra no es siempre
representativa de la poblacién general de cada pais. Esto afectarfa sobretodo a las
estimaciones sobre niveles de ingesta de NA y nitritos que realizamos para la poblacion
espanola. Sin embargo, las caracteristicas de la ingesta de dicha poblacién se
corresponden con otras reportadas en encuestas alimentarias de base poblacional
(Aranceta, 1990; Mataix Verdud, 1999). Por otro lado, las estimaciones fueron ponderadas
por las caracteristicas de edad y sexo de la poblacién espafiola consiguiendo con ello que

las estimaciones sean mas representativas (INE, 2003).

Teniendo en cuenta los analisis que fueron realizados con respecto a CG, una limitacién
importante a considerar es el numero relativamente bajo de casos (330 para el analisis de
carnes y 314 para el de NA) que se han detectado en los 6.5 afios de seguimiento. Esto es
un problema sobretodo cuando se quieren hacer analisis por subgrupos de localizacion
tumoral o histolégica y para analizar posibles interacciones con otros factores. A pesar
de ello, los efectos encontrados son bastante consistentes y esperamos poder
confirmarlos a medida que aumente el tiempo de seguimiento y por ende la potencia del

estudio.

Para la estimacion de la exposicion a nitritos y NA de la dieta fueron utilizados valores
compilados de la literatura. Esto es una limitaciéon ya que no siempre estan disponibles
valores de todos los alimentos para los cuales necesitamos informacién y existe variacion
en los niveles reportados entre los diferentes paises. Para contrarrestar esta limitacion
seleccionamos los alimentos en funcién del pafs de procedencia, y afio en que fue
realizada la determinacion, entre otras variables. En los casos en que consideramos que
varios valores cumplian criterios para ser utilizados, construimos una media de los

mismos que luego fue aplicada al alimento respectivo.

Con respecto a las NA exogenas , en este estudio solo evaluamos los niveles de ingesta
en una de ellas que es la NDMA. La mayoria de los estudios publicados también evaluan
los niveles de esta sustancia permitiendo asf una adecuada comparaciéon. Por otro lado,

hay autores que sugieren que a pesar de que esta representa solo una parte de la
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exposicion dietética puede ser utilizada como marcador de la misma (Ministry of

Agricultre, 1992)

Otra limitacién importante son los errores de medida que tienen todos los métodos de
recogida de la dieta, que persisten aunque en menor medida en los estudios prospectivos.
El amplio rango de ingesta dietética que hay en el estudio, los cuestionarios validados y
especificamente diseflados para cada pafs, pueden reducir pero en ningin caso eliminar
los potenciales efectos de los errores de medida. Por otra parte, en el caso de los estudios
prospectivos, podriamos asumir que el error es no diferencial, ya que la informacion
sobre dieta habitual fue recogida al inicio del estudio (cuando todos lo individuos eran
sanos). En este caso el error tenderfa a diluir el efecto reportado nunca mostrando una

asociacion inexistente (Rothman and Greenland,1985)

La estimaciéon de la exposicion enddgena fue realizada usando el contenido de hierro
proveniente de las carnes. El efecto reportado de las carnes rojas sobre la formacion de
NA (Bingham et al, 1996) seria debido a su contenido en hierro heminico. La unica
fuente de hierro heminico de la dieta proviene de las carnes. Es por ello, y debido a que
no contabamos con la informaciéon sobre ingesta de este tipo de hierro, utilizamos la
ingesta de hierro proveniente de las carnes como medida aproximada. Ademas, dado que
la correlacion entre el valor de hierro proveniente de las carnes y los datos de NA
endégenas fue de 0.94 consideramos pertinente utilizar esta variable para construir el
indice. A pesar de que la estimacion se basa en una medida indirecta de la formacion
endogena, el alto coeficiente de correlacion entre hierro de las carnes y NA enddgenas
representa un buen indicador de la fiabilidad de la metodologia propuesta (Figura 13). A
pesar de ello, una mejor cuantificacion de los niveles de formacion endégena mediante

biomarcadores podria contribuir a validar esta metodologia.
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Figura 13. Correlacién entre niveles de ATNC y hierro proveniente de las carnes

(Jakszyn et al, Carcinogenesis, 2006)
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v. Implicaciones para Salud Publica

A pesar de que la incidencia de CG esta disminuyendo globalmente, ain provoca 876000
casos nuevos y 647000 muertes al afio y es la segunda causa de mortalidad por cancer a

nivel mundial (Parkin, 2004).

Estudios realizados por Armstrong y Doll en la década del setenta (Armstrong and
Doll, 1975) mostraban correlaciones claras entre los patrones de consumo de carne e
incidencia de cancer de colén (Figura 14) .La ingesta de carnes es una de las variables
dietéticas que mas ha sido estudiada en los ultimos afios por su relaciéon con diversos
tumores como colon y recto, mama, prostata, rinon (WCRF, 1997).Sin embargo, la
revisién de la WCRFE concluye que la evidencia es insuficiente para relacionar al consumo

de carnes con el riesgo de CG.
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Figura 14. Incidencia de Cancer de colén e ingesta de carne

(Armstrong and Doll, 1975)
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Utilizando datos sobre disponibilidad alimentaria, observamos que la ingesta de carnes se
ha incrementado progresiva y considerablemente desde la década del 50. La
disponibilidad media per capita ha aumentado globalmente cerca del 30 %, aunque
paises como Dinamarca o Portugal, duplicaron su ingesta, mientras otros como Espafia
casi la han cuadruplicado en ese mismo periodo (FAO, Food Balance Sheets, 2002;

Garcia-Closas, 2000).

Nuestros datos sustentan la hipétesis de que el consumo de carnes rojas incrementarifa el
riesgo de CG, sobretodo por contribuir a la formacién endégena de NA. Sin embargo,
este no es un efecto aislado, sino que se da sobretodo en individuos con infeccién por
Hp y bajos niveles de vitamina C. Por estas razones, una aproximaciéon cruda con
estudios ecologicos como la que realizaron Amstrong y Doll no aportaria evidencia a
favor de esta asociacion. Si realizairamos una comparacion cruda los datos muestran que
el consumo de carnes esta aumentando mientras que la incidencia de CG esta
disminuyendo (figura 15a y 15b). En este caso, una de las principales limitaciones de esta
aproximacion, es que otros factores, como la infeccion Hp o la ingesta de vitamina C
interactdan con las carnes enmascarando su relaciéon cruda con el CG. Por otra parte, es
posible que esta disminucion en la incidencia de CG, refleje otros cambios introducidos
hace tiempo, sin embargo atn no se vea afectada por ciertos cambios en los patrones

alimentarios. Es decir, serfa necesario evaluar la evolucion del CG en los préximos afios
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para analizar el impacto del incremento en el consumo de carnes rojas. Ademas, a pesar
de que hemos encontrado que las NA end6genas son una factor de riesgo para el CG, no
necesariamente son los de mayor importancia, y por lo tanto, tampoco cabria de esperar

que las tendencias entre consumo e incidencia estén directamente relacionadas.
En este contexto, consideramos que comparaciones internacionales que se basen en

datos crudos de consumo e incidencia de un tumor sin tener en cuenta otras varibles de

suma importancia no son apropiadas.

Figura 15a. Evoluciéon del consumo de carnes en diferentes paises
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A pesar de que los datos crudos de ingesta de carnes muestran estos patrones contrarios
a la evolucion de la frecuencia del tumor, los resultados provenientes de este estudio de
cohortes sustentan la hipotesis de que el riesgo de CG  se incrementa a medida que
aumenta el consumo de carne roja. Ademas, si consideramos que el consumo de carnes
rojas esta directamente relacionado con la formacién endégena de NA (Bingham et al ,
1996;Cross et al,2003; Hughes et al,2001) la relevancia de estos hallazgos tiene
implicancias importantes sobre la salud de la poblacién. A pesar de que el Hp ha sido
reconocido como la principal causa de CG, es claro que otros factores dietéticos, de
estilo de vida y de susceptibilidad genética son los que intervienen para que algunas

personas desarrollen el tumor y otras no.

Otro de los hallazgos importantes de esta Tesis es la interaccion entre vitamina C y NA
endbgenas. La vitamina C ha sido identificada como un potente inhibidor de la
formacion endégena de NA en estudios in vivo (Mirvish, 1975). En la cohorte EPIC se
obsercod que el efecto de las NA fue tres veces mayor en los individuos con mas bajos
niveles plasmaticos de vitamina C (OR 3.24 vs. OR 1.10 p interaccion < 0.001). Este es
de suma importancia, ya que varias investigaciones muestran que los individuos que
consumen mas carnes y alimentos procesados, consumen menos frutas y verduras
(Dallongville et al, 1998). Este patrén se ve mas claramente en individuos fumadores que

ademas estan expuestos a las NA a través del tabaco (Agudo et al, 2004)

Es resumen, nuestros resultados sugieren la importancia de disminuir el consumo de
carnes rojas y fomentar conjuntamente el consumo de vegetales y frutas dentro de un

patréon de dieta saludable, como una de las posibles estrategias para la prevencion del

CG.
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vi. Nuevas lineas de investigacion

Biomarcadores de exposicion

Luego de su activacion metabodlica, las NA forman sustancias que son capaces de
reaccionar con zonas especificas del DNA y formar aductos. Hay evidencia suficiente de
que la mediciéon del dafio del DNA puede ser un indicador util no solo de exposicion
sino también del efecto de posibles cancerigenos. LLa medicion y cuantificacion de estos
aductos podrian utilizarse para evaluar la exposicion total a NA (tanto exdgena como
endégena). Hay varios métodos disponibles para la detecciéon del dafio del DNA,
utilizando leucocitos, mucosa o biopsias de un tumor y se espera que en los proximos

afios el conocimiento sobre este campo progrese de manera exponencial.

Durante mas de la mitad del ultimo siglo hubo mucho interés sobre el efecto de los
toxicos quimicos en el desarrollo de cancer. Sin embargo, evidencia reciente, también
sustentada por las resultados principales de esta Tesis sugieren que los bajos niveles de
exposicion a algunos agentes exoégenos, como es el caso de las NA, no son el principal
determinante del efecto de ese factor al desarrollo de un cancer. Por el contratio, la
exposicion a sustancias que se producen endogenamente serfan los puntos clave en el
proceso carcinogenesis (Shuker, 2002).Por este motivo, técnicas orientadas a cuantificar y
evaluar el efecto global de una sustancia son necesarias para una adecuada estimacion de

sus potenciales efectos sobre la salud de un individuo.

Sin embargo, hasta el momento no habia evidencia clara del dafio que producen las NA
formadas en el intestino luego de la ingesta de carnes rojas. Un trabajo publicado
recientemente por el grupo de Bingham en Cambridge muestra una clara correlacion
entre los niveles de aductos en DNA de células coldnicas y la ingesta de carnes rojas
(Lewin, 20006). La O6 carboximetilguanina es un aducto promutageénico y toxico que se
forma a partir de las NA. Dicha sustancia a diferencia de otras, no es reparada facilmente,

siendo por ello un marcador util del dafio producido ( Shuker and Margison 1997).
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Relacién con polimorfismos genéticos

Las NA necesitan activacion metabodlica mediante las enzimas del citocromo P450para
poder realizar dafio celular. En muchas de estas enzimas han sido detectados diferentes
polimorfismos que pueden afectar su funcién enlentenciendo o acelerando la actividad

enzimatica.

La enzima CYP2E1 es una de las enzimas principales en el procesos de activacion ya que
cataliza la o hidroxilacién de varias NA (Yang, 1990). Hay otras enzimas importantes,
aunque no especificas, como la CYP2A6 que interviene también en la activacion de las

aminas heterociclicas.

Uno de los principales estudios que investigd las relacion de estos polimorfismos con la
ingesta de carnes y el riesgo de cancer colorrectal fue publicado en el afio 2002 por Le
Marchand (Le Marchand, 2002). Los individuos con alta ingesta de carnes portadores de
la mutacion de la enzima CYP2E1, tuvieron un riesgo mas elevado de padecer el tumor.
Ademas, ellos observaron que la accién combinada de carnes procesadas y el
polimorfismo fue mayor en los individuos con baja ingesta de frutas y verduras, tal vez

debido al bajo aporte de vitamina C de la dieta.

Con respecto a CG no hay muchos estudios que analicen estas interacciones. L.a mayorfa
de los estudios publicados provienen de poblaciones asiaticas ya que la prevalencia de
ciertas mutaciones en poblacién caucasica es muy baja y muchas veces imposibilita un
adecuado analisis .Un estudio realizado en un area de alto riego de CG de China muestra
que el riesgo de desarrollar dicho tumor segun la ingesta de alimentos en salazén, fuente
de NA, fue mayor en los individuos con la mutacién para el CYP2E1 (OR: 3.33 IC 1.12-
9.93.) Estos estudios sefialan la importancia de analizar estas interacciones, aunque en
nuestro contexto tal vez sea necesario incluir informacién de varias cohortes de

poblacién caucasica para poder arribar a resultados mas concluyentes.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos y discutidos en esta Tesis Doctoral se desprenden las

siguientes conclusiones:

1.

1i.

1v.

Los niveles actuales de exposicion a nitritos y NA a través de la dieta en Espafa
son relativamente bajos y comparables con otros estudios realizados en
poblaciones Europeas en los anos 90. Los niveles de exposiciéon mas elevados
continian siendo los reportados en poblaciones asiaticas donde hay un

consumo muy elevado de alimentos ahumados, desecados y salados.

Al evaluar el riesgo de CG en funcién de la ingesta de carnes rojas frescas y
procesadas como fuentes de NA se observé un incremento del mismo
restringido a la region distal. También se observé que el efecto parece estar

restringido a los individuos infectados por Hp.

Nuestros resultados sugieren que las NA preformadas provenientes de la dieta
no tendrian un efecto determinante sobre el riesgo de CG, atn cuando su
efecto es analizado segun localizacién tumoral. Los niveles de exposicion
exbgena en nuestra poblacion son significativamente mas bajos que los

enddgenos y tal vez insuficientes para producir un efecto.

Por el contrario, las NA enddgenas producirian un efecto sobre el CG,
sobretodo en la regién distal. Estos resultados abren una nueva linea para
explicar el efecto de las carnes rojas sobre el riesgo de CG y otros tumores

gastrointestinales.

Se observé que el efecto de las NA endoégenas fue mayor en los individuos
infectados con Hp. A pesar de que el nimero de casos no infectados es bajo,

los datos sugieren una interaccion entre ambos factores.
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vi.

Vil.

Cuando analizamos el efecto de las NA enddgenas en relacion a lo niveles de
vitamina C plasmatica, vemos que el efecto fue significativamente mayor en los
individuos con mas bajos niveles. Cuando el analisis fue restringido a los
individuos con infecciéon por HP el efecto aumento. Dichos resultados sugieren

un sinergismo entre estos factores.

Los resultados de esta Tesis Doctoral aportan evidencias sobre la interrelacion
de las NA endogenas, la infecciéon por Hp y la vitamina C en el proceso de
carcinogénesis gastrica. Seran necesarios nuevos estudios con mas casos y afios

de seguimiento para confirmar estos hallazgos.
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