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ABREVIATURAS

AD: Adenocarcinoma

ADN: Acido desoxirribonucleico

AINES: Antiinflamatorios no esteroideos

APC: Adenomatous polyposi coli

ARN: Acido ribonucleico

ATR: Atréfico

CA: Colon ascendente

CBA: Cambios de boca anastomotica

CCHNP: Cancer colonico hereditario no polipdsico

CCR: Cancer colorrectal

CD: Colon descendente

CDDF: Colon descendente desfuncionalizado

CDF: Colon descendente funcionante

CEA: Antigeno carcinoma embrionario

CIS: Carcinoma in situ

CM: Carcinoma mucinoso

CMF: Citometria de flujo

COLOS: Colostomia

Colos-PG: Rata intervenida con acido poliglicolico en sutura CDDF

Colos-S: Rata intervenida con seda en sutura CDDF

CT: Colon transverso

DCC: Deleted in colorectal cancer

DL: Displasia leve

DM: Displasia moderada

DMH: Dimetilhidracina

DMH-PG: Rata inyectada con DMH e intervenida con acido poliglicélico
en sutura CDDF

DMH-S: Rata inyectada con DMH e intervenida con seda en sutura CDDF .

DOGC: Diari Oficial de la Generalitat de Catalunya

DS: Desviacion estandar

DS: Displasia severa
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EDTA: Acido etilendiaminotetracético

EE.UU.: Estados Unidos de América

Fase GO: Fase de resposo del ciclo celular

Fase G1: Fase de sintesis proteica del ciclo celular
Fase G2: Fase de sintesis de ARN del ciclo celular
Fase M: Fase de mitosis del ciclo celular

Fase S: Fase de sintesis de ADN del ciclo celular
FCA: Focos de cripta aberrantes

FITC: Isocianato de fluoresceina

GA: Glandulas aberrantes

IQ: Intervencion quirdrgica del ciclo celular

IY: Inyeccion

MNNNG: N-metil-N-Nitro-N-Nitrosoguanidina
MO: Microscopia Optica

MPO: Mortalitat postoperatoria

n: numero

N: Normal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAF: Poliposis adenomatosa familiar

PBS: Tampdn fosfato salino

PET SCAN: Tomografia por emision de positrones
PG: Acido poliglicdlico

PI: Yoduro de propidio

RCT: Rata con tumor

RMN: Resonancia magneética nuclear

RST: Rata sin tumor

SAP: Sindrome de adenoma plano

s.c.: Subcutanea

SCT: Superficie colénica tumoral

SCTM: Superficie colénica tumoral media

SCTR: Superficie coldnica tumoral por rata
SDDS: Sin distincion de sexos

SLT: Superficie libre de tumor

SOH: Sangre oculta en heces
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SOT: Superficie ocupada por tumor
TAC: Tomografia axial computorizada
TMG: Extirpacion del mesorrecto

%: Tanto por ciento

Unidades

cm: Centimetro

cm?; Centimetro cuadrado
g: Gramos

°C: Grado centigrado
Kg: Kilogramo

mg: miligramo

ml: mililitro

mm: milimetro

mm? milimetro cuadrado
MW: Milivatio

nm: Nanometro

Ul: Unidades Internacionales
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TIPO DE ENSAYO

Se trata de un estudio experimental en ratas, randomizado, sin la
utilizacion de técnicas de enmascaramiento, con asignacion aleatoria de
los animales a cada uno de los grupos de estudio, controlando tan sélo la
proporcion de sexo (50% de machos y 50% de hembras).

E! seguimiento fue el mismo para todos los animales, con independencia

del grupo al que pertenecieron.

INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA

1.1. INCIDENCIA

El cancer colorrectal (CCR) es la neoplasia maligna mas frecuente del
tubo digestivo. La incidencia del mismo no ha cesado de crecer desde
hace treinta afos, colocandose en los paises occidentales en el segundo
lugar en frecuencia tras el cancer de mama en la mujer y el de pulmén en
el hombre (1, 2), y supone casi el 15% de todos los nuevos canceres (3),
constituyendo un importante problema sanitario ya que es causa de una
alta morbilidad y mortalidad.

La comparacidon internacional de las tasas de incidencia, muestra
variaciones importantes del riesgo de padecer CCR, segln las diferentes
zonas geograficas estudiadas. El CCR es una enfermedad muy frecuente
en las areas econdmicas mas desarrolladas del mundo occidental como
EE.UU., Europa occidental, Australia y Nueva Zelanda, mientras que las
tasas de incidencia estandarizada por edad son muy bajas en Asia, Africa
y Sudamérica (4, 5) En los EE.UU. se diagnostican mas de 130.000 -
nuevos casos cada-afo, concretamente en el afio 1998 fueron 131.600.
El riesgo de presentar un CCR a lo largo de la vida es de un 6,02 % en los

hombres y de un 5,77 % en las mujeres (6). En Europa, es la segunda
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neoplasia en frecuencia (7), suponiendo el 15 % de todos los canceres
diagnosticados en 1991 (7, 8).

En Espafa los datos de incidencia son los obtenidos de los principales
registros de cancer. Se observan importantes variaciones geograficas,
aunque las cifras son similares a las de otros paises occidentales. Las
tasas de incidencia ajustadas por edad de cancer de colon para el sexo
masculino oscilan entre 19,3 por 100.000 en Guipuzcoa a 10,3 por
100.000 en Granada y para el sexo femenino entre 15,6 por 100.000 en
Navarra a 8 por 100.000 en Granada. Las tasas de incidencia del cancer
de recto también muestran variaciones aunque menos marcadas. La tasa
mas alta para hombres aparece también en Guiptzcoa (14 por 100.000) y
la mas baja en Granada (6,9 por 100.000). En el sexo femenino la mayor
tasa es de 8,1 por 100.000 en Tarragona y la menor de 4,8 por 100.000
en Granada (Tabla 1) (9-14) Estas cifras sitian a Espafia entre los paises
de riesgo medio para el desarrollo de un CCR, siendo éste, el cancer del
aparato digestivo mas frecuente. El CCR ocupa en Espaia también, en la
actualidad, el segundo lugar en mortalidad en el sexo femenino después
del cancer de mama y el tercero en el masculino, tras el cancer de pulmén
y el de prostata (12).

La mayor tasa de incidencia estandarizada por edad en el mundo para
cancer de colon en hombres, se encuentra en la poblacion japonesa de
Hawai (37,5 por 100.000) y para mujeres en Nueva Zelanda (30,46 por
100.000). Las tasas de incidencia estandarizada por edad de cancer de
colon mas bajas en ambos sexos se encuentran en Africa y en la India
(5). Las diferencias geograficas entre las tasas de incidencia de cancer de
colon superan las 10 veces, siendo la de recto de 7 veces en hombres y 5
veces en mujeres (5). Estos datos indican que el cancer de colon es
relativamente mas frecuente en paises desarrollados que el cancer de
recto, en el que las diferencias geograficas no son tan acusadas. Las
informaciones de las tasas de incidencia se obtienen de los registros de -
cancer particulares de cada pais. La clasificacion de los paises basada en
los datos de incidencia puede ser susceptible a las formas de
comunicacion de estos datos y a un cierto grado de infracomunicacion en

los paises en desarrollo con bajas tasa de incidencia. Sin embargo la
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clasificacion establecida en funcién de su incidencia es coherente con la
clasificacion establecida en funcion de las estadisticas de mortalidad de
los ultimos veinticinco afos (1). Por otra parte, la incidencia del CCR
estandarizada por la edad en la India en Singapur, unos de los mejores
registros de cancer del mundo, es solo ligeramente superior a la
incidencia de la India en Bombay, lo que indica que las diferencias en la
incidencia estandarizada por edad de CCR entre los paises desarrollados
y en desarrollo son reales y no el resultado de artefactos en la valoracion
de los datos (15).

CANCER DE COLON CANCER DE RECTO
Varones Mujeres Varones Mujeres

GUIPUZCOA 19,3 11,3 14 6,5
ASTURIAS 18,8 11,2 13,3 6
TARRAGONA 16,6 12,9 10,4 8,1
NAVARRA 15,4 15,6 12,3 6,7
MALLORCA 13,6 10,1 11,8 7,5
MURCIA 12,8 11,4 11 8
GRANADA 10,3 8 6,9 4,8

Tabla 1. Incidencia de cancer colorrectal en Espaina. Tasas de incidencia
por 100.000 habitantes ajustadas por edad seglin sexo. Registros de base
poblacional (1986-1987).

1.2. TENDENCIAS TEMPORALES

En Espafia se ha producido un marcado incremento en la incidencia de
CCR para ambos sexos. En un estudio de 1997 se analiz6 la tendencia
temporal de la incidencia y de la mortalidad para el CCR en Espafia,
identificando los componentes edad-periodo-cohorte. Se analizaron los
datos de incidencia de los registros poblacionales de cancer de Zaragoza
(1963-1990) y Navarra (1973-1991) y los de mortalidad del conjunto de
Espafia (1953-1992). Se observd un incremento anual medio en la’
incidencia de 7,06 % y 3,33 % en hombres y 3,72 % y 2,63 % en mujeres

en Zaragoza y Navarra respectivamente. Estos datos se apoyan por la

22




evolucion de la mortalidad que muestra un incremento anual medio de
1,62 % para hombres y 0,85 % para mujeres (16).

En EE.UU., la tendencia desde 1973 hasta 1993 muestra un ligero
aumento en la incidencia del 0,3 % (17). La misma en la raza blanca ha
disminuido un 1,6 % y en la no blanca ha aumentado un 26,6, con un 36,6
% de incremento en varones afroamericanos.

En Inglaterra también se ha podido comprobar el incremento de la
incidencia con el tiempo y ademas se ha podido comprobar que el
aumento de la misma, no es debido a un efecto del envejecimiento de la
poblacién como podria suponerse, sino que el aumento aparece en cada
banda de edad, como se observa en un estudio publicado en 1994 en
Londres (18).

Se ha observado un rapido aumento de la incidencia en Europa del Este
con un incremento en la media de mas de un 14 % en los dltimos diez
afios. El mayor incremento se ha producido en Myagi (Japdn) ya que en
un periodo de 5 afios comprendido entre 1983-1987, ha superado el 35 %
en los hombres y un 27 % en las mujeres (19). El aumento tan
espectacular de la incidencia en algunos paises en un periodo de tiempo
tan corto apoya la importancia de los factores ambientales respecto a los
factores genéticos (15).

El CCR es infrecuente antes de los 50 anos, pero su incidencia aumenta
rapidamente a partir de esa edad. Los estudios epidemioldgicos ponen de
manifiesto las importantes modificaciones de la incidencia segln
variaciones geograficas, asi como variaciones en el riesgo de la
enfermedad entre inmigrantes, por ejemplo, tanto la incidencia como la
mortalidad en los EE.UU., son mayores en los afroamericanos que en los

individuos de raza blanca (20).

1.3. DISTRIBUCION POR LOCALIZACION

En los paises occidentales la localizacion predominante es el sigma y el
recto, en los que asientan los dos tercios de los canceres colorrectales.
Sin em.bargo, en los paises de baja incidencia el indice de relacion entre
sigma y colon ascendente es menor (21). En un modelo hipotético de

localizacion anatomica creado por Haensezel y Correa en el cancer de
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colon (22), concluyen que en los paises de bajo riesgo como los de
Europa Oriental, Africa, Asia y América del Sur, los canceres de colon se
localizan predominantemente en el ciego y el colon ascendente, y el
riesgo es mas elevado en las mujeres, sobre todo las de edades
comprendidas entre 50 y 55 afos. Sin embargo en los paises de alta
incidencia la localizacién predominante es el colon descendente entre el
angulo esplénico y la unién rectosigmoidea, y afecta con mas frecuencia a
los hombres.

Hay varios estudios que encuentran un aumento progresivo de
enfermedad en el colon derecho (23-27). La razdn no esta clara. Algunos
autores sugieren que es debido al mejor diagndstico por colonoscopia de
las lesiones proximales (25) y otros sugieren variaciones en los factores
etiolégicos (23, 24).

1.4. MORTALIDAD

Las tasas de mortalidad tienen una distribucién global similar a las tasas
de incidencia. La mortalidad por CCR ajustada por edad es alta en Europa
occidental, EE.UU., Australia y Nueva Zelanda (1) y baja en la India,
Africa y América Latina. La tendencia de la mortalidad en el tiempo
muestra un aumento sustancial en paises de bajo riesgo y una caida
gradual en paises de alto riesgo (19, 28). Estudios recientes sugieren una
disminucion de la mortalidad por CCR, desde 1985 a 1990 en paises del
area mediterranea (19), y un discreto aumento en la supervivencia en las
ultimas décadas en Inglaterra y Gales (29).

En Espafia las tasas de mortalidad por grupos de edad presentan una
tendencia ascendente, mas marcada en el sexo masculino. El aumento en
la mortalidad es menos pronunciado que en la incidencia y parece
corresponder a un importante efecto cohorte (16). La mortalidad por
cancer de colon, en términos de mortalidad por cancer, ocupa la 42 causa
en varones y la 32 en mujeres (30), aunque puede subir hasta la tercera-
causa de muerte por cancer en ambos sexos (14).

En EE.UU., en el periodo comprendido entre 1975 y 1992 disminuyé la
mortalidad global en un 15,5%. La disminucion para la raza blanca fue del

17,6%, sin embargo, aumenté un 12,4% la de los afroamericanos,
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considerandose que estas modificaciones temporales eran debidas en
pate a la deteccion precoz, aunque estos cambios son
desproporcionados en relacién con el porcentaje de poblacion incluida en
programa de diagnéstico precoz que ha aumentado desde 1987 a 1992
de un 3% a un 4% (20, 31).

En los ultimos 20 afios se observa un progresivo aumento en la tasa de
supervivencia del CCR en EE.UU. En 1973 la tasa de supervivencia
relativa fue del 45,6%, mientras que la tasa en 1986 fue del 61,5% (17).
Esta mejoria afecta a ambos sexos y a todas las razas. El porqué de este
aumento no esta claro y es motivo de una gran controversia (32-34). Las
posibles explicaciones incluyen el avance en las técnicas quirargicas, la
mayor generalizacion de los programas de diagnostico precoz como es la
deteccion precoz de los adenomas (35, 36), la sensibilidad de la poblacién
al cambio de los habitos dietéticos (37, 38) y las nuevas estrategias
terapéuticas (39, 40).

La supervivencia a los cinco afios para los distintos estadios es de un 92
% para la enfermedad localizada, un 64 % para el cancer con metastasis
regionales y un 7 % para los canceres diagnosticados con metastasis a
distancia. El 16% de los pacientes presentan metastasis a distancia en el
momento del diagnéstico, un 35% tienen una enfermedad regional, un
41% una enfermedad localizada y en un 8% no se conoce el estadio (41).
Se ha llegado a afirmar que el factor dietético-ambiental es el responsable

del 85 % de los canceres (38).

2. CARACTERISTICAS PERSONALES QUE AFECTAN AL
RIESGO

2.1. EDAD, SEXO Y RAZA ‘
El CCR aumenta exponencialmente con la edad desde la segunda a la
novena década de la vida. Este incremento es independiente de la
localizacion tumoral y de la distribucién geografica (42, 43). El 90% de los

casos aparecen a partir de los 50 afios.
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En Espana el analisis de las tasas por grupos de edad, en ambos sexos,
demuestran valores progresivamente mayores con la edad, alcanzando
las cotas mas altas en los mayores de 75 afios. Las tasas de mortalidad
por grupos de edad presentan igualmente una tendencia ascendente, mas
marcada para el sexo masculino, sobre todo en los grupos mayores de 65
afios (44). Al igual que en otros paises Europeos en Espafa el CCR ha
pasado de presentar un predominio femenino a mediados del presente
siglo, a un claro predominio del sexo masculino a partir de 1965. Esto es
debido a un aumento de la incidencia en los hombres frente a una
estabilidad de las cifras en la mujer. El indice hombre / mujer en el
periodo 1988-1993 fue de 1,52 (44). Este mismo indice en los EE.UU.
para el mismo periodo de tiempo fue de 1,34 en el cancer de colon y de
1,73 para el cancer de recto (43). En la mayoria de los registros el cancer
de recto tiene un predominio por el sexo masculino, mientras que en los
paises de alto riesgo para el cancer de colon predomina en las mujeres
en la poblaciéon menor de 60 afios.

Se han descrito variaciones importantes en la incidencia del CCR en los
diferentes grupos étnicos del mismo pais. En EE.UU., la poblacién negra
tenia historicamente menor incidencia de cancer de colon que la
poblacién blanca hasta 1960, fecha en la que practicamente se igualan.
En el periodo que abarca de 1975 a 1992 se ha producido una
disminucién de la incidencia en la raza blanca del 1,6% y un aumento en
la nd blanca del 26,6%, que alcanza el 36% para los varones
afroamericanos (20). EI motivo de estas diferencias raciales no esta
aclarado, y hay quien dice que podrian reflejar diferencias en el
diagndstico y en los registros de los casos, de hecho en un estudio de
16.105 autopsias realizadas en Los Angeles desde 1953 a 1959, se
observaron muy pequeiias diferencias en la prevalencia de cancer latente
para las diferentes poblaciones: blanca, negra, hispana y oriental (45).
Una marcada diferencia racial es la que puede existir en Nueva Zelanda,-
donde la poblacién maori tiene incidencias muy bajas y la no maori la

tiene muy altas (46).
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2.2. ESTUDIOS EN EMIGRANTES

El estudio de la poblacion inmigrante japonesa en EE.UU., demuestra que
la mortalidad por cancer de colon en varones japoneses desde 1950 a
1962 aumentd, hasta igualarse con el riego de los caucasianos (47). Un
comportamiento similar se ha visto con los inmigrantes de origen chino
(48). Este rapido incremento en el tiempo de la incidencia apoya la
importancia de los factores ambientales en la génesis del CCR.

2.3. NIVEL SOCIOECONOMICO Y OCUPACION

El CCR se ha relacionado con el desarrollo socioeconémico. En las
poblaciones con baja incidencia existe un gradiente de riesgo con la clase
socioeconomica, especialmente para los varones (49). Sin embargo, en
las poblaciones con alta incidencia, hay pocas diferencias entre los
diversos grupos. La relacion entre la incidencia de CCR vy el desarrollo
socioeconomico puede reflejar la modificacion en la dieta, pero el efecto
de la dieta en el riesgo puede tener una latencia de mas de 35 afios, si
esto es asi, lo esperable es que exista una inversion en las tendencias
reflejadas en las décadas anteriores, ya que las sociedades
econdmicamente débiles estan consumiendo menos frutas y vegetales y
mas comida elaborada que las clases socioecondmicamente elevadas
(15).

El CCR no esta considerada una enfermedad ocupacional, aunque existe
una mayor incidencia entre trabajadores administrativos y profesionales
que puede ser debido a un estilo de vida sedentario mas que a la
ocupacion en si misma, de hecho se ha visto que el riesgo de CCR es el
doble para varones con trabajos sedentarios que en los que tienen mayor
actividad fisica. EI CCR se ha asociado con la inhalacién del polvo de
madera, metal y asbesto (20, 50).

2.4. OBESIDAD, EJERCICIO Y FACTORES REPRODUCTIVOS

La obesidad puede ser un riesgo para el CCR. Estudios en ratas han
demostrado que la restriccion calérica puede reducir la aparicion de
tumores. El CCR se ha asociado con la obesidad, aunque no esta claro si
el riesgo es por falta de ejercicio o una elevada ingesta caldrica (51, 52).
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En un estudio realizado so6lo en hombres que estudia la relacion entre el
indice de masa corporal y el CCR, se concluyé que la adiposidad
abdominal era un factor de riesgo independiente para el cancer de colon y
los adenomas, y los autores consideran que la adiposidad abdominal se
asocia a una resistencia a la insulina, y que la elevacién de los niveles
circulantes de insulina puede actuar como un factor de crecimiento en el
intestino (53).

La estatura también se ha asociado al CCR, como también al cancer de
mama en las mujeres y los diferentes autores que lo han estudiado la
relacionan con la nutricion durante la adolescencia (54).

El sedentarismo se ha demostrado ser un factor de riesgo para el CCR
(48, 55) al igual que para los adenomas (53, 56). Hay estudios que
demuestran un efecto protector del ejercicio sobre el desarrollo de un
CCR, pero este efecto no estd claramente demostrado en el sexo
femenino (57). La influencia protectora de la actividad fisica puede ser
debida al efecto sobre la motilidad colonica, ya que se ha visto que la
actividad fisica estimula el peristaltismo, disminuyendo el tiempo de
transito y por tanto el tiempo de contacto de potenciales carcindgenos con
la mucosa del colon. Se ha visto que el transito intestinal se encuentra
acelerado con el ejercicio sin modificacion del peso de las heces (58),
aunque hay autores que no demuestran en sus estudios esta relacion
entre el peso fecal y el tiempo de transito intestinal con el CCR (59). Se
han cbnsiderado otros factores para explicar este efecto protector del
ejercicio como es a través de la interaccidn con las prostaglandinas,
metabolismo de los acidos biliares, hormonas o colesterol (20).

El tratamiento hormonal sustitutivo en la menopausia también parece
disminuir el riesgo de cancer de colon, pero no el de recto (60). El efecto
de las hormonas sexuales parece estar en relacion con las sales biliares.
Los estrogenos disminuyen el colesterol plasmatico y aumentan la
produccién de acidos biliares, mientras que la progesterona, el embarazo *
y altas dosis de contraceptivos orales disminuyen las lipoproteinas de alta
densidad, reducen el aclaramiento hepatico de colesterol y la produccién

de acidos biliares.
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2.5. TABACO, ALCOHOL Y CAFE

La relaciéon entre alcohol y riesgo de CCR no esta clara. De los
numerosos trabajos publicados hasta 1994, ninguno demostré de forma
significativa el incremento del riesgo de cancer de colon, aunque si de
cancer de recto (28), pero en un trabajo de 1995 de Giovannuci comunicé
un incremento de dos veces del riesgo con el consumo diario de alcohol,
siendo la correlaciébn mayor para el cancer de colon proximal que para el
distal (61). El efecto del alcohol en la carcinogénesis col6nica no es bien
conocido, aunque se ha relacionado con el déficit de folato y metionina
(62). El alcohol se metaboliza en acetaldehido, que es un reconocido
carcindégeno, cuando se oxida forma radicales superéxidos, que estimulan
la proliferaciébn de la mucosa y el catabolismo de los folatos. El
acetaldehido inhibe la metionina que junto a los radicales superéxidos y la
propia accion directa de ella, promueven la carcinogénesis coldnica (63).
No hay suficientes pruebas que relacionen el consumo de tabaco y el
CCR, pero parece ser que el tiempo de consumo y el tiempo transcurrido
desde el inicio de este consumo son los factores mas importantes
relacionados, de tal manera que un consumo de mas de 20 afios o un
tiempo transcurrido desde el consumo y el estudio de mas de 35 afios,
confieren un mayor riesgo de presentacion de cancer (64, 65).

Unos recientes trabajos demuestran un efecto protector del consumo
moderado de café contra el CCR, y los autores de estos trabajos
consideran que el efecto protector puede ser explicado por la reduccion
de la secrecidn biliar y de la concentracidon de acidos biliares, conocidos

carcinogenos (66, 67).

2.6. ASPIRINA Y ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Los AINES vy la aspirina parecen tener un efecto protector en el CCR (43).

En un estudio controlado, realizado sobre una poblacion de 1.000

pacientes, la utilizacién de AINES se asoci6 con una significativa’
reduccion de riesgo de CCR, tanto en mujeres como en hombres (68). El

efecto protector de la aspirina y de los AINES, también se ha observado

en otros estudios (69-73). También se han realizado estudios en

pacientes con polipos, utilizando sulindac, encontrandose una marcada
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reduccion en el niamero de ellos en los pacientes tratados (74). El
mecanismo por el cual se reduce el riesgo de CCR es desconocido, pero
se especula que sea a través de la inhibicion irreversible de la
ciclooxigenasa y evitar la formacion de radicales libres.

Con los datos disponibles hoy en dia y el conocido potencial toxico de los
AINES, no se pueden recomendar ni ellos ni la aspirina, con fines
preventivos, ademas se desconocen las dosis adecuadas y la duracion
recomendable del tratamiento con este objeto.

3. CONDICIONES MEDICAS

Hay varias condiciones médicas que se han asociado con un incremento
en el riesgo de CCR.

3.1. ADENOMAS COLORRECTALES

Los pacientes con adenomas coldnicos tienen tres veces mas riesgo de
presentar un CCR que la poblacidén general.

Los pdlipos adenomatosos pueden ser tubulares o vellosos. Los tubulares
son cuatro veces mas frecuentes que los vellosos y habitualmente mas
pequeios. El riesgo de transformacion maligna es mayor en relaciéon con
el tamafo del pdlipo. Aproximadamente un 50% de los pdélipos mayores
de 2 cm tienen focos de neoplasia (43). Los polipos vellosos se localizan
preferentemente en el recto (75) y su riesgo de contener focos de
neoplasia es de ocho a diez veces mayor que el de los polipos tubulares
(43, 75).

Los adenomas colorrectales estan considerados lesiones preneoplasicas
y su existencia previa al diagnostico de cancer es cinco veces mas
frecuente que la presentacion como cancer inicial (76). Se calcula que,
aproximadamente, un 5% de los pdlipos adenomatosos acaba siendo’
maligno, proceso en el que invierten de 5 a 10 arios.

Un cuidadoso seguimiento con colonoscopias puede disminuir el riesgo
de CCR en un 90% en pacientes de alto riesgo (77).
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3.2. ENFERMEDADES INFLAMATORIAS

Los pacientes con colitis ulcerosa tienen un riesgo de CCR entre 5y 6
veces mayor que el esperado (78). Los dos factores que influyen de forma
independiente, en el riesgo de transformaciéon neoplasica, son la edad
temprana de presentacion y la extension de la enfermedad al diagndstico
(78, 79). La incidencia acumulativa en estos pacientes es de un 5% a los
20 afios, del 12% a los 25-30 afos y alcanza el 35% mas alla de los 35
afos. El riesgo relativo es menor en pacientes con proctitis y colitis
izquierda que en aquellos con colitis extensa o pancolitis (43). Este riesgo
se puede reducir de forma significativa con el tratamiento farmacolégico,
independientemente de la actividad de la enfermedad (15). Con todo, sélo
un 1% de los pacientes con CCR tiene antecedentes de colitis ulcerosa.
La enfermedad de Crohn también conlleva un aumento del riesgo de
CCR, aunque la asociacion no es tan clara como en la colitis ulcerosa y
parece que estd relacionada con la afectacibn del colon por la
enfermedad (80).

Las pacientes sometidas a radiacién pélvica por un cancer de cérvix,
también tienen un riesgo de CCR aumentado (81), sobretodo tras 15 afios
de la irradiacién. Es recomendable el seguimiento con sigmoidoscopia de
estas pacientes.

Clasicamente se decia que las mujeres afectas de cancer de mama
tenian un mayor riesgo de presentar un CCR que las mujeres afectas de
otros canceres (25), pero hoy en dia se puede afirmar que esta
aseveracion no tiene fundamentos sélidos (82).

Ha habido estudios que han concluido afirmando que los pacientes
sometidos a una colecistectomia tenian un pequefio aumento del riesgo

de CCR, sobretodo en mujeres (83).

4. FACTORES DE RIESGO

4.1. RIESGO HEREDADO
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La historia familiar de CCR es un importante factor de riesgo bien
conocido desde hace tiempo, y que se ha cifrado entre 2 y 8 veces
superior (43, 84). El riesgo aumenta con el numero de familiares
afectados e implica mas riesgo si el paciente es menor de 45 afios,
encontrandose es este caso un riesgo relativo de 5,37 (85).

Los sindromes de poliposis familiares que incluyen la poliposis
adenomatosa familiar y el sindrome de Gardner representan menos del
1% de todos los CCR. La poliposis adenomatosa familiar (PAF) es una
enfermedad hereditaria autosémica dominante con una penetracion del
90%. Se caracteriza por la presencia de abundantes pélipos, mas de 100,
aunque la mayoria de los pacientes presentan mas de 1.000 localizados
en el colon y recto, que evolucionan sistematicamente a la malignizacion.
Los polipos se desarrollan en la segunda y tercera décadas de la vida, y
el diagndstico de cancer se establece normalmente antes de los cuarenta
anos. La localizacién del tumor es habitualmente del lado izquierdo como
ocurre en la forma esporédica (86). Todos los pacientes desarrollarian un
CCR si no se les efectuara una colectomia profilactica.

El sindrome de Gardner tiene una herencia autosdémica dominante y los
pdlipos pueden afectar a la totalidad del intestino grueso y delgado. Suele
asociarse a otras patologias como tumores desmoides, lipomas,
osteomas y fibromas. En relacion con esta patologia se encuentran el
sindrome de Turcot y el de Oldfield, caracterizados por poliposis intestinal
y otras lesiones acompafantes, con riesgo de degeneracion a
adenocarcinoma. El sindrome de Peutz-Jeghers y la poliposis juvenil
generalizada son dos sindromes caracterizados por la presencia de
pélipos hamartomatosos con bajo pero existente riesgo de degeneracion.
El CCR hereditario no poliposico es otro sindrome que se asocia a altas
tasas de cancer hereditario y que representa entre el 5-10% de todos los
CCR (87). Se han descrito dos subtipos denominados sindromes de
Lynch 1 y Il. El Lynch | o cancer de colon de localizaciéon especifica, es”
una enfermedad hereditaria autosémica dominante, con una penetracion
del 90%. Se caracteriza por afectar a gente joven de aproximadamente 45
afios de edad con una alta incidencia de neoplasias sincrdnicas vy

metacronicas, que en un 70% se localizan en el colon proximal y son
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habitualmente mucinosos y pobremente diferenciados, con una acentuada
tendencia a la invasion (42, 87). La deteccion del tumor se suele realizar
en estadios mas precoces que en los tumores esporadicos, por lo que el
pronodstico habitualmente es mejor. El sindrome de Lynch Il, o
adenocarcinomatosis familiar, de herencia autosémica dominante, se
caracteriza por la aparicion en la edad temprana de adenocarcinomas de
colon y de otras localizaciones como ovario, pancreas, mama, gastrico,
endometrio, via biliar, etc. (87). Recientemente se han identificado los
genes responsables de estos sindromes, situados en el brazo corto de los
cromosomas 2 (MSH2 y PMS1), cromosoma 3 (MLH1) y cromosoma 7
(PMS2). En familias con cancer de colon no polipésico se presentan
mutaciones en los genes denominados mut S Homologo humano MSH1,
MSH2, MSH3, MSH4, MSH5 y MSH6, mut L PMS1, MLH1, MLH2 y MLH3
(88). El gen MSH2 es causante del 60% de los casos de cancer de colon
no polipésico, siendo de un 20-30% el MLH1 y de un 5% los de PMS1 y
PMS2. Es necesaria la mutacion en cuatro o cinco genes para el
desarrollo de un tumor maligno, aunque menos alteraciones pueden
desembocar en un tumor benigno (89). En 1991, el Grupo Colaborador
Internacional en Cancer Colorrectal No-polipdsico Familiar en su reuniéon
en Amsterdam defini6 unos criterios uniformes para definir esta
enfermedad (90). Se requiere CCR en tres o mas familiares de primer
grado. en diferentes generaciones sucesivas, cancer antes de los 50 afnos
y canceres de localizacién derecha. Con estas dificultades diagnésticas

se comprende la infravaloracién de este sindrome.

4.2. FACTORES DE RIESGO DIETETICO

Desde hace anos se ha implicado la dieta como el factor epidemiologico
ambiental mas importante en el CCR. Los estudios de incidencia y
mortalidad del CCR han asociado el mismo con el consumo de ciertos*
componentes de la dieta como grasa, fibra, carnes, etc. Sin embargo, no
se sabe si esta asociacion es debida tnicamente a la dieta 0 a su
asociacion a factores genéticos. Los componentes dietéticos mas

estudiados son la fibra, fruta y vegetales, grasa, carne o proteinas
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animales y ciertas vitaminas. La mayoria de los autores consideran que
los componentes de la dieta son promotores (estimuladores o inhibidores)

y no iniciadores de la carcinogénesis.

4.2.1. Fibra

La fibra es probablemente la sustancia mas estudiada. Los mecanismos
por los que la fibra puede inhibir el desarrollo del CCR son muchos en
teoria. La fibra incrementa el peso fecal y diluye los contenidos coldnicos,
incluidos los agentes carcinogénicos. Absorbe sales biliares que son
conocidos agentes promotores, y mediante su fermentacién bacteriana
produce acidos grasos de cadena corta que disminuyen el pH y crean un
ambiente menos conductor al desarrollo de cancer. Inhiben la
hidroxilacion de acidos biliares y regulan la ingesta de energia (91). No
todas las fibras tienen el mismo efecto, se ha podido comprobar que las
mas insolubles y menos fermentables como la celulosa, protegen mejor
contra los tumores que las fibras mas solubles y fermentables como las
pectinas y las gomas que incluso en algun trabajo se indica que aumentan
la produccién tumoral (92). Aunque hay trabajos que no demuestran el
beneficio protector de la fibra (93), varios metaanalisis concluyen que
protege contra el cancer de colon, estimandose la reduccion en un 40-
50% el riesgo con una dieta rica (>13g/dia) frente a una dieta pobre en
fibra (94, 95).

4.2.2. Frutas y verduras

Muchos estudios han encontrado un efecto protector de las frutas y

vegetales en el CCR. En un estudio de Potter donde analizé 28 trabajos

con vegetales, encontré6 un efecto protector para el CCR en 23, y lo

encontré tanto al analizar trabajos americanos como europeos del area

mediterranea donde el consumo de verduras es mayor (96). En el caso

del consumo de frutas no es tan claro el beneficio, aunque hay trabajos.
que lo apoyan (63). En un estudio de Thun (97) donde siguid

prospectivamente a mas de tres cuartos de millén de adultos americanos,

los vegetales y los cereales disminuyeron el riesgo de CCR en un 25% en

los hombres y en un 38% en las mujeres. El consumo de estos dos

34



productos y el de aspirina fueron los Gnicos factores que presentaron una
proteccion estadisticamente significativa para el cancer de colon. Los
vegetales y las frutas contienen una gran cantidad de sustancias

anticancerigenas como son las vitaminas, el selenio y los folatos.

4.2.3. Vitaminas

Las vitaminas antioxidantes A, C y E parecen prometedoras como
agentes quimiopreventivos, al actuar como protectores del dafio oxidativo
del ADN.

En estudios experimentales se ha comprobado el efecto antitumoral con
el consumo de vitaminas como la A (98), aunque en estudios en humanos
hay mas controversia, pues trabajos como los de Maiani (99) lo
encuentran, otros como los de Toma (100) no lo encuentran. En una
revision reciente se comunica una relacidén inversa entre la concentracion
de vitamina E sérica y el riesgo de CCR (101). Lysy, en un trabajo

reciente también refiere que la vitamina C reduce el riesgo de CCR (102).

4.2.4. Anticarcinégenos dietéticos

Hay numerosas sustancias quimicas en los productos vegetales que
poseen un efecto anticarcindgeno. Entre los mas significativos estan los
thioéteres (ajos, cebollas, puerros), terpenos (frutos citricos), fenoles
vegetales (fresas, manzanas, uvas) y carotenoides (zanahoria, sandia).
Se han propuesto varios mecanismos de accion de estos productos como
la inhibicién de nitrosaminas, la formacién de substratos para la formacién
de agentes antineoplasicos, etc., para explicar su efecto protector. Hay
dos estudios de cohortes que indican que el ajo es el vegetal con mayor

efecto protector para el cancer de colon distal (103, 104).

4.2.5. Folatos

Las frutas y verduras son la mayor fuente de folatos y estudios
experimentales han sugerido que los folatos son sustancias con
capacidad anticarcinogénica del colon (105, 106). El folato actia como
metildonador y su déficit podria conducir a una hipometilacion del ADN,

que es un paso precoz en la carcinogénesis del colon. El alcohol que
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disminuye la absorcibn de folatos, alterando su metabolismo e
incrementando su excrecion, interfiere en la metilacién del ADN y en la
sintesis de timidilato (62). Una ingesta pobre en folatos asociada a una
ingesta elevada en alcohol se asocia a un incremento en el riesgo de

CCR (61, 107, 108), y de sus precursores los polipos adenomatosos (62).

4.2.6. Metales y calcio

Los metales mas implicados en la carcinogénesis colorrectal son el
selenio, el zinc, el flior y el hierro (109). El mas estudiado ha sido el
selenio al que se le ha atribuido un papel protector en el CCR, a través de
la inhibicion de la proliferacién celular, protegiendo de la agresion
oxidante (110). Estudios en roedores han demostrado que altos
suplementos de selenio en la dieta disminuyen la incidencia y el nimero
de tumores de colon. Un estudio en los EE.UU. ha demostrado en
humanos de una forma indirecta que las personas que viven en zonas con
alto contenido en selenio en el forraje vegetal, presentaban una baja
mortalidad por CCR (111).

Los niveles elevados de zinc se han asociado con cancer de mama y de
colon, y en menor medida de préstata, pulmén y piel. El exceso de zinc
puede inhibir el efecto protector del selenio y su déficit aumentar la
carcinogénesis de nitrosaminas (63). Un consumo elevado de fluor puede
inducir un déficit relativo de selenio y aumentar la carcinogésis, pero
ningln trabajo demuestra que la fluorizacién de las aguas provoque un
incremento en la mortalidad por CCR, es mas, parece ser que no es asi
(63).

El hierro en concentraciones elevadas puede potencialmente aumentar el
riesgo de CCR, dado su efecto mutagénico por generacién de radicales
libres que atacan el ADN y dafian los cromosomas (109). Algunos
trabajos demuestran una débil relacion entre los niveles de ferritina sérica
y el riesgo de adenoma, sugiriendo que la exposicion al hierro puede estar
relacionada con formacién de adenomas (112, 113). Un reciente estudio,
demuestra que los pacientes con cancer de colon tienen un significativo
mayor nivel de sideremia y de saturacion de la transferrina que la

poblacién libre de cancer (114). En un reciente estudio se concluye que
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alteraciones dietéticas en hierro, cobre y manganeso modifican la
actividad de la superdxido dismutasa e incrementan el riesgo de CCR
(115).

Nuestro grupo, coincidiendo con otros grupos, en un reciente trabajo ha
sefialado que bajas dosis de calcio en la dieta inhiben la carcinogénesis
experimental en ratas (116). Otros autores, discrepando con opiniones
anteriores, no encuentran significativa esta relacion en el ser humano
(117).

Los estudios con la vitamina D son pocos y aunque su toma parece
protectora, no son datos ni mucho menos concluyentes (117). Por lo que
hoy en dia no hay datos suficientes para recomendar el suplemento del

calcio y la vitamina D en la dieta.

4.2.7. Grasa y carne en la dieta

Desde los trabajos de Armstrong en 1975 se han venido publicando
numerosos trabajos que relacionan el consumo de carne, proteinas
animales y grasas con la mortalidad por CCR (118). Hoy en dia se sabe
que las grasas saturadas son un factor de riesgo mayor que las grasas
insaturadas (119). En un metaanalisis publicado en 1995, donde se
recogia la informacion de 21 estudios de mortalidad de CCR y consumo
de carne y grasas, catorce encontraron un aumento en el riesgo, mientras
siete no lo encontraron (120).

Dos grandes estudios de cohortes confirmaron una asociacion
significativa entre CCR y consumo de grasa animal y carne (121, 122).
Siendo la relacién mayor en el cancer de colon que en el cancer de recto.

También se ha sugerido una relacion positiva y significativa en algunos
trabajos del consumo de huevos y el riesgo elevado de CCR (123).

El mecanismo por el cual la grasa de la dieta incrementa el riesgo de CCR
no es conocido. El efecto se cree puede estar mediado a través de las
sales biliares. La grasa aumenta la excrecion de colesterol y acidos
biliares y aumenta sus productos de degradacion en las heces. Las sales
biliares tienen un efecto detergente e incrementan la proliferacion celular
(59, 124). Recientemente se ha comprobado que la administracién de

acidos biliares no conjugados a un modelo experimental de poliposis
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colénica familiar aumentan los tumores duodenales y colénicos (125). La
colecistectomia también produce aumento de los niveles de acidos
biliares en ciego y colon ascendente y se ha asociado con una mayor
frecuencia de cancer de colon derecho (126, 127).

Las complejas interacciones entre los componentes de la dieta hacen
dificil saber el papel especifico de cada uno de ellos. Por lo general una
dieta rica en grasas saturadas y proteinas animales acostumbra a ser
pobre en fibra, fruta y cereales. Es posible que la dieta en general sea

mas importante que la de sus componentes especificos.

4.2.8. Aceite de pescado

En estudios de experimentacion animal con CCR inducido, se ha
demostrado un efecto inhibidor para el &cido docosahexaenoico y omega-
3 encontrado en el aceite de pescado. El efecto del aceite de pescado es
parecido al de la aspirina y los AINES, pero mas extenso, puesto que el
omega-3 inhibe tanto la ciclooxigenasa como la lipooxigenasa. En
pacientes con historia de pdlipos colénicos el suplemento con aceite de
pescado puede reducir la tasa de proliferacion en las criptas celulares
(20). Parece ser que los beneficios que se obtienen con el aceite de
pescado como protector de la accién promotora de las grasas animales

en la carcinogénesis colonica, han de ser a unas dosis muy altas (128).

4.3. pH FECAL

Hay numerosos trabajos que coinciden en indicar que un pH fecal alto se
asocia a un incremento en la carcinogénesis coldnica o lo que es lo
mismo, hay evidencias epidemiolégicas que indican que la acidificacion
de las heces puede proteger contra la induccién tumoral (129-132).

La fibra de la dieta es un posible protector contra el CCR a través de su
efecto sobre el metabolismo de los acidos biliares (disminucién del acido
desoxicélico y aumento del acido colico) y su efecto de disminuir el pH
(133-136).

El pH fecal puede ser manipulado a través de la dieta (137), aunque hay
autores que indican, que consumir mucha fibra es insuficiente para reducir

el riesgo de desarrollar cancer de colon (138).
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El pH fecal es significativamente mas bajo en las colostomias derechas
gue en las izquierdas, y a su vez en ambas situaciones lo son mas que en

los pacientes con CCR (139).

5. ALTERACIONES GENETICAS EN EL CCR

Se sabe que el 25% de los pacientes diagnosticados de un CCR tienen
otro familiar afecto y se calcula que el 15% de todos los casos tienen un
componente hereditario. Por la historia previa de adenomas y por la
existencia de los sindromes familiares, el CCR es un modelo excepcional
para estudiar la carcinogénesis y justifica que el progreso en este campo
haya sido tan fecundo de una forma tan rapida y tan brillante.

Dentro del CCR se pueden distinguir claramente tres tipos diferentes: la
poliposis adenomatosa familiar (PAF) que representa un 0,01% de los
casos, el cancer colonico hereditario no polipésico (CCHNP) que
representa el 5-10% de los casos y el tipo esporadico o comin que
representa el 90% de todos los CCR. Se ha podido poner de manifiesto
que las alteraciones genéticas son amplias y numerosas, afectando genes
con misiones muy diferentes en la proliferacion y division celular. Asi se
han visto alteraciones en oncogenes como ras, myc, HER-2 / neu, genes
supresores de tumores como son DCC, APC y p53 y genes reparadores
del DNA como el MSH2, MLH1, PMS1, PMS2 y MSHG/GTBP (140-145)

El cancer de colon esporadico se presenta sobre todo en ancianos,
circunstancia compatible con la teoria que afirma que una célula ha de
acumular cuatro o cinco defectos, incluyendo actividad mutacional de
oncogenes e inactivacion de genes supresores tumorales, para que llegue
a experimentar una transformacién maligna completa. Si en el momento
de nacer ya existen uno o mas de estos defectos en forma de anomalias
germinales, no son necesarias tantas mutaciones ulteriores para una
transformacion completa, y la enfermedad hara su aparicion de forma mas

precoz.
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5.1. LOS POLIPOS ADENOMATOSOS

Los pélipos de colon se clasifican en neoplasicos y no neoplasicos. Entre
los primeros se encuentran los adenomas y entre los segundos los
poélipos hiperplasicos, los hamartomatosos, los inflamatorios, los mucosos
y otros. La relacion entre los polipos neoplasicos y el CCR es tan estrecha
que en realidad se cree que existe una secuencia adenoma-cancer. Se
considera que un 50% de la poblacién presenta adenomas, llegandose a
un 75% cuando se trata de personas de mas de 60 afos de edad,
mientras que un 30% de estos adenomas son mdltiples. En una gran
mayoria de los casos estos pdlipos tienen menos de un centimetro de
diametro, lo que implica una relativa benignidad aunque se sabe que con
la edad aumentan de tamafo y por lo tanto el riesgo de transformacion
cancerigena. La caracteristica fundamental de los pélipos malignos es la
peculiar proliferacion que presentan. En la mucosa normal del colon es
posible diferenciar tres zonas bien diferenciadas en lo que concierne a su
capacidad de division celular, es decir la capacidad de sintetizar ADN. La
zona de proliferacion celular situada en el tercio inferior de las criptas de
Lieberkihn, esta compuesta por células con capacidad para la sintesis de
ADN. En la zona media o zona de transicién celular la capacidad de
divisién esta inhibida, por lo que la proliferacion esta anulada. Finalmente,
en la zona superior se encuentran las células maduras, que ya estan
perfec_:tamente especializadas. Este proceso es preciso para que las
células que se descaman desde la mucosa sean sustituidas. En los
pélipos neoplasicos, la division y la proliferacion celular y por tanto la
sintesis de ADN se produce en todas las zonas, rompiéndose el equilibrio
de produccién y descamacion, dejadndose de realizar la diferenciacion, por
lo que los podlipos neoplasicos presentan lesiones de atipia y displasia que
puede ser leve, moderada o0 severa, segun el tamafno nuclear, la
existencia de pleomorfismo nuclear, el numero de figuras mitéticas y la
disminuciéon de la capacidad secretora de moco. Los adenomas se-
clasifican en tubulares, vellosos y tubulo-vellosos. La capacidad de

transformacion neoplasica respectivamente es de un 5, 40 y 22%.
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Los sindromes familiares hereditarios de CCR son: la PAF, el CCHNP vy el
sindrome del adenoma plano (SAP), aunque los dos primeros son los que

se han estudiado genéticamente y en biologia molecular.

5.1.1. Poliposis adenomatosa familiar (PAF)

Es una enfermedad conocida hace tiempo pero de la cual sus bases
moleculares han sido descritas recientemente (141). Es una enfermedad
en la que se observan cientos o miles de pdlipos adenomatosos en la
segunda o tercera décadas de la vida, que dejada a su evolucion, a los 50
afos de edad, el 100% de los pacientes ya han desarrollado un cancer.
Fue en 1986 cuando Herrera (146), mediante estudios citogenéticos,
identific6 en un paciente con poliposis y retraso mental la existencia de
una deleccién del cromosoma 5q, dandose el primer paso que culminaria
en 1991 con la identificacion del gen APC (adenomatosous polyposis coli)
(147, 148). Este gen codifica para una proteina supresora de gran
tamafio, con mas de 2.500 aminoacidos. La mayoria de las mutaciones
son puntuales nulas (41%), de insercién de 1 o 2 bases (3%) o de
delecciéon de 1 a 5 bases (56%), las cuales dan lugar a una proteina
truncada y por tanto a un producto proteico inactivado. Las mutaciones de
APC han sido vistas en el 83% de los pdlipos displasicos, pero no en las
lesiones hiperplasicas, y diferentes mutaciones tienen diferente
expresividad, y son el acontecimiento genético mas temprano en la
progrési(’)n del CCR y que incluso puede ser la lesion iniciadora (149-151).
También se puede ver y es frecuente que asi sea una mutacién de APC
en los carcinomas esporadicos. El 33% de las mutaciones se encuentran
en solo tres codones (1.061, 1.309, 1.465) mientras que el resto estan
dispersos en otros codones. La proteina APC, actua como gen frenador,
lo que significa que su inactivacion es necesaria para que se pueda iniciar
la proliferaciéon celular. Esta proteina se encuentra en el epitelio colonico
en el tercio superior de las criptas e interviene a través de la induccion de-
la apoptosis en la renovacién del epitelio.

Las familias que no presentan hipertrofia congénita del pigmento de la
retina como marcador clinico de la PAF tienen generalmente una

mutacién 5°para el exdn 9 del gen APC (152).
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5.1.2. El cancer colorrectal hereditario no polipésico (CCHNP)

El CCHNP fue descrito por primera vez en 1913 por Alfred Warthin (153),
pero ha sido Henry Lynch en varios trabajos el que ha definido este
sindrome (86,154-156). Representa aproximadamente un 6% de todos los
CCR. En los EEUU en 1998 se diagnosticaron 13.000 casos.

Existe una gran heterogeneidad genética, habiéndose involucrado al
menos 4 genes reparadores del ADN (MSH2, MLH1, PMS1 y PMS2). La
mas habitual es la alteracion en el MSH2 (60%) localizada en el
cromosoma 2p16, seguida del MLH1 (30%) localizada en el cromosoma
3p21 (157). Todos estos genes codifican enzimas que tienen que ver con
la vigilancia del ADN; si falla alguna de ellas, los errores en las bases de
replicacion no seran reparados y apareceran mutaciones gendmicas.
Recientemente se ha descrito la asociacion de CCHNP con gen MLH1 y
adenocarcinoma de intestino delgado en el angulo de Treitz (158).

5.2. OTRAS ALTERACIONES MOLECULARES

5.2.1. Oncogenes

Ademas de lo anterior en el CCR han sido descritas alteraciones de
ciertos proto-oncogenes y genes supresores. De entre los oncogenes el
mas frecuentemente alterado es el k-ras, que en el 50% de los adenomas
de mas de 1 cm de diametro y de los carcinomas presenta una mutacién
en el codon 12 y mas raramente en el 13 o en el 61. Estas alteraciones
estan relacionadas con el tamafio y el grado de displasia celular.
Mutaciones del gen k-ras se han descrito en adenomas de tamarfio
intermedio de poco tiempo de evolucion, en el seguimiento en el tiempo y
tras su cancerizacion (159). Por el contrario en adenomas menores de 1
cm de diametro no se presentan en mas de un 10% de los casos (160).
Parece por tanto que k-ras interviene en fases tempranas de la progresion
tumoral (desde luego antes de DCC y p53), pero posterior a APC. No
parece haber relacion entre la mutacion k-ras y la localizacion del tumor;
el grado de diferenciacion o la supervivencia (161, 162).

Las mutaciones N-ras se presentan en muy pocos casos y las mutaciones
H-ras no han sido descritas. Se han detectado alteraciones en otros
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oncogenes como el myc localizado en el cromosoma 8g24, el myb y el

her-2, pero no son verdaderas mutaciones sino sobreexposiciones.

5.2.2. Genes supresores: p53 y DCC

Los genes supresores de tumores pueden verse alterados en el CCR.
Estas alteraciones pueden ser mutaciones o delecciones en los
cromosomas 17p (p53), 18q (DCC) y 5q (APC). Las pérdidas alélicas que
afectan al cromosoma 17p (p53) afectan a méas del 75% de los
carcinomas. Las alteraciones de p53, son eventos tardios en la transicion
de adenoma a carcinoma. El p53 actia como un activador transcripcional
y afecta genes involucrados en el ciclo celular como WAF1, CP1, p21 y
GADDA45, pero ademas el p53 actta controlando la apoptosis a través de
genes como bax y bcl-2. Su expresion induce una parada en el
crecimiento celular o la apoptosis y su mutacién o deleccion a una
amplificaciéon del ADN y por lo tanto a errores graves que conducen a un
cancer.

Los valores de p53 se cree que pueden ser utiles en el seguimiento y
pronostico del CCR (163-166).

Otro gen supresor alterado en el CCR es el DCC, gen situado en el
cromosoma 18q (167), ha sido detectado en el 70% de los CCR y en el
50% de los adenomas avanzados, siendo raro en los adenomas iniciales,
Es interesante decir que el 100% de los casos con metastasis hepaticas,
tienen el DDC mutado. Al parecer juega un importante papel pronéstico
(168).

Otro oncogen supresor que parece estar implicado en la carcinogésis
colorrectal es el p27 (169), el cual inhibe la activacién de las ciclinas
dependiente de quinasas D y E, inductoras del paso de G1 a S en el ciclo
celular, y parece tener implicaciones prondsticas, ya que su baja o nula
expresion se asocia con una menor supervivencia, pero faltan estudios

que lo confirmen.

5.2.3. Metilacion
Ademas de todas las alteraciones genéticas mencionadas, también

parece importante en el desarrollo del CCR la metilacién (170), dado que
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interviene en el metabolismo de la citosina nucledsido y finalmente en la
regulacion de la expresion genética. Por ejemplo los acidos biliares al
llegar al colon son metabolizados, generando productos quimicos
altamente metilantes que pueden dafar el ADN y por tanto provocar
mutaciones. La hipometilacién inhibe la condensacion cromosémica, que
se traduce en alteraciones mitéticas que generan pérdidas o ganancias de
fragmentos cromosomicos, por el contrario la hipermetilacion de un gen
supresor de tumores puede inhibir su expresion como le ocurre al p16,
que al ser hipermetilado no se expresa correctamente y no realiza su
funcién inhibidora (171).

5.3. RESUMEN GENETICO E IMPLICACIONES PRACTICAS (tablas 3 y
4)

En 1990 Vogelstein (160) propuso un modelo tumorigénico del CCR
conocido como modelo genético de Vogelstein, en el que la secuencia
seria: epitelio normal, displasia, adenoma temprano, adenoma tardio,
carcinoma, metastasis. En este modelo se requeririan al menos siete
alteraciones genéticas (141), aunque lo importante no es el orden en que
se produzcan sino la acumulacion de ellas.

La PAF esta causada por las alteraciones del gen APC, lo que condiciona
la aparicion de cientos de adenomas benignos que progresan a la
malignidad precisando la secuencia de mutaciones acumuladas
sucesivamente de ras, p53, etc. En el caso de CCHNP, presentan la
misma frecuencia de adenomas que la poblacién general, sin embargo,
las células de los adenomas con alteraciones en la reparacion del ADN
adquieren mutaciones con gran rapidez y frecuencia, lo que determina la
acumulacioén de alteraciones de oncogenes y genes supresores que dan
lugar a una rapida progresién hacia la malignizacién.

Las mutaciones de APC y las hipometilaciones se producen de manera
muy temprana y determinan los pasos de epitelio normal a epitelic
proliferativo y adenomas de menos de 1 cm, mientras que las mutaciones
de ras y DCC son mas prevalentes en los adenomas displasicos mayores
de 1 cm. La mutacién p53 ocurre mas tardiamente en la transicion a

carcinoma.
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El avance en la biologia molecular permite definir practicamente todas las
alteraciones genéticas que pueden estar implicadas en el CCR, pero el
coste econdmico es muy alto y el conocimiento real de lo que significan
estas alteraciones bajo, por lo que hay que seguir investigando en este

campo y en otros campos para conocer mas y mejor el CCR.
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Tabla 2. Cambios genéticos mas estudiados en el CCR esporadico

Modificacion Posicién Frecuencia Funcién molecular Fase
genética postulada de
la secuencia
de adenoma a
carcinoma
Oncogenes
k-ras Cromosoma 12 40% El mutante ras-p21 es|Intermedia de
estable en el estado -
activo de transmision de | PEA4eN° a
la sefal, permitiendo la|gran adenoma
proliferacion celular y la
pérdida de la adehesion
Myc Baja Induce proliferacién Desconocida
celular
Genens supresores tumorales
APC Cromosoma 5 >60% La proteina mutante fija | Precoz
el TS, causando pérdida | formacién de
de adhesion y una adenoma
posible transformacion
MCC (mutado en | Cromosoma 5 60% Desconocida Desconocida
el CCR)
p53 Cromosoma 17 75% La mutacién impide la | Tardia de
apoptosis y la deteccion | adenoma a
Gl (no permitiendo la | carcinoma
reparacién del ADN)
DCC (con Cromosoma 18 30% La pérdida de TS causa |Intermedia de
deteccién en el la pérdida de la adhesién | pequefio a
CCR) normal gran adenoma
NFI GAP Cromosoma 17 14% La pérdida de TS permite | y de adenoma
el incremento del ras-p21 | a carcinoma
unido al GTP
Genes de metastasis
MM23 Baja Desconocida Muy tardia
Hipometilacién A través del Desconocida Permite una Precoz
: genoma sobreexposicién de los | formacion de
oncogenes los adenomas

TS: tipo salvaje, Gl: gastrointestinal

Tabla 3. Posibles programas de cribado del CCR para poblaciones de

riesgo.

Grupo de riesgo

Programa de cribado

Miembros de familias co PAF

Cribado de la mutacibn genética del APC
identificable. Si es positiva colonoscopia con o sin
colectomia

Miembros de familias con CCHNP

Familiares de primer grado colonoscopia cada 2-3
afos. Si los adenomas aumentan de afio en afio

Antecedentes familiares

Inicialmente SOH y colonoscopia, si es normal
repetirla cada 5 afios y la SOH cada 2. Si es
anormal tratamiento y repetir el cribado cada afio

SOH: Sangre oculta en heces
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6. ANATOMIA PATOLOGICA

6.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Desde el punto de vista macroscopico, los carcinomas colorrectales
presentan cuatro formas: la ulcerada, la polipoidea, la infiltrante y la
coloide. La forma mas frecuente es la ulcerada que predomina en el colon
izquierdo y tiende a obstruir la luz, suele infiltrar hasta la submucosa, es
de bordes sobreelevados y puede perforarse y producir fistulas.

Los tumores polipoides son de crecimiento exofitico, menos frecuentes y
suelen corresponder a tipos histolégicos de bajo grado y menor
infiltracion, por este motivo tienen generalmente mejor pronéstico que las
formas ulceradas. Estos tumores se encuentran preferentemente en colon
derecho (172).

El carcinoma infiltrante o escirro se localiza preferentemente en el recto y
la unidbn recto-sigmoidea. ElI tipo coloide suele aparecer
macroscopicamente como un tumor voluminoso y blando, es frecuente
observarlo en pacientes con carcinomas hereditarios no asociados a
poliposis, en los afectos de colitis ulcerosa y en los jévenes.

En raras ocasiones el CCR puede adopta la forma de crecimiento con
engrosamiento difuso y rigido de la pared intestinal, con poca afectacion
de la pared luminal, similar a la linitis plastica del estbmago (173).

Los adenocarcinomas de colon proximal (ciego y colon ascendente)
tienden a ser grandes, excrecentes y voluminosos. En el colon mas distal
y en el recto, los tumores afectan mas a menudo a una mayor parte de la
circunferencia de la pared intestinal por lo que pueden producir una
constriccion anular.

Los carcinomas colorrectales pueden ser miultiples en el 3-6% de los

casos, aunque en alguna serie estas cifras se elevan al 18% (174-176).

6.2. TIPOS HISTOLOGICOS

6.2.1. Adenocarcinoma

Aproximadamente el 75-85% de los CCR son adenocarcinomas (174-
176). Histolégicamente se caracterizan por la formacién de glandulas con
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mayor o menor grado de diferenciacion, y segun ésta se dividen en bien
diferenciados, moderadamente diferenciados y poco diferenciados.

El grado de diferenciacion de los adenocarcinomas se establece
fundamentalmente en base a la arquitectura o la configuracién tubular o el
grado de polaridad nuclear. Los bien diferenciados presentan tabulos
simples o complejos con aspecto pseudocribiforme, las células suelen
mantener cierta polaridad con los nulcleos basales y son de tamafio
uniforme (177). Los moderadamente diferenciados muestran tubulos
simples o complejos o ligeramente irregulares, cuya polaridad nuclear se
pierde o es dificimente identificable. Los adenocarcinomas poco
diferenciados se caracterizan por la presencia de glandulas irregulares o
ausencia de su formacion, con pérdida de polaridad nuclear. El 15-20%
de los adenocarcinomas son bien diferenciados, el 60-70%

moderadamente diferenciados y el 15-20% poco diferenciados (178).

6.2.2. Carcinoma mucinoso

La produccion de moco por los adenocarcinomas es un hecho frecuente.
Deben distinguirse dos formas de carcinomas mucosecretores: el
carcinoma coloide o mucinoso, caracterizado por grandes cantidades de
moco situado fuera de las células y una variante mas rara constituida por
células con moco intracitoplasmatico y nldcleos localizados
periféricamente, dispuestos individualmente o en grupos sueltos y
extendidos difusamente por la pared, que son las células en anillo de
sello. El carcinoma mucinoso constituye aproximadamente el 15% de los

tumores colorrectales (179).

6.2.3. Carcinoma de células pequerias

Es un tumor infrecuente que histolégicamente se parece al carcinoma de
células pequenas pulmonar (180). Algunos presentan focos de
diferenciacion glandular o mucinosa. En la mayoria de los casos sé

localizan en el colon ascendente (181).
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6.2.4. Otros tipos histolégicos

El carcinoma escamoso puro de colon es extremadamente raro, con una
incidencia de entre el 0,25y el 0,50% (173).

El carcinoma adenoescamoso en el cual hay elementos glandulares y
escamosos entremezclados es un tipo histoldgico que se da en una
frecuencia muy baja (177).

Hay descritos casos de adenocarcinomas colorrectales con diferenciacion
a coriocarcinoma en el que coexisten areas de adenocarcinoma con areas
de diferenciacion trofoblastica con células gigantes multinucleadas dei tipo
sincitiotrofoblastico y en las que se puede demostrar la produccion de
gonadotrofina coriénica (182).

En el apéndice el tumor mas frecuente es el carcinoide (183).

6.2.5. Lesiones pre-neoplasicas
Hay una serie de lesiones que se comentaran a continuacion, que

predisponen en su evolucién a una lesion neoplasica.

6.2.5.1. Lesiones predispiasicas

Aparece disminuida ligeramente la cantidad de moco de las células
caliciformes y/o pseudoestratificacion leve en algunas células de la cripta
de forma difusa en toda la mucosa.

6.2.5.2. Focos de cripta aberrantes (FCA)

Corresponde a una disminuciéon de moco intracelular, con intensa basofilia
y pérdida de polaridad y alineacién en la cripta.

6.2.5.3. Placa linfoide

Corresponde a un acumulo de foliculos linfoides, con repercusion
macroscopica a modo de area de sobreelevacion de la mucosa, que
puede oscilar entre 1-3 mm de eje mayor.

6.2.5.4. Displasia leve

Alargamiento progresivo glandular, giro nuclear desde perpendicular
hasta paralelo a lo largo del eje celular, ligero aumento de la poblacion
celular y pseudoestratificacion leve. Este estadio es dificil de distinguir de
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las criptas reactivas que aparecen en la inflamacion inespecifica de la
mucosa.

6.2.5.5. Displasia moderada

Existe pseudoestratificacion pero no completa, ya que el citoplasma mas
apical rechaza el nucleo celular hacia la base, observandose un mayor
volumen nuclear de las células apicales. Este grado de displasia incluye
elongacion y dilatacion de las criptas, con un marcado incremento de la
produccion de celularidad de la cripta, proliferacion del compartimento
basal, asi como aparicion de figuras mitéticas.

6.2.5.6. Displasia severa

Los nucleos se disponen desordenadamente respecto al eje celular y
respecto a las células contiguas, con una verdadera psudoestratificacion,

siendo el volumen nuclear mayor.

6.3. GRADO DE INVASION Y DIFERENCIACION

El adenocarcinoma que no sobrepasa la membrana basal se le conoce
con el nombre de carcinoma in situ.

La via de propagacion y diseminacion del CCR puede ser directa (por
contigliidad), linfatica, hematica o por siembra peritoneal. En lo que
respecta a la primera pocas veces sobrepasa mas alla de 2,5 cm del
borde macroscépico del tumor, aunque, en los casos muy indiferenciados,
esta distancia puede ser mayor. Por este motivo puede considerarse
como segura y suficiente la escision quirtrgica, con fines curativos de una
neoplasia que incluya 5 cm libres de afectacion en sus margenes.

La propagacion por via linfatica tiene gran relevancia ya que se trata de
uno de los criterios basicos para decidir la amplitud de la exéresis
quirargica. Es importante sefialar que las adenopatias de tamario y
consistencia normal pueden mostrar tejido metastasico y a la inversa, por
lo que habra de practicarse la exéresis total de las vias de drenaje
linfatico correspondientes al segmento intestinal afecto ante la reseccion
de un CCR con intencién curativa. Se ha visto que existe una correlacién
positiva entre el grado de afectacidbn ganglionar y el grado de

diferenciacion celular del tumor (184).
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Las metastasis hematicas no son infrecuentes y se localizan
principalmente en el higado, en segundo lugar en el pulmén vy,
excepcionalmente, en las glandulas suprarrenales, hueso y rifién (184).

La propagacion por siembra peritoneal es poco frecuente pero muy grave
porque implica que el tumor es irresecable con fines curativos. Se inicia
con la formacién de nédulos en la proximidad de la lesidon y en fases mas
avanzadas, aparece ascitis y siembra nodular metastasica por todo el
peritoneo.

La clasificacion del CCR basada en la extension directa del tumor y en la
presencia de metastasis fue introducida por Dukes, modificAndose
posteriormente con la intencion de incrementar su valor pronéstico. La
modificacidon empleada con mayor frecuencia es la de Astler-Coller y

nuevamente modificada posteriormente por Gunderson (tabla 4) (185).

Tabla 4. Clasificacién de Dukes modificada del CCR

Estadio A: tumor localizado en la mucosa que no llega a la muscularis
mucosae. Ganglios negativos. Corresponde al estadio A de Dukes.
Estadio B: tumor que invade la muscularis mucosae. Ganglios negativos.
Bi: se extiende a la muscularis mucosae sin rebasar la pared.
Corresponde al estadio A de Dukes.

B,: extensidn macroscépica a través de toda la pared intestinal.
Corresponde al estadio B de Dukes.

Bs: extension microscépica a través de toda la pared intestinal.
Corresponde al estadio B de Dukes.

Estadio C: tumor con compromiso de los ganglios linfaticos regionales.

C1; se extiende hasta la muscularis mucosae sin rebasar la pared
intestinal. Corresponde al estadio C de Dukes.

C,; extension macroscopica a través de toda la pared intestinal.
Corresponde al estadio C de Dukes.

Cs: extension microscopica a través de toda la pared intestinal.
Corresponde al estadio C de Dukes.

Estadio D: Metastasis a distancia, incluyendo las hepaticas y peritoneo y

visceras no adyacente.



La importancia de esta clasificacion estriba, precisamente en su valor
pronéstico. El grado de penetraciéon tumoral se correlaciona fuertemente,
tanto con el nimero de adenopatias afectas, como con la incidencia de
recurrencias locales después de la reseccion quirargica. Por otro lado,
existe un aumento significativo en la supervivencia, a los cinco afios, en
los pacientes con menor grado de penetracion del tumor en la pared
intestinal (185).

En casi todos los canceres humanos, el tamafo tumoral se correlaciona
con la diseminacion local y a distancia. La mayoria de los estudios
observan un mejor prondstico, tanto en lo que respecta a la supervivencia
como a la aparicién de metastasis, en los pacientes con tumores menores
de 3 cm de diametro, puesto que existe una correlacion positiva entre el

tamano tumoral y el nivel de penetracién en la pared intestinal (186).

7. LOCALIZACION

El CCR puede localizarse en cualquier parte del colon, pero por orden de
frecuencia, la localizacién es la siguiente: recto (60%), sigma (20%), colon
derecho y ciego (12%), colon descendente (7%), colon transverso (6) y en

ultimo lugar con un 5% el colon ascendente (187).

8. MANIFESTACIONES CLINICAS

Los sintomas con los que aparece el CCR, se relacionan, por regla
general, con su tamafio. En las fases precoces es un proceso
asintomatico. Cuando se presentan los sintomas, los mas frecuentes son
el dolor abdominal y los derivados de los fendmenos hemorragicos.

La hemorragia y el cambio en el ritmo deposicional se presentan en
estadios mas iniciales que la palpaciéon de una masa en el abdomen, la
anemia o la perforacion y la oclusion intestinal, que indican un proceso

mas avanzado.
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Segun la localizacion del tumor apareceran determinadas manifestaciones
clinicas con mayor frecuencia que otras. Las neoplasias localizadas en el
colon derecho suelen alcanzar mayor tamafio que las de colon izquierdo y
el recto. El sindrome anémico constituye, con frecuencia, la primera
manifestacion clinica del proceso. También es posible la aparicién de
dolor abdominal y la palpacién de una masa en la zona.

En el colon izquierdo los sintomas mas habituales son el dolor y las
alteraciones en el ritmo intestinal, debido a la tendencia que tienen estos
tumores a estenosar la luz. El cambio del ritmo suele cursar con
estrefiimiento pero en ocasiones puede aparecer la falsa diarrea
secundaria a la licuefaccion de las heces retenidas por encima del tumor.
Los tumores de recto suelen cursar con rectorragias, tenesmo y alteracion
del ritmo intestinal. A veces por invasion local pueden afectarse la vejiga,
pared vaginal o nervios circundantes, produciendo dolor perianal o sacro.
Se han descrito varios casos de mionecrosis espontanea recurrente por
Clostridium asociado al CCR (184, 188-191).

9. METODOS DIAGNOSTICOS

Cuando se sospecha una neoplasia de colon debe examinarse el colon
por medio de una pancolonoscopia siempre que sea posible, si no es asi,
por medio de una enema opaca de doble contraste o wuna
rectosigmoidoscopia. Hoy en dia existe la posibilidad de realizar una
colonoscopia virtual por medio de una tomografia computorizada (TAC)
helicoidal (192).

La TAC convencional y la Ecografia sirven para el estudio de extension de
la enfermedad y especialmente para detectar las metastasis hepaticas,
aunque cada vez mas se va extendiendo el uso de la resonancia
magnetica nuclear (RMN) (193, 194) y de la tomografia por emisién de
positrones (PET SCAN) (195) con esta finalidad.

En los dltimos afios se ha preconizado el uso de la ecografia transrectal

dada su capacidad para visualizar directamente el grado de extension

53



local (en profundidad) del tumor situado a menos de 12 cm de ano y

valorar la presencia de adenopatias en el mesorrecto (197).

10. CRIBADO Y PREVENCION

Entre las premisas necesarias para poder llevar a cabo un programa de
cribado en cualquier tipo de cancer, estan la disponibilidad de un analisis
de cribado que sea sensible y especifico y alguna probabilidad que la
deteccion pecoz de la enfermedad dé lugar a que puedan visitarse mas
pacientes potencialmente curables con el tratamiento quirdrgico.

La prevencién primaria consiste en identificar factores genéticos,
biol6gicos y ambientales, relacionados con la etiologia y la patogenia de
la enfermedad, para eliminar sus efectos sobre la carcinogénesis.

Dentro de las recomendaciones dietéticas para prevenir el CCR se
incluyen: aumentar el consumo de fibra (94-95) y grasas monoinsaturadas
(aceite de oliva y de pescado), disminuir el consumo de grasas
polisaturadas y como hemos visto anteriormente recomendar el consumo
de calcio, inhibidores de las prostaglandinas y vitaminas A, E y C (99,
101, 102).

Dentro de los estudios genéticos, la identificacidn de miembros de una
familia afectos de sindrome de poliposis adenomatosa familiar (149-150) y
sindrome de Lynch (156).

El objetivo de la prevencion secundaria consiste en identificar y eliminar
lesiones preneoplasicas (pdlipos adenomatosos) y neoplasia en estadios
precoces (198), con la finalidad de mejorar el prondstico y disminuir la
mortalidad. La identificacion de estas lesiones puede hacerse mediante
diversas técnicas, pero las que estdn en mayor auge hoy en dia son: la
determinacion de sangre oculta en heces (199, 200), la determinacion de
marcadores tumorales como el CEA, CA19-9, CA50 y el CA195 (aunqué
ninguno de ellbs es un marcador especifico) (201) y la

rectosigmoidoscopia-colonoscopia (202).
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11. INTERVENCIONES QUIRURGICAS EN EL CCR

A pesar de los avances tan importantes experimentados en el desarrollo
de la biologia molecular y la genética, la cirugia sigue siendo en la
actualidad el tratamiento fundamental para conseguir la curacion de los
enfermos afectos de un CCR. Los principios fundamentales del
tratamiento quirargico no han sufrido modificaciones en los ultimos afios.
Sin embargo, la introduccion de nuevos procedimientos diagndsticos
como son la ultrasonografia intraluminal y la ecografia perioperatoria, asi
como los avances tecnoldgicos y el mejor conocimiento de las vias de
propagacion han permitido realizar una cirugia menos mutilante, y

desarrollar el tratamiento local de muchos tumores.

11.1. TRATAMIENTO RADICAL DEL CCR

El tratamiento quirargico curativo del cancer colorrectal requiere una
operacion radical del mismo, la cual supone la extirpacion total del tumor
con suficientes margenes de seguridad, los &érganos contiguos
potencialmente afectados, la vascularizacion del tumor y los ganglios
linfaticos tributarios del territorio donde asienta. La localizacion del tumor
condiciona la cantidad de colon o recto a resecar. Pero, ademas, es
necesario tener en cuenta que la distribucién linfatica corre paralela a la
irrigacién arterial, por lo que las arterias que nutren el colon y el recto
condicionaran la extirpacién de los ganglios linfaticos tributarios del area
del colon que debe ser extirpada.

Uno de los principios fundamentales de las resecciones oncoldgicas es
que deben extirparse en bloque, comprendiendo el tumor, los ganglios
linfaticos y los 6rganos adyacentes invadidos por el tumor (242).

Existe un total acuerdo sobre la extension de la reseccién en los canceres
del colon proximal. Asi, los canceres de ciego, colon derecho y angulo
hepatico seran tributarios de hemicolectomia derecha; hemicolectomia
derecha ampliadé para los tumores del transverso proximal vy
hemicolectomia izquierda para los tumores del angulo esplénico, colon

descendente y sigma. Para los tumores del recto se aconsejé hasta
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finales de los afios setenta, realizar la amputacion abdominoperianal
como operacion ideal, pero hoy en dia y a la vista de la morbilidad
existente (inconveniencia de la colostomia), se aconseja como tratamiento
radical del cancer de recto la conservacion de los esfinteres, lo cual evita
al enfermo la colostomia permanente, y realizar anastomosis colorrectales
en tumores con margenes minimos de 2 cm (243), o la extirpacion rectal
completa seguida de anastomosis coloanal en los canceres situados en la
parte inferior del recto (244) o la técnica de Kraskie (abordaje transsacro).
Quirke (245) sugiere que son mas bien los bordes de reseccidn
mesorrectal laterales o tangenciales que no los distales, los que
determinan el porcentaje de recidivas. La extirpacion del mesorrecto
(TMG) tiene como principio prolongar la linfadenectomia al territorio distal
del recto cuando se efectiia una reseccién anterior. Heald demostrd que
la TMG disminuye significativamente el indice de recidiva del cancer de

recto a cifras muy bajas.

11.1.1. Factores pronésticos tras cirugia radical

Segun varios estudios de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en
1989 (246, 247) tras una intervencion potencialmente radical, se han
enumerado una serie de factores, que marcan el prondstico de los
tumores colorrectales. Entre los factores relacionados con el tumor estan:
1) el estadiaje histoldgico seglin los parametros de la clasificacion de
Dukes modificada, 2) el margen de reseccion distal, 3) los margenes
laterales (en profundidad y en mesenterio), 4) la inclusion en la pieza
extirpada de las adenopatias, en el mesenterio correspondiente, 5) la
invasion venosa del tumor, 6) la existencia de micrometastasis
ganglionares, 7) la expresion de marcadores bioldgicos, tanto moleculares
como geneticos en el tumor extirpado y 8) la diferenciacion celular del
tumor, si bien, en ésta lltima se demuestra como un parametro poco

objetivo y poco reproducible, y por ello, con valor prondstico limitado.

11.1.2. Mortalidad postoperatoria (MPO) en los estudios experimentales
En los primeros estudios en cirugia en ratas, llevados a cabo por

Navarrete (248) en 1967, la realizacion de una colostomia conllevaba una
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tasa de mortalidad antes del sacrificio de casi un 52% de los ejemplares.
En un estudio en ratas, sometidas a una colostomia transversa (249), la
MPO fue del 19%, siendo la del final del estudio del 37%, otros estudios
(250, 251) la presentan algo mas baja, pero en el primero de ellos, sélo
valoraba las tres primeras semanas tras la cirugia y no las cuatro

habituales en la mayoria de los trabajos.

11.1.3. Efecto del traumatismo sobre la mucosa

Las suturas que se realizan en las intervenciones quirlrgicas en estudios
sobre cancer experimental, se ha demostrado que incrementan el nimero
de tumores en las proximidades de las mismas (248, 252-254). Este
fenébmeno es parecido al frecuente incremento de cancer de colon que se
observa en las suturas en el hombre (255). EI mecanismo por el que se
produce este efecto no esta aclarado, aunque se propone la teoria de la
proliferacion celular como respuesta a la agresion (229, 252, 256), otros
autores consideran que la agresion que la sutura produce, ejerce un papel
mas de promotor que de carcindgeno per se, y que en ausencia de un
carcinégeno no es facil que se produzca dicho incremento tumoral (257).
Varios tipos de suturas han sido comparados y varios estudios
demuestran que las suturas de material no absorbible son especialmente
propensas a incrementar el desarrollo de tumores en las anastomosis
(253, 258-261).

Hubens (249) ha demostrado recientemente un incremento de la tasa de
proliferacion celular de las criptas de las anastomosis realizadas con
material no absorbible, asi como una permanencia en el tiempo de ese
incremento indicando que lo que realmente influye en la formacion
tumoral es el proceso de eliminacién de las suturas como ya habia
indicado O'Donnell (255).

Hay autores que consideran que las diferentes técnicas quirdrgicas
empleadas, considerando que los efectos deletéreos de la tension’
maxima de la sutura se relacionan con la disminucién de la perfusidon
local, lo que conllevaria a un menor acceso de las sustancias inhibidoras
de las proteinasas y secundariamente a una mayor proliferacion tumoral
(262).
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11.1.4. Efecto de la ausencia del contenido fecal en la carcinogénesis

Las exclusiones coldnicas (intervenciones consistentes en evitar el
contacto del contenido fecal con la mucosa colénica) se ha publicado que
tienen un efecto beneficioso, al disminuir la incidencia de CCR, en
modelos experimentales en ratas inducidas con carcinégeno (220, 221,
248, 251). Incluso se ha publicado que los tumores que se desarrollan en
segmentos en contacto con heces son de mayor tamafio que los
desarrollados en segmentos desfuncionalizados (250), y que los
adenomas degenerarian mas rapidamente a carcinoma en el segmento
funcionante (221, 263, 264). Los tumores que aparecen en ratas
sometidas a una induccidén tumoral con DMH no presentan diferencias
histolégicas entre los tumores del segmento funcionante y el
desfuncionalizado (219, 265).

El hecho de la menor incidencia de CCR en las colectomias parciales de
origen no tumoral es explicado por el transito intestinal mas rapido, lo que
disminuye el tiempo de contacto y exposicion de la mucosa coldnica con
ciertos cocarcindgenos como los acidos biliares (266).

En un trabajo clasico como es el de Morvay de 1989 (265) en el que
realiza una serie de anastomosis con exclusiones de segmentos del
colon, observa que no aprecia ningan tumor en los segmentos excluidos,
relacionando este hecho con la minima concentracion de 4cidos biliares
en los mismos. Rubio (220) demuestra que la carcinogénesis coldnica
inducida con DMH se reduce considerablemente, sin anularla, con la
ausencia de contacto fecal.

En las colostomias se produce una reduccion de los tumores en el colon
distal a ellas, como se ha podido comprobar en varios trabajos (220, 266),
y un incremento tumoral en las mismas (253), apoyando la hipétesis del

incremento de la carcinogénesis mediada por componentes de las heces.

12. CARCINOGENESIS COLONICA EXPERIMENTAL

12. 1. RAZONES PARA EL USO DE MODELOS EXPERIMENTALES DE
CARCINOGENESIS
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Como hemos dicho ya anteriormente los esfuerzos en el estudio del CCR
han de ir dirigidos en la direccién de la prevencidn, y esto nos obliga a
conocer en profundidad los aspectos basicos de la carcinogénesis.

Se sabe que los tumores inducidos quimicamente en roedores son los
mejores modelos a nuestro alcance para obtener resultados transferibles
a la situacion clinica en el ser humano, como se comenta mas adelante
(234).

La utilizacion de estos modelos experimentales animales se debe a la
gran dificultad existente para realizar estudios prospectivos, en seres
humanos, para la valoracion de diferentes variaciones ambientales, ya
que la tasa de crecimiento de los tumores es lenta y la edad de aparicion
avanzada, necesitdndose periodos de seguimiento largos para poder
evidenciar alguna causalidad epidemiolégica (203).

Los tumores intestinales de origen natural en murinos son
extremadamente raros como ya indicé Wells en 1938 al observar tan solo
19 ejemplares con tumores, tras la realizacion de la autopsia a 142.000
ratones (204). Asi se entiende la necesidad de producir las lesiones
experimentalmente, creando modelos reproducibles donde poder estudiar
la enfermedad y las variables que interesen como en el caso del cancer
de colon son la dieta, factores ambientales, etc. El primer trabajo sobre
carcinogénesis experimental intestinal fue publicado en 1941 por Lorenz y
Stewart que hallaron en ratones tratados con dibenzantreno y
metilcolantreno el desarrollo de multiples tumores de intestino delgado
pero ningun tumor de colon (205). En 1952 Walpole et al produjeron
adenocarcinomas de intestino delgado y colon en un pequefio grupo de
ratas tratadas con inyecciones subcutaneas de dimetiaminodifenol (206),
posteriormente han sido muchos los trabajos publicados de modelos de
carcinogénesis experimental que tienen especial atencién en ver las
diferencias entre la iniciacion y el desarrollo de los céanceres
experimentales y también las diferencias entre un carcinégeno y un
cocarcinégeno. .

Los modelos animales nos permiten estudiar, por tanto, las influencias
que pueden modificar el inicio y el desarrollo del cancer de colon, bajo

condiciones estrictamente controladas y disefiar las estrategias
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apropiadas para aproximarse al entendimiento de la etiologia y conseguir
los fines de prevencién, diagndstico y mejor manejo del cancer de colon

en el hombre.

12. 2. CARCINOGENESIS QUIMICA

Estos modelos en ratas y ratones suministran un correcto, preciso y
reproducible modelo de cancer de colon humano (207).

El primer efecto del carcinégeno en las células del epitelio colénico es la
metilacion del ADN (208), que ocurre principalmente en el colon, pero que
puede ocurrir también en érganos no diana del carcinégeno como el
higado y el rifidén (209). Después de un periodo inicial de disminucién de
la sintesis de ADN de pocos dias de duracion, se produce un aumento de
la proliferacién celular y la aparicion de figuras mitéticas en el tercio
superior de la cripta y en el epitelio de superficie (210). Tras dos o tres
meses de tratamiento existe una hiperplasia epitelial, una disminucién
global celular y areas de atipia focal (211). Tras cuatro a seis meses de
administracion del carcinbgeno aparecen adenomas y adenocarcinomas
microscopicos (212). Se han utilizado diferentes sustancias, siendo las
mas usadas, la 1,2-dimetilhidracina, la N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina
(MNNNG) vy el azoximetano. Pasaremos a hablar de la 1,2-

dimetilhidracina ya que es el agente carcinégeno utilizado en este trabajo.

12. 2. 1. DIMETILHIDRACINA

La 1,2-dimetilhidracina (DMH) es un potente agente carcin6geno, descrito
por primera vez por Druckrey en 1967 (213), y sintetizado desde 1973
(214), que administrado a una dosis de entre 10 y 20 mg/kg de
peso/semana induce tumores selectivamente en el colon de ratas, ratones
y hamsters (215), aunque también en otros lugares del organismo en las
ratas como duodeno, yeyuno y pabellon auricular (216, 217). El periodo
de latencia es de aproximadamente de seis meses, aunque reduciendo
las dosis a 7 mg/Kg se incrementa el tiempo de latencia a 1 afio, con
disminucion del numero de tumores extracoldnicos (218).

Parece ser que produce un mayor numero de tumores en el lado izquierdo

del colon que en el lado derecho por tres motivos, por una parte por la
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mayor susceptibilidad de la mucosa del colon izquierdo como ya indico
McGarrity en 1988 (219), en segundo lugar a la mayor concentracién de
sustancias toxicas e irritantes tras la deshidratacion de las heces en el
lado izquierdo y en tercer lugar a la reduccion del transito intestinal en el
colon distal (214, 219-221). En un trabajo publicado recientemente por
Park (222), observa que el indice de criptas aberrantes es mayor en el
lado izquierdo en dependencia de la dosis administrada, cosa que no
ocurre en el lado derecho del colon, lo que viene a dar la razén a los que
defienden (219, 223-225), la teoria de una secuencia adenoma-carcinoma
en el colon izquierdo, mientras en el lado derecho la carcinogénesis es de
novo.

Se han descrito varias fases en el proceso de carcinogénesisis de la DMH
(226-228) por el cual, aparece un déficit de la regeneracion epitelial (en
relacion al dafio celular ocasionado) hasta la semana 92 de induccién (a
dosis totales de 400 mg/kg de DMH); desde entonces, y hasta la 122
semana se produce una proliferacion de células atipicas y displasicas; en
la semana 252 (10 tras la finalizacion de la administracion) se presenta la
expansion de las lesiones neoplasicas; y a partir de entonces, comienza
la penetracion a través de la muscularis mucosae y la manifestacion del
comportamiento maligno del tumor. La organoespecificidad de la DMH
depende de reacciones de oxidacion catalizadas por reacciones
enzimaticas no identificables en el tejido diana. Estudios
autorradiograficos utilizando DMH marcada con C'* muestran que este
agente es captado por el higado aproximadamente 1 hora después de la
inyeccién y en las células epiteliales del colon 3 horas después de la
misma. La DMH es excretada primariamente por el pulmon y rifiones que
eliminan del animal aproximadamente un 50% de la dosis inyectada. Se
presume que el higado es el lugar primario de oxidacion de la DMH a
metilazoximetanol, que es transportado por via sanguinea y por la
corriente fecal al colon y a otros 6rganos (229), aunque otros estudios
indican que el colon en si mismo contiene tipos celulares epiteliales o
enzimas capaces de convertir la DMH en productos mutégenicos sin
implicar necesariamente el metabolismo intermediario por los hepatocitos
(230). También se ha observado que el transito intestinal enlentecido
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induce un numero aumentado de neoplasias coldnicas en relacién con el
contacto prolongado del carcinégeno con la mucosa o debido a una
mayor concentracion colénica (231).

El modelo de carcinogénesis coldnica experimental en ratas, inducido por
DMH es aceptado como un método valido para obtener resultados
equiparables y superponibles en patologia humana (232-235), y que se
encuentra en vigor en la actualidad (229) ya que la morfologia, la
evolucion, y la resistencia al tratamiento quimioterapico de los tumores en
las ratas son similares al del ser humano (214, 236, 237).

La DMH hace desarrollar tumores malignos en el colon del 50-100% de
las ratas expuestas (234, 238). A la dosis utilizada en este estudio
(21mg/kg/semana durante 18 semanas), varios grupos, entre ellos el
nuestro, han observado el desarrollo de tumores en el 75-90% de las
ratas, siendo el tipo histolégico predominante el de adenocarcinoma (116,
239).

El periodo de latencia medio, comprobado mediante colonoscopia a las
ratas, desde la primera inyeccion del carcindgeno hasta la aparicién de
los primeros tumores es de aproximadamente 20-25 semanas, en

dependencia de la dosis administrada (240, 241).

13. CITOMETRIA DE FLUJO

13. 1. CICLO CELULAR

En el ciclo celular se distinguen varias fases: las células denominadas
como fase de reposo (Gp) no estan en el ciclo; las células en fase de
sintesis proteica (G1a) o sintesis de ARN (Gy,), estan colocadas justo
después de recuperarse de una divisién o preparandose para iniciar otro
ciclo. .
Las células se dice que estadn en fase S cuando estan en proceso de
sintesis de material genético o ADN; las células que estan en fase G, son
células que han terminado la sintesis de ADN y por tanto poseen una

cantidad doble de la normal de ADN y por ultimo, las células en fase M
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estan sufriendo la division celular (268). Segun el tipo y funcién de la
célula, ésta tiene mas o menos actividad proliferativa y el ciclo celular
puede variar segin diversas condiciones como farmacos, radiaciones o
hipertermia (269).

13. 2. CONCEPTO Y PRINCIPIOS BASICOS

La técnica de la citometria de flujo (CMF) fue desarrollada en la década
de los afnos sesenta, en los Estados Unidos y Alemania, como un avance
importante en la investigacién de la biologia celular (270), es una técnica
que permite el estudio combinado de distintas caracteristicas
morfolégicas, estructurales y funcionales de las células incluidas en un
flujo de liquido isoténico. Pero es desde aproximadamente quince afios,
en que los avances en inmunologia, oncologia y hematologia, asi como el
desarrollo de la tecnologia de los anticuerpos monoclonales (271) y
fluorocromos, han permitido la aplicacion de la CMF en la investigacion
biomédica y en la practica clinica.

Se define como citometro de flujo el aparato que es capaz de medir
componentes y propiedades celulares que fluyen en suspension. Existen
citbmetros que poseen, ademas, la capacidad de separar particulas de
forma selectiva, a partir de una suspension liquida, denominandose
sorters.

Los principios de la CMF no son complicados (272). Es esencial disponer
de una suspensidon de células o particulas individuales, de modo que la
dificultad para obtenerla es un factor limitante para el empleo de la
técnica. Las células o particulas (nicleos, organelas, cromosomas, etc.)
son marcadas por colorantes fluorescentes que son capaces de excitarse
con una fuente luminosa de alta energia.

La suspension celular convenientemente procesada vy tefiida, se inyecta
en la camara de flujo del citobmetro, que estad hidrodinAmicamente
enfocada para que las células pasen individualmente una detras de otra, a.
través de un punto'en que éstas interaccionan fisicamente con un haz de
luz monocromatica, dispersando la luz en todas las direcciones. La luz
dispersa hacia adelante (llamada forward scafter a 0 grados) esta
relacionada con el tamafio de la célula. La luz dispersada a 90 grados del
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eje del haz luminoso (light scatter a 90 grados) esta relacionada con la
estructura interna y la complejidad citoplasmatica.

La excitacion de los fluorocromos ocurre en el punto de interaccién de la
célula y el haz luminico, dando como resultado la emisién de una luz de
longitud de onda superior a la incidente. Esta luz es recogida a 90 grados,
siendo dirigidas las longitudes de onda seleccionadas mediante espejos
(dicroicos) adecuados a detectores fotomultiplicadores. Las longitudes de
onda no deseadas son bloqueadas por filtros 6pticos. Si se dispone de
multiples fluorocromos, excitables con la fuente de luz Unica, pueden
unirse a las células permitiendo, de este modo, medidas fluorescentes
simultaneas de varios pardmetros de una sola célula.

Las sefiales eléctricas analdgicas son convertidas en sefiales digitales y
son procesadas por un ordenador, con el fin de generar histogramas
correlacionados con los parametros deseados y efectuar el analisis de los
mismos.

Las ventajas que proporciona la CMF frente a otros métodos que emplean
fluorocromos incluyen la objetividad, elevada sensibilidad y velocidad de
analisis, posibilidad de realizar mediciones simultdneas sobre una sola
célula y separacion celular en los sorters. Las desventajas y limitaciones
son los altos costes de instrumentalizacion y la incapacidad de visualizar

las células que estamos analizando.

13. 3. HISTORIA DE LA CMF

Los intentos de abrir espacio a una citologia analitica o cuantitativa se
remontan a los trabajos de Caspersson en 1936, desarrollados
posteriormente por Pollister y Ris (273). Se comenzd cuantificando los
acidos nucleicos en células sin tefir mediante microespectrofotometria,
utilizando rayos ultravioletas como fuente de energia, mas tarde se
aproveché al mismo fin la reaccion de Feulgen vy, posteriormente
sustancias fluorescentes que se intercalan directamente con los acidos
nucleicos, de forma estequiométrica es decir la reaccién colorimétrica es
proporcional a la cantidad de ADN (274). A pesar del porcentaje
significativo de falsos positivos y negativos, la citometria estatica ha ido

progresando hasta nuestros dias.
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El primero en utilizar histogramas biparamétricos y desarrollar un sistema
capaz de separar selectivamente particulas en funcibn de sus
caracteristicas citométricas (el sorter neumatico) fue Kamentsky en 1965.
Posteriormente Fulwyler desarrollé el sorter electrostatico, basado en la
tecnologia de las impresoras de chorro de tinta. Es el sistema empleado
en la actualidad en la mayoria de sorters.

En 1967-68 Van Dilla (275) describié el primer citometro de flujo con
configuracion ortogonal (perpendicularidad de los ejes de iluminacién,
paso de muestra y deteccion de fluorescencia), y fue el primero en
obtener un histograma de ADN por CMF.

Durante la década de los afios ochenta se produce un importante avance
en la aplicacién de la CMF en varias areas de la biologia, genética,

zoologia, botanica, etc. (276).

13. 4. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS CITOMETROS DE
FLUJO

El principio basico de la CMF es la medicion de caracteristicas 6pticas y
fluorescentes de una celula individual inmersa en un flujo liquido y que
interacciona con un haz de luz monocromatica usualmente producida por
un laser.

Un citémetro de flujo esta integrado por cuatro componentes:

1- Compartimento fluidico o sistema hidraulico

2- Fuente luminosa

3
4

Sistema optico

Soporte informatico para el analisis de datos

13.4.1. Sistema hidraulico:

Esta compuesto por la camara de flujo y el sistema de presiéon y de
inyeccidon de la muestra. Las camaras de flujo son diferentes segln sea la
fuente de iluminacion del citémetro. Los aparatos equipados con laser
utilizan camaras e.n que la inyeccion de la muestra pasa a través de un
capilar que se estrecha y centra el flujo de la misma.

El sistema de fluido es usualmente un tampdn salino isoténico. Los

citbmetros tienen mecanismos que permiten al observador efectuar
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pequefias modificaciones en la posicion de la camara de flujo y en la
trayectoria del haz de luz para ajustar al maximo la intercepcion de los
mismos. Cuando la célula pasa a través de la luz del laser, los
transductores convierten sefiales Opticas y fluorescentes en sefiales
eléctricas. Estos pulsos eléctricos son posteriormente amplificados,
integrados y registrados por medio de un conversor analogico-digital para
que puedan ser analizados por un computador. Cada ceélula es
considerada un evento apropiado que es proporcional a la intensidad de
la sefial. En este sentido una intensidad continua de fluorescencia es
convertida en impulsos digitales discontinuos o canales, cuyo numero
esta entre 256 (8 bits) y 1024 (10 bits). Cada canal representa un cierto
rango de intensidad de luz, y la sefial de una célula se registra en uno u
otro canal dependiendo de la intensidad de la sefial. A partir de los datos
se genera un histograma de distribucion de las células de la poblacion
analizada en funcidén de los diferentes valores del parametro estudiado

que imprime el namero de eventos por canal (intensidad) (277).

13.4.2. Sistema optico:

El sistema optico estd constituido por la fuente de luz, los filtros
necesarios para discriminar la sefial luminica y llevarla al detector
adecuado vy, por ultimo, los fotodetectores que se encargan de recoger la
luz. La iluminacién de las particulas a medida que fluyen a través de una
fuente de luz es la responsable de la generacién y difusion de las sefales
fluorescentes en las que el analisis por CMF esta basado.

Las fuentes de luz primaria usadas mas frecuentemente en CMF son
laseres de argdén de baja intensidad (488 nm, 15mW), refrigerados por
aire, y lamparas de mercurio. El laser es ajustado a la longitud de onda
apropiada para excitar un colorante en particular.

El paso de una célula por delante del haz de rayo laser va a proporcionar
informacion sobre las distintas caracteristicas celulares en relacion a la
dispersion de la 'luz que provoca y la emision de la luz por los
fluorocromos presentes en las células y excitados por el laser. La luz
dispersada es recogida por las lente colectora y mediante los filtros

Opticos de la bancada 6ptica es llevada a los fotodetectores (277). Los
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filtros opticos son los que seleccionan la longitud de onda que llega a
cada fotodetector y le confiere la especificidad de lectura de una u otra
fluorescencia. Existen filtros coloreados o de absorcion, que absorben la
luz de una determinada longitud de onda. Los filtros de interferencia o
dicroicos reflejan la luz que tiene una longitud de onda superior o inferior a
la que dejan pasar.

Los fotodetectores pueden ser de dos tipos: los fotomultiplicadores que
detectan la sefal de fluorescencia y la luz dispersa a 90 grados y los
fotodetectores diodos que detectan generalmente la dispersion frontal de

la luz.

13.4.3. Suspension celular:

Para el estudio por CMF, en primer lugar es preciso obtener una
suspension de células o nacleos de la muestra a analizar que sea
representativa, de alta calidad, sin contaminaciones y con buen
rendimiento (278). Aunque tales células en suspension son faciimente
preparadas para especimenes fluidos como son la sangre periférica o los
tejidos linfoides, son mas dificiles de los tumores sélidos donde los
disgregados se obtienen con mayor dificultad. Se han descrito diferentes
métodos para disgregar tejido solido y fresco y convertilo en una
suspension de células o nucleos, rompiendo los enlaces intercelulares.
Estos métodos se basan en la disgregacién mecanica sola, por ejemplo,
muestras obtenidas por aspiracion con aguja fina (279-281), o combinada
con disgregacion enzimatica o con detergentes dependiendo de las
caracteristicas del tejido a analizar. Todos estos agentes y su procesado
producen diferentes grados de lesion celular que dificultan un calculo
preciso de las fases del ciclo celular (260), una de las principales fuentes
de error en la determinacion de la ploidia de ADN en tumores sélidos, que
depende de la concentracion enzimatica y el tiempo de incubacién (278).
En 1983 Hedley (282) publicé la técnica de determinacion del ADN en.
piezas incluidas en parafina modificada posteriormente por otros autores
(283). Este método usa la digestion con pepsina. La utilizacion de este
material presenta gran nimero de ventajas para la realizacion de estudios
clinicos. En primer lugar, pueden investigarse grandes series de pacientes
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en los que es posible realizar un seguimiento retrospectivo, conocida ya la
evolucién de los enfermos. Ademas, si se desean estudiar lesiones poco
frecuentes el uso de material archivado nos permite recoger una
casuistica adecuada.

Desde el punto de vista técnico estos histogramas son mas dificiles de
interpretar por la variabilidad de la intensidad de la fluorescencia en cada
muestra, la existencia de mas detritus, 1o que hace la deflexion Gy /G4 sea
mas irregular y de base mas amplia (con mayor coeficiente de variacion)
lo que puede enmascarar algunas aneuploidias y alteraciones de la fase S
(284-286).

Otra limitacion es que solo pueden estudiarse los parametros nucleares,
ya que el citoplasma se destruye cuando los cortes gruesos tienen que
trocearse muy finamente y digerirse con enzimas proteoliticas. De forma
que el grosor del corte de tejido afecta la calidad del resultado obtenido
(287).

La edad del bloque no influye al menos en periodos inferiores de 10 afios
(288), aunque la fluorescencia disminuye con el tiempo (289).

Otros metodos de digestibn enzimatica han sido desarrollados para
obtener suspensiones nucleares incluidas en parafina, y digeridas con
tripsina (290).

Por lo general la mayoria de los autores consideran que la informacion
recibida de los cortes de parafina es igual de segura que la obtenida de
tejido fresco congelado (291-293), aunque hay autores que no encuentran
los mismos resultados y opinan que los resultados en tejido fresco son

mas seguros que en tejido parafinado (285, 294, 295).

13.4.4. Colorantes:

Diversos tipos de tinciones fluorescentes estan a nuestro alcance para el
analisis del ADN; los mas empleados son el isocianato de fluoresceina
(FITC), el naranja de acridina, la ficoeritrina y el yoduro de propidio (PI),-
que pueden ser excitados por una luz laser seleccionada a una longitud
de onda de 488 nm, la mas usada en la practica.

El yoduro de propidio, el fluorocromo utilizado en este estudio, es del tipo

intercalante que se une al material genético de doble cadena
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intercalandose entre las dos bases, presenta especificidad por el ADN y
ARN de doble cadena, de modo, que la muestra requiere de tratamiento
previo con ARNasa si solo se desea medir ADN, ademas células con
nucleolos prominentes y citoplasmas ricos en ribosomas producen
contajes anormales con fases S altas (296). El espectro de excitacidon se
encuentra en el azul/verde-rojo, precisa de células muertas y fijadas
puesto que no atraviesa las membranas integras, lo que sirve para
discriminar células viables de no viables. El Pl no es fluorescente a menos
que esté enlazado a acido nucleico de doble cordén, y por lo tanto, no es

util enlazado a anticuerpos para la tincion de superficies celulares.

13. 5. APLICACIONES DE LA CMF

A través de la CMF podemos determinar dos tipos de propiedades
celulares, las intrinsecas que son aquellas que podemos medir sin
necesidad de anadir reactivos exdgenos, como puede ser el tamafio o la
granularidad y las extrinsecas como la medicion del contenido de ADN,
que necesita la adiccién de un reactivo. Tanto las extrinsecas como las
intrinsecas pueden ser estructurales como es el contenido de ADN, como
funcionales como es el estado redox o la actividad enzimatica. Para los
estudios multiparamétricos en una determinada poblacion se utilizan las
propiedades intrinsecas y estructurales.

Una de las aplicaciones mas conocidas de la CMF es la diferenciacion de
poblaciones celulares en una muestra heterogénea (287, 297). La
heterogeneidad tumoral continua siendo un aspecto de interés para el
clinico, puesto que entre un 20 y un 30% delos tumores colorrectales son
heterogéneos (298).

La deteccion de antigenos de superficie celular mediante la utilizacién de
anticuerpos monoclonales conjugados con distintos fluorocromos, es otra
de las aplicaciones de la CMF, técnica utilizada ampliamente para el

estudio de subpoblaciones linfocitarias (299).

13. 6. ESTUDIO DEL CONTENIDO EN ADN Y FASES DEL CICLO
CELULAR POR CMF

Desde el punto de vista practico la cuantificacion del ADN celular
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proporciona dos tipos de informacion:
1- por un lado, permite conocer la distribucién de una poblacién celular a
lo largo de distintas fases del ciclo celular, y
2- por otro lado, determinar la existencia o no de aneuploidias.
La cuantificacién del ADN mediante CMF esta en estrecha correlacion con
el nimero de cromosomas, con una correlacién de aproximadamente un
10% cuando se calcula en base al contenido individual cromosdmico.
Conocer asi si un tumor es aneuploide o en que proporcion lo es, es mas
sencillo que obtener un cariotipo, puesto que se pueden utilizar todas las
células independientemente de su fase en el ciclo celular.
Un histograma de flujo de ADN aporta la instantanea de la distribucién de
los diferentes tipos de nucleos presentes en un momento en particular.
El analisis del contenido del ADN se basa en 1) las células en diferentes
estadios del ciclo celular tienen diferente contenido de ADN y esto es un
hecho predecible, 2) los fluorocromos se unen de forma estequiométrica,
es decir la intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
fluorocromo que es proporcional a la cantidad de ADN de la célula y 3) las
células normales son euploides mientras que la tumorales tienden a ser
aneuploides.
Hay cierta variacion entre el resultado teérico y el obtenido debido a la
variacion biolégica en la tincién y en la lectura, por ello, se define el
coeficiente de variacién (CV) que nos da una idea de la semejanza de los
resultados obtenidos a la realidad y que hace necesario el empleo de
programas informaticos para discriminar correctamente el porcentaje de

células en cada una de las fases del ciclo celular.

13. 7. APLICACIONES DE LA CMF EN EL DIAGNOSTICO TUMORAL
Mediante la CMF se mide el contenido de ADN vy, por tanto las anomalias
cromosomicas siempre que se traduzcan en un cambio del contenido de
ADN que no escape al poder de resolucién del citémetro. La medicidén se .
realizara sobre una'gran cantidad de nucleos, en células en interfase y es
independiente de la actividad proliferativa del tumor (300).

En estudios con CMF, se ha podido comprobar que la aneuploidia

aparece en gran frecuencia, hasta mas de un 90% en tumores soélidos,
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constituyendo un parametro de gran sensibilidad y especificidad. El grado
de ploidia esta relacionado con el diagnostico histopatolégico, sexo, edad,
y actividad proliferativa. Es un marcador que no varia en las distintas
localizaciones del tumor ni a lo largo del seguimiento (301-305).

En los casos en que el tumor es diploide y por lo tanto el contenido de
ADN deja de ser un buen marcador tumoral, resulta Gtil para discriminar
las células malignas de las benignas el analisis multiparamétrico del ADN,

la inmunofluorescencia de superficie, el ARN o el contenido proteico.

13.7.1. Pronéstico

Entre las diferentes aplicaciones de la CMF la mas extensamente
estudiada es la correlacién entre contenido de ADN y pronéstico (306,
307). El indice de ADN que es el resultado de Ia divisidn del contenido de
ADN de las células tumorales en fase Gi y el contenido de ADN de las
células euploides de la misma fase, es el indice pronoéstico mas
empleado, teniendo en cuenta que un indice de 1 es sindnimo a decir
diploide (308).

La relacion entre ploidia y pronostico es distinta para cada estirpe tumoral,
pero al medirse solo la cantidad media de ADN de un tumor puede ocurrir
que dos tumores que tengan dos distribuciones de ADN distintas, tengan
iguales indices de ADN (309).

13.7.2. Ventajas e inconvenientes de la CMF

Las ventajas de la CMF son:

- Permite medir de forma objetiva y automatizada parametros celulares
(276). Los resultados son reproducibles de un centro a otro, siempre
que se utilicen procesos standarizados (310).

- Rapidez de ejecucion, ya que pueden medirse hasta 20.000 células
por segundo.

- Sensibilidad.

- El analisis pIoidé de ADN es independiente de la actividad proliferativa
celular.

- Muestra menor coeficiente de variacion para poblaciones homogéneas

con respecto a técnicas estaticas (273).
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Los inconvenientes de la CMF son:

- Necesidad de una suspension celular monodispersa.

- Contaminacion con poblaciones celulares no malignas, no permite
establecer claras diferencias entre células euploides tumorales,
linfocitos, células infectadas y epitelio normal.

- No se preserva la arquitectura del tejido.

- Posibilidad de error por una pobre discriminaciéon de dobletes (dos
nacleos adherentes y registrados como uno solo por CMF) de las
células en fase G,M del ciclo celular.

- Alto coste de los equipos (311).

13.7.3. Valor clinico y pronéstico de la CMF en el CCR humano

Con la intencién de mejorar la supervivencia de los enfermos con CCR es
necesario encontrar factores adicionales independientes para predecir la
evolucion tras haber sido sometidos a una reseccién quirrgica con fines
curativos. Por este motivo ha habido un considerable interés en el
contenido de ADN (ploidia) de los tumores para valorar el pronéstico de
los mismos.

Wolley (312) realiz6 el primer estudio prospectivo del valor pronéstico de
la determinacion del DNA por CMF en CCR. Este autor demostré que los
tumores aneuploides mostraban una rapida evolucidon clinica que
consistia en enfermedad diseminada y muerte.

Desde entonces, diversos autores han examinado a través de la CMF el
cancer de colon, sin embargo no existen en la literatura patrones
uniformes que definen los modelos de histogramas de estos tumores.
Emblad (313) admite tres tipos de histogramas 1) aneuploide, 2) diploide y
3) casi diploide, tomando como modelo las curvas de ploidia obtenidas
por CMF. Albe (314) describe también tres tipos 1) diploide, 2) diploide
con S alta y 3) aneuploide, siguiendo los criterios de la Conference on
Analytical Cytology and Cytometry IX y del VI international Simposium on‘
Flow Cytometry, también basados en CMF. Hoy en dia el término “casi
diploide” ya no se emplea.

La gran mayoria de los trabajos realizados tanto en muestras en fresco

como en muestras incluidas en parafina indican una tendencia clara de
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que los tumores con un contenido en ADN casi normal (diploide) tienen un
mejor prondstico que los que tienen una composicion de ADN anormal
(aneuploide) (315-321), aunque el verdadero valor predictivo se encuentra
en el indice de ADN (317, 318, 322). Hay autores como Bauer (323), que
consideran que la existencia de ganglios positivos 0 metastasis son
factores pronésticos mas potentes que cualquier parametro de actividad
del ADN. Los estudios de Stipa (324) consideran que la aneuploidia de
ADN no es una variable prondstica independiente capaz de predecir la
supervivencia a largo plazo en pacientes sometidos a reseccion radical,
aunque hay otros trabajos que no coinciden con esta opinién (315, 316,
319). La mayoria de los estudios sugieren una tendencia hacia una
frecuencia creciente de aneuploidia de ADN en los estadios de Dukes
altos (320, 325, 326), y en los tumores localizados en el lado izquierdo del
colon y el recto (325, 327, 328).

Hay autores que no encuentran correlacion entre la aneuploidia e indice
de ADN y el grado de proliferaciéon celular y los estadios de Dukes (329-
331).

En general la frecuencia de aneuploidia de un tumor no se correlaciona
con las variables clinicas como sexo y edad, aunque el hallazgo de
aneuploidia se asocia a peor prondstico en pacientes jovenes (<40 afios)
(332).

La presencia de CCR aneuploide varia segun el tipo y preparacién de las
muestras y oscila entre un 35 y un 75% (312, 329, 332).

Se ha observado asociacion entre el grado de atipia celular y el aumento
en la proporcién de aneuploidias en CCR (333).

Los tumores aneuploides presentan valores de % de fase S superiores a
los diploides (325).

Los tumores aneuploides muestran en general altas concentraciones
plasmaticas de CEA (334).

Otra utilidad de la CMF es la identificacién de lesiones premalignas‘
asociadas a ADN anormal como la enfermedad inflamatoria (335) o la
enfermedad polipésica (336).
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HIPOTESIS DEL ESTUDIO

1. JUSTIFICACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

1.1. SU IMPORTANCIA SOCIAL:

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera neoplasia en orden de frecuencia
en los paises occidentales (1, 2) y supone casi un 15% de todos los
nuevos canceres (3), suponiendo en Espafia una incidencia anual de 8 a
20 casos por 100.000 habitantes segun zona geografica y sexo estudiado
(9-14), lo que le confiere ser un pais de riesgo medio para el desarrollo de
un CCR, habiéndose registrado un incremento de la incidencia y de la
mortalidad en los Ultimos afios (16). A pesar de los avances en el
diagndstico precoz, en los conocimientos genéticos del CCR hereditario y
en los nuevos procesos de screening para individuos de alto riesgo, el
prondstico del CCR casi no ha variado en los ultimos 50 afios y solo ha
mostrado una ligera e insatisfactoria mejoria, quedando sobre el 45% de
mortalidad a 5 afios (17). Por otra parte el tratamiento mas efectivo en el
CCR, la cirugia, conlleva en ocasiones a la realizacién de una colostomia
lo que condena a los pacientes a graves problemas de adaptacion, tanto a
nivel emocional como a nivel fisico, secundarios al cuidado de la piel,

estoma y regulacion del habito intestinal.

1.2. DEL EFECTO DEL TRAUMATISMO SOBRE LA MUCOSA

Estudios sobre cancer experimental han -demostrado que existe un
incremento del nimero de tumores en las proximidades de las suturas
que se realizan en las intervenciones quirargicas (248, 252-254). Varios
tipos de suturas han sido comparadas y varios estudios demuestran que
las realizadas con material no absorbible son espacialmente propensas a

incrementar el desarrollo de tumores en las anastomosis (253, 258-261).

1.3. DE LAS APORTACIONES DEL MODELO EXPERIMENTAL
El estudio experimental, en comparacion con otros estudios, permite una

mayor validacion estadistica a la hora de interpretar los resultados
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obtenidos, y permite ademas la reproductividad de los mismos y soslaya
la dificultad de realizar estudios prospectivos en seres humanos, dada la
edad avanzada de aparicion de muchos tumores (203).

Se ha utilizado como animal de experimentaciéon la rata de la raza
“Sprague-Dawley”, al igual que en proyectos precedentes (232-235), por
su bajo coste y facil manejo.

La carcinogénesis experimental con dimetilhidracina (DMH) es un modelo
bien establecido que muestra grandes paralelismos con la carcinogénesis
humana (232-235), y que se encuentra en vigor en la actualidad, ya que la
morfologia, evolucién y resistencia al tratamiento quimioterapico de los
tumores en las ratas son similares a los del ser humano (214, 236, 237).
También sus aspectos genéticos son semejantes (337).

En la carcinogésis coldnica experimental con DMH, también se observan
la alteraciones de las heces expresadas en estudios humanos, como son

la mayor actividad enzimatica de la microflora (338).

1.4. DE LA APLICACION DE LA CMF EN EL DIAGNOSTICO TUMORAL
Lo anteriormente expuesto explica perfectamente que se busquen
indicadores prondsticos mas efectivos. Uno de estos indicadores podria
ser el contenido de ADN vy fases del ciclo celular, conocer si un tumor es
aneuploide, o en que proporcion lo es, realizandose la medicidon sobre una
gran cantidad de nucleos, en células en interfase e independientemente
de la actividad proliferativa del tumor (300).

Mediante la CMF se puede comprobar que la aneuploidia aparece hasta
en un 90% de tumores soélidos, siendo un marcador que no varia en las
distintas localizaciones del tumor ni a lo largo del seguimiento (301-305).
En los casos de tumores diploides, en los que el contenido de ADN ya no
es tan buen marcador tumoral, resulta atil para discriminar las células

benignas de las malignas.
1.5. DE LA NECESIDAD DE REALIZAR MAS ESTUDIOS

Dado el considerable nimero de variables existentes en el CCR tanto en
su vertiente epidemiolégica como desde la vertiente diagnostica, es
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necesario realizar mas estudios para localizar indicadores prondsticos con
los que se puedan detectar mas precozmente los pacientes afectos de un
CCR.

1.6. DE NUESTRA LINEA DE INVESTIGACION

Este proyecto es la continuacion de una linea de investigacion iniciada en
1989 por el Departamento de Medicina y Cirugia de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Lleida sobre los factores etiopatogénicos
del cancer colorrectal (116, 217, 339) y de estudios cinéticos por
citometria de flujo (272).

Nuestro grupo en 1995 solicitdé y obtuvo la aprobacion como grupo de
estudio e investigacion de la Universidad de Lleida, con el profesor Joan
Vifias i Salas como director y maximo responsable, con el nombre de
GRUPO CLINICO-EXPERIMENTAL DE ESTUDIO DE LA BIOLOGIA
CELULAR EN NEOPLASIAS.
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HIPOTESIS DEL TRABAJO

1.- La desfuncionalizacién quirtrgica del colon descendente afecta a la

accion cacinogénica de la dimetilhidracina en la aparicion de tumores.
2.- Los cambios en la proliferacién celular como consecuencia de la
desfuncionalizacion del colon descendente, modifican el efecto

carcindgeico de la dimetilhidracina.

3.- El diferente material de sutura empleado en la desfuncionalizacion

modifica el efecto carcinogénico de la dimetilhidracina.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

1. Determinar los patrones normales de proliferacidon celular de los 4
segmentos del colon de la rata Sprague-Dawley, a saber: ciego, colon
ascendente, colon transverso y colon descendente-recto. Describiendo
las diferencias entre los distintos segmentos coldnicos y para dos

técnicas distintas: material fresco y material parafinado .

2. Establecer un modelo quirargico valido para el estudio de un segmento

desfuncionalizado.

3. Cuantificar el nimero de tumores coldnicos y de displasias asi como
la superficie tumoral que presentan las ratas Sprague-Dawley
sometidas a desfuncionalizacién de parte del colon descendente,
mediante colostomia, inyectadas con DMH, comparando el numero de
tumores entre la parte del segmento desfuncionalizado y el
funcionante, y comparar los resultados con los obtenidos de ratas

inyectadas pero no desfuncionalizadas.

4. Comparar los resultados en el numero de tumores obtenidos dentro
del grupo de ratas desfuncionalizadas e inyectadas, segun el material

de sutura empleado en el segmento desfuncionalizado.

5. Analizar si existen diferencias entre la actividad proliferativa del colon
desfuncionalizado de ratas no tratadas y de ratas control no tratadas ni

intervenidas.
6. Analizar si existen diferencias en la actividad proliferativa entre el

colon desfuncionalizado de ratas intervenidas e inyectadas y el colon

de ratas intervenidas Unicamente.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES

1.1 ANIMALES Y ESTABULACION

Para llevar a cabo el estudio se han utilizado 178 ratas Sprague-Dawley,
de la misma linea genética (Iffa Credo ®, Espafia) no consanguineas,
criadas en el Estabulario de la Facultad de Medicina de Lleida, de 10
semanas de vida, 89 de ellas machos y 89 hembras, siguiendo las
recomendaciones para el cuidado de animales de experimentacion,
publicadas en el Diario Oficial de la Comunidades Europeas 18/12/86,
nimero de Ley 358/28; y mas tarde revisadas y emitidas como la Ley
5/1995 del 21 de Junio, que fue publicada en el DOGC nimero 2073 del
10 de Julio de 1995. Decreto 214/1997 de 30 de julio de 1997. El
procedimiento fue notificado al DARP Delegacié d’Agricultura, Ramaderia
i Pesca de la Generalitat, siendo validado por la Comissio

d’experimentacié animal con el nGmero 621.

1.2 CONDICIONES DIETETICAS Y AMBIENTALES
Los animales fueron alojados en jaulas Tipo lll de Iffa Credo®, ubicando

3-7 animales por jaula. Las condiciones ambientales del estabulario
fueron periodo luz/oscuridad de 12/12 horas (luz de 08.00 a 20.00 h);
temperatura constante de 20 +2 °C, y humedad del 50 + 15%. La dieta

administrada fue dieta standard de laboratorio (férmula rata-raton, cria
ITC-R10 y mantenimiento ITM-R20, LETICA ®, en la tabla 6 se detalla su

composicion) y agua ad libitum.

1.3 GRUPOS DE ESTUDIO
Los animales se distribuyeron para su estudio en 4 grupos. En la tabla 5

se define su esquema temporal:
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Grupo A
Formado por 60 ratas, 30 machos y 30 hembras, sin intervencién
quirtirgica y sin induccién tumoral (grupo control), y sacrificadas entre las

semanas 38 y 40 de vida.

Grupo B
Formado por 44 ratas, 22 machos y 22 hembras, sometidas a
desfuncionalizacion colénica pero sin induccién carcinogénica y

sacrificadas entre 28 y 30 semanas tras la cirugia.

Grupo C
Formado por 30 ratas, 15 machos y 15 hembras, tratadas con DMH pero
sin ser sometidas a la desfuncionalizacidn coldnica, y sacrificadas entre la

6 y la 8 semanas tras la Gltima inyeccion del carcinégeno.

Grupo D

Formado por 44 ratas, 22 machos y 22 hembras, sometidas a
desfuncionalizacién col6nica e inyectadas semanalmente con DMH a la
dosis de 21 mg/kg de peso durante 18 semanas, y sacrificadas entre las

6-8 semanas tras la dGltima inyeccion del carcinégeno.

Tabla 5. Esquema temporal de los grupos

Grupo Semanas vida a lQ Semanas vida alY Semanas vida al sacrificio

A 38-40
B 10 ' 38-40
C 14-32 38-40
D 10 1432 38-40

1.4 METODO ANE_STESICO
Para la anestesia de los animales se utilizé una solucidon de hidrato de

cloral al 4.5 % a razén de 8 ml/Kg de peso, por via intraperitoneal
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CRIAITC-R10 MANTENIMIENTO
ITM-R20
Componentes Cereales Cereales
Subproductos de molineria | Subproductos de molineria
Proteinas Proteinas
animales/vegetales animales/vegetales
Corrector vitaminico/mineral | Corrector vitaminico/mineral
Analisis quimico | Humedad méaxima {7,00% 7,00%
Proteina bruta 19,50% 17,00%
Lisina min. 0,92% 0,70%
Metionina min. 0,60% 0,50%
Grasa bruta min. | 3,50% 3,00%
Fibra bruta max. 4.50% 5,00%
Cenizas max. 5,00% 5,00%
Calcio min. 0,85% 0,80%
Fésforo min. 0,70% 0,65%
Cloruros max. 0,50% 0,60%
M.E.L.N. 60,50% 63,00%
Vitaminas Vitamina A 18000 UI 9000 Ul
(por Kg) Vitamina D3 2000 Ul 1000 Ul
Vitamina E 100 mg 50 mg
Vitamina K3 2,4 mg 1,2mg
Vitamina B1 15 mg 7,5mg
Vitamina B2 12 mg 6 mg
Vitamina B6 10 mg 5mg
Vitamina B12 50 mg 25mg
Vitamina PP 60 mg 30mg
Ac pantoténico 30 mg 15 mg
Colina 1500 mg 750 mg
Oligoelementos | Manganeso 80 mg 40 mg
(por Kg) Cinc 60 mg 30 mg
Hierro 50 mg 25 mg
Cobre 20 mg 10 mg
Yodo 1,52 mg 0,76 mg
Cobalto 0,88 mg 0,44 mg
Analisis Hongos 10 cél/g 10 cél/g
Bacteriol6gico Levaduras 10 cél/g 10 cél/g

Tabla 6. Férmula y composicion de las dietas standard usadas en este
estudio

1.5 METODO QUIRURGICO

Para la realizacién de la colostomia terminal, a las 88 ratas pertenecientes
a los grupos B y D se les practicé una laparotomia media y tras localizar el
colon descendente-recto, se aislé y exteriorizd un segmento de 3 cm a
unos 5 cm de ano, tras doble ligadura con seda de 5/0 de los vasos
marginales se seccionaron, y posteriormente se realizé6 la seccion
transversal del colon.y se realizé sutura continua con aguja cilindrica de
13 mm del cabo distal, utilizandose en 44 animales como material de

sutura material no absorbible: seda de 6/0 y en los restantes 44 animales
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44 animales material sintético reabsorbible: acido poliglicdlico (Dexon | ®

(PG) Braun-Dexon, Espafia), igualmente de un calibre de 6/0.

Fig. 1. Intervencion quirurgica: localizaciéon y separacion del colon
descendente en sus segmentos CDF y CDDF.

Fig. 2. Aspecto final de la colostomia.
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Para la realizacion de la colostomia se practicé una incisién lateral en el
vacio izquierdo de la rata, se exteriorizé el extremo proximal del colon y se
fij6 a la pared con sutura monoplano colocutdnea de seda 6/0. Para el
cierre de la pared abdominal se utilizaron puntos sueltos monoplano de
seda de 2/0 y aguja triangular de 24 mm. El cierre cutaneo se realizé con
puntos en V de seda 2/0.

La distribucion exacta por sexos y material de sutura se puede observar

en la tabla 7.

Tabla 7. Distribuciéon de los animales por material de sutura

Machos Hembras Inyectadas Material de sutura

Grupo B 11 11 No Seda
Grupo B 11 11 No | Acido poliglicélico
Grupo D 11 11 Si Seda
Grupo D 11 11 Si Acido poliglicdlico

1.6  INDUCCION TUMORAL CON 1,2-DIMETILHIDRACINA

Las ratas fueron inyectadas semanalmente con 1,2-sym —Dimetilhidracina
dihidroclorida (DMH) (Sigma-Aldrich®, Espafia). Dado que la DMH es
una sustancia en forma cristalina, se preparé una solucién estabilizante
de la siguiente manera: 400 mg de DMH en 100 ml de agua destilada que
contenia 37 mg de EDTA (Acido etilendiamino-tetracético, Farmitalia Carlo
Erba®, Milano) como estabilizador y tamponada a pH 6,5 con hidroxido
sodico

La DMH se administr6 por via subcutanea (s.c.) en la zona lumbar
izquierda a una dosis de 21 mg/Kg de peso durante 18 semanas.

El compuesto se preparaba semanalmente previo a la inyeccién y se
manipulaba en campana extractora y con proteccidon de guantes vy
mascarilla para evitar el contacto con la piel y mucosas asi como su

posible inhalacién y contaminacion.
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Semanalmente se elegian 4 ratas al azar de los grupos sometidos a
induccién tumoral, dos de cada sexo, y se pesaban individualmente en
una bascula de laboratorio, para asi obtener el peso medio y poder
calcular las dosis de solucidon a administrar, que eran las mismas para

cada una de las ratas del mismo grupo y sexo.

1.7 SACRIFICIO

Los animales fueron sacrificados mediante una dosis letal de hidrato de
cloral al 4,5 %, inyectada intraperitonealmente, a razéon de 20 ml/Kg de
peso.

Todos los animales fueron pesados en una balanza de laboratorio,
inspeccionados externamente en busca de tumoraciones cutaneas vy tras
su sujecion por las extremidades en extension, se procedié a realizarles
la necropsia.

En primer lugar, se exploraron los oidos de las ratas mediante un
microscopio de microcirugia OPMI (ZEISS®) en busca de posibles
tumores.

En segundo lugar, se les practicé una incisién toraco-abdominal media y
se procedid a un minucioso examen en busca de tumores primitivos o
metastasicos, a nivel de pulmones, pleura, diafragma, pericardio, higado,
bazo, mesenterio, peritoneo, retroperitoneo, aparato reproductor, es6fago,
estomago e intestino delgado.

Posteriormente, se procedio a la disecciéon del colon en los grupos sin
cirugia previa y en los grupos intervenidos a la diseccion de la colostomia
en su totalidad incluyendo 0,5 cm de piel y téjido subcutaneo y 1 cm de
colon descendente, considerando el resto CDF (colon descendente
funcionante), asi mismo se localizé el mufidn rectal distal, en ocasiones
haciéndolo a través del canal anal, extirpandolo hasta suelo de periné.
Posteriormente se procedié a la apertura longitudinal del colon por el
borde antimesentérico y limpieza suave de la superficie mucosa con agua
para eliminar los restos de heces.

Se midieron las diferentes porciones del colon, que segun la estructura
macroscopica de los pliegues colonicos se dividieron en ciego, colon

ascendente, colon transverso y colon descendente-recto.
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En las ratas intervenidas quirdrgicamente ésta division en segmentos era
en ciego, colon ascendente, colon transverso, colon descendente
funcionante, colon descendente-recto desfuncionalizado y en colostomia.
Las lesiones tumorales observadas fueron medidas y se anotaron sus
caracteristicas macroscopicas.

Todos los hallazgos anteriormente descritos se anotaron en protocolos de

recogidas de datos para cada una de las ratas.

Fig. 3. Esquema pieza quirirgica. CA=colon ascendente, CT=colon
transverso, CDF=colon descendente funcionante, CDDF=colon
descendente desfuncionalizado, COLOS=colostomia

1.8 RECOGIDA DE MUESTRAS

1.8.1 Recogida de muestras para microscopia optica:
Para MO se obtuvieron muestras, con la ayuda de un bisturi, de los
segmentos coldnicos de las ratas del grupo A, no tratadas ni intervenidas.

El tamafio de las muestras fue aproximadamente de 1 cm? de superficie
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para el ciego y en el resto del colon se tomoé la anchura del mismo y una
longitud de 1 cm.

De las ratas operadas (Grupos B y D) se obtuvo una muestra de 1cm del
colon descendente funcionante y del colon descendente
desfuncionalizado asi como de la colostomia.

Se obtuvieron igualmente muestras de todas las lesiones tumorales
fueran del grupo que fueran.

Las muestras se colocaron sobre un fragmento de papel de filtro con la
mucosa expuesta, a fin de evitar al maximo la retraccién durante la fijacion
posterior.

1.8.2 Recogida de muestras en fresco para citometria de flujo

Se recogieron muestras de las mismas zonas citadas en el apartado
anterior para citometria de flujo. Las muestras se obtuvieron mediante
disgregacion tisular hasta obtener una suspensién celular monodispersa
disuelta en PBS

Los tumores de un tamario superior a los 0,6 cm de diametro se dividieron
en 2 partes, remitiendo una para el estudio histoldgico y la otra al estudio

por CMF. En los tumores de menor tamario solo se estudié su histologia.

2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

2.1 FIJACION

Para las muestras de microscopia Optica los fragmentos de colon se
fijaron por inmersidn en una solucion de formaiina al 4%.

El tiempo de fijacion fue de 24 horas a temperatura ambiente

Posteriormente se iniciaron los pasos para su inclusién en parafina

2.2 PROTOCOLO DE INCLUSION DE LAS MUESTRAS EN .
PARAFINA .
Las muestras destinadas a microscopia Optica y las destinadas a

citometria de flujo en parafina, se incluyeron en parafina.
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Su inclusién en parafina se inicié con la deshidratacién de las mismas en
alcoholes de gradacion creciente (50, 70, 80 y 90%) y finalmente se
hicieron 3 cambios en alcohol absoluto.

Una vez deshidratadas las muestras, se aclararon mediante pasos
sucesivos en xilol para extraer el agente deshidratante

Finalmente se hicieron los bloques siguiendo el procedimiento habitual,
procurando que quedaran bien orientados en los moldes.

Se realizaron secciones con el microtomo de 5 pm de espesor para el

estudio microscopico y a 50 um para el estudio citométrico.

2.3. METODOS CONVENCIONALES DE TINCION

2.3.1 Tincién con hematoxilina-eosina
La tincion de hematoxilina-eosina se utiliza habitualmente como tincién de
rutina para la visidn del aspecto morfoldgico de las secciones de parafina

y del estado del tejido a estudiar.

Preparacion de los colorantes

-Hematoxilina de Harris

Cristales de hematoxilina ............ coveeiviiiiiiiiniviis 5049
Alcohol 100 % ceeeeeeeiee e 50,0 ml
Alumbre potasiCo .....ceovveviiiiiieiceer e 100,0 g
Agua destilada .......ccocoiiiiiiiiin e 1000,0 ml
Oxido de mercurio ........cccceevevevenenenee. eeer et ra———— 25¢

Se disuelve la hematoxilina en el alcohol, el alumbre en el agua y se
mezcla con la ayuda del calor. Se retira al minuto y se agita, afiadiéndose
a continuacioén lentamente el 6xido de mercurio. Se recalienta lentamente
hasta que la solucién adquiere un color parpura oscuro, retirandola -
rapidamente del calor y sumergiéndola en un recipiente con agua fria. La
tincion estara lista para su uso tan pronto como se enfrie. Se afiaden 2-4

ml de acido acético glacial por cada 100 ml de solucién a fin de mejorar la
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tincidon de los nucleos celulares. Se filtra la hematoxilina antes de ser

usada.

- Eosina alcohdlica

Se prepara la solucién stock
Eosina Y, soluble enagua .......ccccceeeeeeeennn. 1049
Agua destilada .......ccoccceriiiiiiiiiis 20 ml

Se disuelve y aflade:
ACONOI 95 %o oo 80 mi

La solucion de trabajo se prepara como sigue:
Solucién stock de eosina ..., 1 parte
AICONOI 80 Y wevveeeiieiiieeeie e, 3 partes

Justo antes de su uso se afiaden 0,5 ml de acido acético glacial por cada
100 ml.

Protocolo de tincion

Los portas se colocaron en cestillas de tincibn y se desparafinaron
sumergiéndolas en xilol durante 15 minutos, repitiendo este paso dos
veces. Posteriormente las muestras se rehidrataron con concentraciones
decrecientes de alcohol hasta llegar a agua destilada, procediéndose

seguidamente a la tincion.

Hematoxilina Harris ......ccccooeeviiiiiiiiieecnnne, 15 minutos
Lavado en agua COrMENte .......c.eeeeeeeeeeereerserenenene 5 minutos
Aclarado con CIH (4 ml en 250 m! de alcohol 96 %)

Lavado en agua corriente .......cccceeeveevriiiiinenninnneees 10 minutos
Eosina alcohdlica .......cccccviveeiiiiiiiiiii e, 5 minutos

Se deshidraté con concentraciones crecientes de alcohol y xilol y se

montaron con DPX.

2.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA CITOMETRIA DE
FLUJO
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2.4.1 Muestras en fresco

Para el procesamiento de las muestras de colon de rata en fresco para la
CMF, se sigui6 el siguiente procedimiento:

1.- En primer lugar se procedié al rascado con bisturi de la mucosa de
colon a estudio.

2.- Posteriormente se realizé una disgregacion tisular hasta obtener una
suspensién celular monodispersa con distintos pases por aguja
intramuscular de 21 G, ajustando la concentracion a 1x10° cels/ml.

3.- Se procedi6é seguidamente a su filtrado con malla de nylon de 50 pm
de poro y centrifugado a temperatura ambiente durante 10 minutos a
2.000 r.p.m. en una centrifuga clinica.

4.- Se decanto resuspendiéndola en 100 pl de lisante (solucion de lisis de
DNA-prep, Coulter®) durante 8 segundos.

5.- Se tomaron 100 pl de la suspensién y se incubaron con una solucién
de yoduro de propidio afadiendo ARNasa comercial (DNA-prep,
Coulter®) durante 15-20 minutos en oscuro y después se procedié a su

lectura por CMF.

2.4.2. Muestras de parafina

En el procesamiento de las muestras parafinadas de colon de rata para

CMF se us6 una modificacion de la técnica de Hedley, tal y como se

describe a continuacion:

1. Primeramente se obtuvieron secciones de tejido parafinado de 50 pm
con la ayuda de un microtomo y se colocaron unos 5-6 cortes en tubos
separados y debidamente etiquetados

2. Se desparafinan sumergiendo las secciones de tejido en tubos de
cristal con 5 ml de xilol durante 10 minutos
Se procede a su decantamiento y se repite de nuevo este segundo
paso en ésta ocasién con 10 ml de xilol.

Nuevamente se decanta y se eliminan los restos de xilol mediante
lavados con alcohol absoluto.

3. Rehidratar sumergiendo sucesivamente las secciones en:

Etanol 100 % ..eeeeeeeiiieeeee e 5 minutos
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Etanol 95 2b oo 5 minutos

Etanol 96 % .ooeeeviiiie e 5 minutos
Etanol 70 90 ooeeeeeeieieie e s 5 minutos
Etanol 50 % .ooceeeeieiiiiieeecccer et e 10 minutos
Agua destilada ......cccooiviiiiinii s 10 minutos

4. Se decanta el agua y se disgregan mecanicamente las piezas con
ayuda de un bisturi

5. Se tratan con 4ml de disolucién de pepsina (Pepsin, SIGMA®) al 0,5
% en cloruro sodico al 0,9 % en agua destilada y ajustando el pH a
1,5. Se colocan los tubos en un bafio maria a 372 C durante 40
minutos, con agitaciones intermitentes en vortex.

6. Se centrifugan a temperatura ambiente durante 10 minutos a 2000
r.p.m. en una centrifuga clinica.

Se decanta y resuspende el tejido en PBS, y se agita nuevamente en
el vortex para liberar los nucleos celulares de los fragmento de tejidos.

7. Se filtra la suspension a través de una malla de nylon de 50 um de
poro. El filtrado tiene la mision de remover los agregados celulares y el
tejido insuficientemente disgregado que pudiera obstruir la camara de
flujo del citdmetro.

8. Se determina la concentracion de la suspension de ndcleos con un
contador celular o hemocitémetro. Si es necesario, puede afadirse
PBS o centrifugar y resuspender en tampdén hasta que la
concentracion final de nucleos esté en el rango de 3-10 x 10° células /
ml.

9. Nuevamente se decanta y resuspende coh 2 ml de solucién de yoduro
de propidio y RNAsa (DNA pep Reagent, COULTER®), dejando actuar
20 minutos a temperatura ambiente y en lugar oscuro.

10.Se pasa la suspensidn a través de una jeringa de aguja fina, para

separar los nucleos y evitar la formacion de dobletes.
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3. CITOMETRIA DE FLUJO

3.1. ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO DEL CONTENIDO EN DNA
Y CICLO CELULAR

Las muestras asi tefiidas con yoduro de propidio adquieren una
determinada cantidad de fluorocromo en proporcién a su contenido de
DNA. Con el citdmetro de flujo lo que se pretende es la medicion de una
manera rapida y objetiva de la fluorescencia emitida por los nucleos. A
partir de estos datos se realiza el analisis de la ploidia y de las fases del

ciclo celular.

3.1.1. Caracteristicas del citometro de flujo

Para el analisis se ha empleado un citémetro de flujo EPICS PROFILE |
(Izasa-Coulter®) (luz a 488 nm de 15 mW, capacidad para medir 3
canales de fluorescencia, foward scatter y side scatter) implementado con
el paquete “Power Pack” (cuarto fotomultiplicador, histogramas
logaritmicos de cuatro décadas, discriminador de sefial de pico), lo que
equivale a convertirlo en un PROFILE . Es un citdbmetro de camara

cerrada sin sorter.

3.1.2. Alineacién del citometro

Previamente a procederse a la lectura se realizaba una calibracién de la
alineacion del sistema con bolas fluorescentes de latex (DNA-check
EPICS®)

3.1.3. Creacién de un test especifico
Se ha creado un test especifico para la lectura de las muestras de colon
de rata. Los valores por defecto del test son los siguientes:

- Volumen de muestra aspirada: 190 pl.

- Velocidad de inyeccién de la muestra: 100 pl / ml
- Presion de fluido de arrastre: 7,50 psi

- Potencia de laser: 15 mW

91



- Voltaje de los fotomultiplicadores SS; 400V, FL 3; 750 V.
- No hay compensacion del color con una Gnica fluorescencia.
- Parametros seleccionados: LFS, FL3, FL3P, 198-1023. El resto 0-
1023
- Ganancias: FL3; 2, FLP3; 1.
- Discriminadores: para FL3 en el canal 50
- Parada a los 10.000 eventos
- Regiones amorfas (bitmap) de adquisicibn FL3-FL3P, para
discriminacion de dobletes
- Histogramas: Se estudiaron 4 histogramas; 2 monoparamétricos FL3
(uno sin bitmaps activados y el otro activando bitmap de FL3-FL3P).
Histograma biparametrico de FL3 y LFS para comprobar la calidad de
la tincién (independencia del canal de FL3 y tamarfio nuclear).
- Los resultados se almacenaron en forma de histogramas y en modo

lista en diskette.

3.1.4. Lectura por el citémetro de flujo
Las muestras se analizaron segun el test definido. La adquisicién de los
datos se realizo tras 60 segundos del inicio del paso de las muestras para

que se estabilizara el flujo.

3.1.5. Interpretacion de los resultados de la lectura por citémetro de flujo
En el estudio por citometria de flujo de las muestras de colon tefiidas con
yoduro de propidio se obtienen histogramas monoparamétricos con la
distribucion de la fluorescencia proporcional al contenido de ADN de los
nucleos analizados.

Para una correcta cuantificacion de la cinética celular se ha empleado un
programa informatico especifico para la interpretacion del ciclo celular
(MULTICCLE ®, Phoenix Flow Systems). Este programa emplea
procedimientos mateméticos capaces de sustraer la sefial debida a

nucleos cortados y otros detritus.

3.1.6. Anélisis de los histogramas del contenido en ADN mediante el

programa informatico
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Para cada uno de los histogramas seleccionados se identifico la presencia
de uno o mas picos correspondientes a ceélulas en fase G, G;. La
presencia de un unico pico se considera como un histograma diploide y si
aparecen mas de un pico se considera el histograma aneuploide. En
nuestro caso todos los histogramas fueron diploides, por lo que
posteriormente nos referiremos exclusivamente al analisis de histogramas
diploides.

El programa informatico obtiene los valores mejor ajustados al histograma
y con menor error calculando el porcentaje de células en cada fase del
ciclo celular.

Para el analisis por CMF se obtuvieron para cada histograma un minimo
de 10.000 celulas.

5444 .DAT FL3 30

20 CELL C¥CLE
DATA
640
Mean Gi= 58.7
[ cv Gr = 7.9
g 1 »G1 = 89.6
g
=
e T Mean G2=122.9
— CY G2 = .2
E » G2 = 2.6
(]
»% S = 7.8
GZ-GL  =2.094
160 EEYEYE]
Chi Sq.= 8.5

Fig. 4. Histograma diploide del colon parafinado de la rata

4. VARIABLES DEL ESTUDIO

Para poder realizar el estudio estadistico se resumen y se agrupan los
resultados en una hoja de recogida de datos precodificada registrando las

siguientes variables
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4.1. IDENTIFICACION DE LOS CASOS

Numero de rata: Es una variable cuantitativa asignada en el momento del
sacrificio que identifica los animales en estudio.

Grupo de estudio: Variable cualitativa con 4 categorias, grupo A, grupo B,

grupo C y grupo D.

4.2. VARIABLES CLINICAS

Peso: Variable cuantitativa que recoge el peso en el momento del
sacrificio.

Sexo: Variable cualitativa con dos categorias: macho y hembra

Semanas de tratamiento: Variable cuantitativa que recoge las semanas de
tratamiento desde la primera inyeccién de DMH.

Localizacién: Variable cualitativa que recoge la localizacion de las
muestras tanto normal como tumoral segun siete categorias: ciego, colon
ascendente, colon transverso, colon descendente-recto, colon
descendente funcionante (CDF), colon descendente-recto
desfuncionalizado (CDDF) y colostomia. Para alguna comparacion
agrupamos la localizacion en 2 categorias: derecha (ciego+colon
ascendente+colon transverso) e izquierda (colon descendente, CDF,
CDDF vy la colostomia)

Localizaciéon extracoldnica: Variable cualitativa dicotomica
(presencia/ausencia)

Tamafio tumoral: Se trata de una variable cuantitativa en la que se miden
la longitud y la anchura de los tumores.

Superficie tumoral: Es una variable cuantitativa fruto del producto del
tamano de la longitud por la anchura de los tumores.

Superficie colénica tumoral: Es una variable cuantitativa que indica el
tanto por ciento de mucosa coldnica del segmento correspondiente

ocupada por tumor.

4.3. VARIABLES ANATOMOPATOLOGICAS
Tipo histolégico: Variable cualitativa con 11 categorias:
. adenocarcinoma

. carcinoma mucinoso
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. cacinoma in situ

. adenoma

. displasia severa

. displasia moderada
. displasia leve

. glandulas aberrantes
- lesiones predisplasicas

. disminucién de moco

- atrofia

. cambios de boca anastomética

- normal

Para alguna comparacion tuvimos que agrupar en base a la proliferacion
celular, con los siguientes valores 0: normal (normal+atrofico+disminucion
de moco+ glandulas aberrantes), 1: tumores (adenocarcinoma+carcinoma
in situ+carcinoma mucinoso) y 3: cambios de boca anastomatica.

Grado de diferenciacion: En las muestras neoplasicas se valora también
el grado de diferenciacion que es una variable cualitativa que recoge el
grado de diferenciacién celular tumoral en tres categorias

- bien

- moderado

- mal

Presencia de placa linfoide: Variable cualitativa que recoge la presencia o
no de placa linfoide.

Invasion: Se valoro sobre la clasificacion de Dukes, con las categorias A:
afecta hasta mucosa, B: afecta hasta submucosa, C: afecta hasta
muscular y D: afecta la serosa. Para alguna comparacién hemos

agrupado por un lado A+B y por otro C+D.

4.4. MEDICION DEL pH DE LAS HECES

Es una variable cuantitativa.
4.4.1 Recogida de las heces:
En el momento del sacrificio se recogian de la jaula, en caso de no haber

del segmento mas distal posible.

4.4.2 Procesamiento:

95



Las heces recogidas se colocaron en la estufa a 65° C durante 48 horas.
Tras este periodo de tiempo, se trituraban con un bisturi. Se toman 100
mg de peso seco en 20 cc de agua destilada. Se agita durante 15" en un
agitador magnético y se procede a la lectura del pH con un pHmetro
micropH 2000 (CRISON® Instruments. SA®, Alella. Barcelona).

4.5. VARIABLES EN EL ESTUDIO POR CMF

Para cada una de las muestras analizadas y puesto que no se ha
recogido ningun caso de aneuploidia, se han recogido la siguiente
variable cuantitativa

- porcentaje de células en fase S del ciclo celular.

5. BASE DE DATOS Y TRATAMIENTO DE LA MISMA

Con todo los datos recogidos de los casos estudiados se construyd una
base de datos matricial e informatizada. Se empled un sistema de filas y
columnas capaz de ser leido en el programa informatico SPSS 9.0 para
Windows (1999). Todos los datos se introdujeron como digitos
alfanuméricos que en las variables cuantitativas representaban el valor de

la variable y en las cualitativas una determinada categoria de las mismas.

6. ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El estudio estadistico de los resultados se ha realizado mediante la ayuda
del programa informatico SPSS 9.0 para Windows, 1999 MICROSOFT®)

Se han utilizado diferentes pruebas estadisticas segun la hipdtesis
formulada y las variables estudiadas. El grado de significaciéon se ha -
establecido para una p < 0,05

Los métodos estadisticos utilizados en el estudio son los siguientes:
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6.1. COMPARACION DE VARIABLES CUALITATIVAS

Para el estudio estadistico en la que se incluyen variables cualitativas se
ha utilizado una prueba de independencia de X2 Cuando los datos
empleados eran cercanos a 5 y alguna de las variables tenia mas de dos
categorias se ha empleado la prueba de X2 con la correccion de Yates. Si
los datos calculados eran inferiores a 5 6 el nUmero total de casos inferior

a 20 en una tabla de 2x2 se utilizé la prueba exacta de Fischer.

6.2. COMPARACION DE VARIABLES CUALITATIVAS Y
CUANTITATIVAS

Para el estudio de variables cualitativas y cuantitativas se ha empleado la
prueba de Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica para la comparaciéon de
dos 0 mas medias. En el caso de que se cumplieran las condiciones de
aplicacion se ha empleado el analisis de la varianza.

También se ha utilizado la U de Mann Whitney.
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RESULTADOS

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

1. GRUPO A

En el grupo control A no se observo ninguna lesion tumoral ni en el colon

ni en ninguna otra localizacidén extracoldnica.

1.1. PESO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO

1.1.1. Peso de las ratas macho.
El peso medio de las ratas macho fue de 566,67 gramos con una DS de
63,43 Con un valor minimo de 450 gramos y un valor maximo de 700

gramos para una n de 30 ratas

1.1.2. Peso de las ratas hembra
El peso medio de las ratas hembra fue de 334,17 gramos con una DS de
33,79 Con un valor minimo de 250 gramos y un maximo de 425 gramos

para una n de 30 ratas.

1.2. pH DE LAS HECES DE LA RATA AL SACRIFICIO.

1.2.1. pH de las heces de ratas macho
El pH medio de las heces de las ratas macho fue de 7,09 con una DS de
0,34 Con un valor minimo de 6,16 y un maximo de 7,67 para una n de 29

ratas.

1.2.2. pH de las heces de ratas hembra
El pH medio de las heces de las ratas hembra fue de 7,17 con una DS de
0,35 Con un valor minimo de 6,31 y un maximo de 7,71 para una n de 30

ratas.
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1.3. CARACTERISTICAS MACRO Y MICROSCOPICAS DE LA MUCOSA
DE RATA NORMAL

1.3.1. Caracteristicas macroscopicas
Tras abrir el colon por su borde antimesentérico se distinguen los

siguientes segmentos:

El ciego, el cual aparece a la vista como un saco en forma de coma, de
paredes delgadas y ausencia de pliegues. La longitud media de este
segmento es de 5,07 cm con una DS de 0,66, un valor maximo de 6,50 y

un minimo de 3,50 cm.

El colon ascendente, de forma tubular y con presencia de pliegues en un
niumero aproximado de ocho de medio centimetro de grosor y forma
oblicua La longitud media de este segmento es de 3,92 cm con una DS de

0,67, con un valor maximo de 5,00 y uno minimo de 2,50 cm.

E!l colon transverso, también de aspecto tubular y también con presencia
de pliegues de disposicidén oblicua, pero en menor numero, seis, que en el
colon ascendente y de mayor grosor (6 mm). Generalmente a menos de 1
cm de su inicio se observa una protusién en la mucosa que corresponde a
un foliculo linfoide. La longitud media de este segmento es de 3,65 cm
con una DS de 0,80 con un valor maximo de 5,50 y uno minimo de 2,50

cm.

El colon descendente-recto, donde los pliegues en un nimero aproximado
de seis adquieren una disposicion longitudinal, pero manteniendo un
grosor de unos 6 mm en el colon descendente y aumentando a 8 mm en
el recto. Se pueden observar la presencia de foliculos linfoides de forma
difusa de predominio en el recto. La longitud media de este segmento es
de 13,30 cm con una DS de 1,54 con un valor maximo de 17,00 y uno

minimo de 10,00 cm.
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Tabla 8. Longitudes medias en cm de los diferentes segmentos segtn el

Sexo:

Rata macho Rata hembra
Ciego 5.29 4,90
Colon Ascendente 4,10 3,74
Colon transverso 3,80 3,51
Colon descendente-recto 13,75 12,86

1.3.2. Caracteristicas microscépicas

Fig. 4. Aspecto microscopico de colon descendente normal. Hematoxilina-
Eosina. X 550.

Microscopicamente las criptas presentan un incremento progresivo de su
longitud desde el ciego, donde son cortas y anchas, hasta el colon
descendente-recto donde son rectas, alargadas, estrechas y sin.
ramificaciones, pasando por el colon ascendente y transverso donde las
criptas son estrechas y con ramificaciones en su base.

A la visién microscépica se distinguen 3 tipos de células en la mucosa de
la rata adulta Sprague-Dawley: las caliciformes, las columnares y las

endocrinas.

100



Las células caliciformes se distribuyen en las criptas de forma diferente
segun el segmento del colon estudiado, de tal manera que en el ciego
predominan en la base y en el resto del colon, donde son mas numerosas
y mayores, lo hacen en las partes superiores de las mismas.

Las células columnares se encuentran localizadas predominantemente en
el tercio superior de las criptas y en el epitelio de superficie.

Las células endocrinas, faciles de reconocer por la presencia de granulos

oscuros, predominan en la base.

1.4. CARACTERISTICAS CITOMETRICAS DE LA MUCOSA NORMAL
DE RATA

Se han estudiado por citometria de flujo el porcentaje medio de células en
fase S del ciclo celular de los diferentes segmentos del colon de la rata,
comparando los valores entre muestras obtenidas en fresco y parafinadas

y entre sexos.

1.4.1. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego en fresco y sin diferencias de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 9,51 con una DS de 3,89.
Con un valor minimo de 4,10 y un maximo de 17,10 para una n de 18

ratas.

1.4.2. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego parafinado y sin diferencias de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 6,10 con una DS de 2,60.
Con un valor minimo de 2,70 y un maximo de 19,20 para una n de 59

ratas.

1.4.3. Anadlisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del

segmento colon ascendente en fresco y sin diferencias de sexo
El porcentaje medio de células en fase S es de 8,90 con una DS de 3,43.
Con un valor minimo de 3,60 y un maximo de 17,20 para una n de 39

ratas.



1.4.4. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon ascendente parafinado y sin diferencia de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,53 con una DS de 4,44
Con un valor minimo de 2,00 y un maximo de 28,80 para una n de 59

ratas.

1.4.5. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso en fresco y sin diferencia de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 9,73 con una DS 3,35 Con
un valor minimo de 2,10 y un maximo de 15,70 para una n de 37 ratas

1.4.6. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso parafinado y sin diferencia de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,16 con una DS de 2,65.
Con un valor minimo de 2,30 y un maximo de 16,20 para una n de 60

ratas

1.4.7. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente en fresco y sin diferencia de sexo

El porcentaje medio de células en fase S es de 4,90 con una DS 1,31 Con
un valor minimo de 2,90 y uno maximo de 8,90 para una n de 52 ratas

1.4.8. Andlisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente parafinado y sin diferencia de sexos

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,08 con una DS de 2,30
Con un valor minimo de 1,50 y uno maximo de 13,60 para una n de 59

ratas

1.4.9. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego en fresco de ratas macho.

El porcentaje medio de células en fase S es de 11,08 con una DS de 4,10
Con un valor minimo de 5,60 y un maximo de 17,10 para una n de 6 ratas
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1.4.10. Anaélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego parafinado de ratas macho

El porcentaje medio de células en fase S es de 6,76 con una DS de 2,94
Con un valor minimo de 3,70 y un maximo de 19,20 para una n de 29

ratas.

1.4.11. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon ascendente en fresco de ratas macho.

El porcentaje medio de células en fase S es de 10,40 con una DS de 3,25
Con un valor minimo de 5,00 y un maximo de 16,20 para una n de 16

ratas.

1.4.12. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon ascendente en parafina de ratas macho

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,40 con una DS de 4,69.
Con un valor minimo de 2,90 y un maximo de 28,80 para una n de 30

ratas.

1.4.13. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso en fresco de ratas macho

El porcentaje medio de células en fase S es de 9,95 con una DS de 2,85
Con un valor minimo de 6,10 y un maximo de 15,70 para una n de 14

ratas.

1.4.14. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso en parafina de ratas macho

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,27 con una DS de 2,62
Con un valor minimo de 2,30 y un maximo de 16,20 para una n de 29

ratas.

1.4.15. Anaélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente fresco de ratas macho
El porcentaje medio de células en fase S es de 4,78 con una DS de 1,10

Con un valor minimo de 2,90 y un maximo de 6,90 para una n de 25 ratas.
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1.4.16. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente en parafina de ratas macho

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,42 con unas DS de 2,41
Con un valor minimo de 1,50 y un maximo de 13,60 para una n de 30

ratas.

1.4.17. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego en fresco de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 8,72 con una DS de 3,71
Con un valor minimo de 4,10 y un maximo de 15,80 para una n de 12

ratas.

1.4.18. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento ciego en parafina de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,46 con una DS de 2,08
Con un valor minimo de 2,70 y un maximo de 10 para una n de 30 ratas.

1.4.19. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon ascendente en fresco de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 7,85 con una DS de 3,21
Con un valor minimo de 3,60 y un maximo de 17,20 para una n de 23

ratas. -

1.4.20. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon ascendente en parafina de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,67 con una DS de 4,25
Con un valor minimo de 2,00 y un méaximo de 18,70 para una n de 29

ratas

1.4.21. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso en fresco de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 9,60 con una DS de 3,67
Con un valor minimo de 2,10 y un méaximo de 15,50 para una n de 23

ratas.
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1.4.22. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon transverso en parafina de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,05 con una DS de 2,72
Con un valor minimo de 2,60 y un maximo de 14,70 para una n de 31

ratas.

1.4.23. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente en fresco de ratas hembra
El porcentaje medio de células en fase S es de 5,01 con una DS de 1,48

Con un valor minimo de 2,90 y un maximo de 8,90 para una n de 27 ratas.

1.4.24. Andlisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento colon descendente en parafina de ratas hembra

El porcentaje medio de células en fase S es de 4,73 con una DS de 2,15
Con un valor minimo de 1,80 y un maximo de 11,60 para una n de 29

ratas.

Tabla 9. Resumen del porcentaje medio de células en fase S del ciclo
celular. SDDS= Sin distincion de sexos, CA= colon ascendente, CT= colon
transverso, CD= colon descendente.

GRUPO SEGMENTO FRESCO PARAFINA
SDDS Ciego 9,51 6,10
CA 8,90 5,53
CT 9,73 5,16
CD 4,90 5,06
Machos Ciego 11,08 6,76
CA 10,40 5,40
CT 9,95 5,27
CD 5,42 8,72
Hembras Ciego 8,72 5,46
CA 7,85 5,67
CT 9,60 5,05
CD 5,01 4,73
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2. GRUPO B

El grupo B esta formado por 44 ratas, 22 hembras y 22 machos, a las que
se les ha realizado una intervencion quirargica de desfuncionalizaciéon
colénica, mediante la técnica descrita anteriormente. En 22 de los
animales, 11 hembras y 11 machos, se ha utilizado como material de
sutura del colon desfuncionalizado la seda (Colos-S) y en otros 22
animales, igualmente 11 de cada sexo, se ha utilizado el acido
poliglicélico (Colos-PG).

Dos animales hembras del subgrupo Colos-S fueron exitus en el
postoperatorio inmediato.

En este grupo se observé un tumor en la colostomia de una rata hembra.
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Fig. 6. Aspecto macroscopico al sacrificio de CDF, CDDF y colostomia,
subgrupo PG.

2.1. PESO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO.

~ 2.1.1. Peso medio de las ratas macho

El peso medio de las ratas fue de 543,48 g con una DS de 69,58, con un
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valor minimo de 450 y uno maximo de 700 para un numero de ratas de 22

animales

2.1.2. Peso medio de las ratas hembra
E! peso medio de las ratas fue de 316,25 g con una DS de 39,78, con un
valor minimo de 250 y uno maximo de 400 para un nimero de ratas de 20

animales
2.2 pH DE LAS HECES AL SACRIFICIO.

2.2.1. pH de las heces de las ratas macho
El pH medio de las heces de las ratas fue de 7,28 con una DS de 0,26.
Con un valor minimo de 6,85 y un maximo de 7,61 para una n de 22

animales.

2.2.2. pH de las heces de las ratas hembra
El pH medio de las heces de las ratas fue de 7,53 con una DS de 0,44.
Con un valor minimo de 6,67 y un maximo de 8,19 para una n de 16

animales.
2.3. HISTOLOGIA DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS

En este grupo solo se han estudiado la histologia de los segmentos colon
descendente funcionante (CDF), colon descendente desfuncionalizado
(CDDF) y colostomia, tanto para el grupo de rétas intervenidas en las que
se utilizd la seda como material de sutura como en las que se utilizé el
PG.

2.3.1 Histologia en las ratas macho

En el segmento CDF se estudiaron muestras de 11 ratas del grupo Colos-
S y 11 ratas del grupo Colos-PG, todas ellas con resultado de histologia
normal, y una media de longitud de 10,7 cm.

En el segmento CDDF se estudiaron igual nimero de muestras con el

siguiente resultado: Colos-S: 2 normales, 1 displasia leve y 8 atrdficas y

107



en Colos-PG: 1 normal, 2 displasias leves, 1 displasia moderada y 7
atréficas, y una longitud media de 3,5 cm.

En la colostomia se obtuvieron los. siguientes resultados: Colos-S 3
normales y 8 cambios de boca anastomética y en Colos-PG 1 normal, 2
displasia leve y 8 cambios de boca anastomética

Se define como mucosa atréfica la pérdida importante de estructuras
glandulares con disminucién del grosor de la mucosa.

Se define como cambios de boca anastomoética: aquella que presenta
glandulas irregulares, dilatadas, quisticas con presencia de un infiltrado
inflamatorio mixto con afectacién del epitelio glandular.

T SIS e STy TaR B o e

Fig. 7. Lesiones de boca anastomética. Hematoxilina-Eosina. X50.

2.3.2. Histologia en las ratas hembra

En el segmento CDF se estudiaron muestras de 9 ratas del grupo Colos-S
con el resultado de 8 normales y 1 displasia leve y 11 muestras del grupo
Colos-PG con el resultado de todas ellas normales, y una longitud media
de 10 cm.

En el segmento CDDF se obtuvieron los siguientes resultados: para el
grupo Colos-S 2 normales, 2 displasias leves y 5 atréficas y para el grupo
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Colos-PG: 4 normales, 2 displasias leves y 5 atréficas, y una longitud
media de 3,4 cm.

Al revisar las colostomias se observo en el grupo Colos-S 2 normales, 1
adenocarcinoma, 1 displasia moderada y 5 cambios de boca
anastomética. En el grupo Colos-PG se observé 1 normal y 10 cambios

de boca anastomética.

Fig. 8. Aspecto microscopico de CDDF de rata Colos-PG. Displasia leve
asociada a placa linfoide mucosa y submucosa. Hematoxilina-Eosina. X 50.

2.4. CARACTERISTICAS CITOMETRICAS DE LA MUCOSA DEL COLON
DE RATAS INTERVENIDAS QUIRURGICAMENTE.

Todos los histogramas de ADN fueron diploides no observandose ninguna
aneuploidia, tanto en muestras normales como tumorales.

Se midieron los valores de proliferacion celular (fase S) de 2 segmentos
colénicos, el CDF, y el CDDF, y de la colostomia y cada uno de ellos para
2 tipos histoldgicos; el normal que incluye el normal propiamente dicho
mas la disminucion de moco y las glandulas aberrantes y por otro lado el
displasico, obteniéndose los siguientes resultados:
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2.4.1. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDF del grupo Colos-S e histologia normal.

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,76 con una DS de 2,18
Con un valor minimo de 2,50 y un maximo de 11,10 para una n de 19

ratas.

2.4.2. Andlisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDF del grupo Colos-S e histologia displasia.
El porcentaje medio de células en fase S fue de 4,70 para una n de 1 rata.

2.4.3. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDDF del grupo Colos-S e histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,13 con una DS de 2,08.
Con un valor minimo de 3,40 y un maximo de 10,00 para una n de 10

ratas.

2.4.4. Andlisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDDF del grupo Colos-S e histologia displasia.
El porcentaje medio de células en fase S es de 8,18 con una DS de 2,02.

Con un valor minimo de 6,00 y un maximo de 10,00 para una n de 3 ratas.

2.4.5. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular de la
colostomia de las ratas del grupo Colos-S.

El porcentaje medio de células en la fase S es de 9,36 con una DS de
2,95. Con un valor minimo de 3,70 y uno méximo de 13,80 para una n de
20 ratas

2.4.6. Anélisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDF del grupo Colos-PG e histologia normal.

El porcentaje medio de células en fase S es de 6,24 con una DS de 2,15.
Con un valor minimo de 3,60 y un maximo de 11,60 para una n de 19
ratas.
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2.4.7. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDDF del grupo Colos-PG e histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,22 con una DS de 2,16.
Con un valor minimo de 2,30 y un maximo de 11,10 para una n de 17

ratas.

2.4.8. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular del
segmento CDDF del grupo Colos-PG e histologia displasia.
El porcentaje medio de células en fase S es de 4,64 con una DS de 0,27.

Con un valor minimo de 4,60 y un maximo de 5,30 para una n de 5 ratas.

2.4.9. Analisis del porcentaje de células en fase S del ciclo celular de la
colostomia de las ratas del grupo Colos-PG.

El porcentaje medio de células en la fase S es de 9,10 con una DS de
3,75. Con un valor minimo de 3,80 y uno maximo de 14,40 para una n de

20 ratas

Tabla 10. Resumen del porcentaje medio de células en fase S del grupo B.

GRUPO SEGMENTO FASE S
COLOS-S CDF normal 5,76
CDF displasia 4,70
CDDF normal ‘ 5,40
CDDF displasia 8,16
Colostomia 9,36
COLOS-PG CDF normal 6,24
CDDF normal 5,22
CDDEF displasia 4,84
Colostomia 9,10

COLOS-S = material de sutura del CDDF, la seda, COLOS-D = material de sutura del CDDF, el
acido poliglicélico, CDF= colon descendente funcionante, CDDF= colon descendente

desfuncionalizado
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3. GRUPO C

El grupo C esta formado por 30 ratas, 15 machos y 15 hembras tratadas
con DMH sin ser sometidas a intervencion quirdrgica y que corresponde al
grupo control de ratas con induccién tumoral.

Dos ratas, una hembra y otra macho fueron exitus antes de su sacrificio
por una carcinomatosis peritoneal, como asi revel6 la necropsia a la que

fueron sometidas, no incluyendo sus hallazgos en los resultados.
3.1. PESO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO

3.1.1. Peso medio de las ratas macho
El peso medio de las ratas fue de 521,00 g con una DS de 60,39, con un
valor minimo de 400 g y un maximo de 620 g para un numero de ratas de

14 animales.

3.1.2. Peso medio de las ratas hembra
El peso medio de las ratas fue de 325,00 g con una DS de 27,00, con un
valor minimo de 275 g y un maximo de 350 g para un namero de ratas de

14 animales.

3.2. pHDE LAS HECES AL SACRIFICIO.

3.2.1. pH de las heces de las ratas macho

El pH medio de las heces de las ratas fue de 7,35 con una DS de 0,30.
Con un valor minimo de 6,92 y un maximo de 7,86 para una n de 14 ratas.
3.2.2. pH de las heces de las ratas hembra

El pH medio de las heces de las ratas fue de 7,29 con una DS de 0,29.

Con un valor minimo de 6,70 y un maximo de 7,88 para una n de 14 ratas.

No existieron diferencias estadisticas entre los sexos
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3.3. DESCRIPCION DE LOS SEGMENTOS AL SACRIFICIO

Las longitudes medias de los diferentes segmentos fue la siguiente: Ciego
macho (m) 4,76 cm, Ciego hembra (h) 4,60 cm, colon ascendente (CA) m
3,23 cm, CA h 3,10 cm, colon transverso (CT) m 3,30 cm, CT h 3,87 cm,
colon descendente (CD) m 13,81 cm, CD h 12,62 cm.

3.4. NUMERO DE RATAS CON TUMOR

GRUPO C
| : ]
MACHOS HEMBRAS
15 15
| ]
] ] | ]
SACRIFICIO EXITUS SACRITICIO EXITUS
14 RATAS 1 RATA 14 RATAS 1 RATA
24 TUMORES 4 TUMORES
12 RATAS T+ 3 RATAS T+
2 RATAS T- 11 RATAS T-

T+: ratas con tumor. T-: ratas sin tumor

De los 28 animales que completaron el estudio del grupo C, 14 de cada
sexo, 15 presentaron lesiones tumorales malignas a nivel del colon
(53,6%) 12 machos y 3 hembras y 13 mostraron ausencia tumoral
colonica (46,4%) 2 machos y 11 hembras. Estas ratas que no presentaron
ninguna lesion colénica maligna, no presentaron ningdn tumor
extracolénico. Existié una diferencia estadisticamente significativa dentro
del grupo C entre los animales macho con tumor (85,7%), y los animales
hembra (21,4%) p=0,0065.

De los 15 animales que presentaron algun tumor maligno, en 6 ratas, 5
machos y 1 hembra, se observaron tumores colénicos multiples vy
sincronicos (40%). Las restantes 9 ratas presentaron lesiones tumorales

coldnicas Unicas.
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3.5. NUMERO DE TUMORES POR RATA

En las 15 ratas con algun tumor colénico, se observé una media de 1,86
tumores por rata, con una DS de 1,23; con un valor minimo de 1 y un
maximo de 4 tumores. En el conjunto de las 28 ratas expuestas a DMH, la
media fue de 1 tumor por rata, con una DS de 0,83, el valor minimode O y
el maximo de 4 tumores. En los 12 machos con algun tumor se
observaron 2 tumores por rata, mientras que las 3 hembras presentaron
1,33 tumores por rata. Aplicando el test de Anova (analisis de la varianza)
no se observaron diferencias significativas entre las medias de tumores
por rata entre ambos sexos (F=1,10170; p=0,31300).

Tabla 11. Resumen de niumero de tumores por rata del grupo C

N°® TUMORES  N°RATAS TOTAL N° MACHOS N°® HEMBRAS

0 13 2 11
1 9 7 2
2 2 1 1
3 1 1 0
4 3 3 0

3.6. LOCALIZACION DE LOS TUMORES
En este grupo C se estudiaron 28 tumores con la siguiente distribucion por

sexos y localizacion.

ElMacho
B Hembra

Figura 9. Localizacion tumoral por sexos.
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3.6.1. Numero de tumores en las ratas macho

En las ratas macho se observaron 24 tumores en 12 animales. La
localizacion de estos tumores fue la siguiente 18 en colon descendente, 4
en colon transverso y 2 en colon ascendente. No evidenciandose ningun

tumor en ciego

3.6.2. Numero de tumores en las ratas hembra

En las ratas hembra se observaron 4 tumores en 3 animales. La
localizaciéon de estos tumores fue la siguiente 1 en colon descendente y 3
en colon transverso, no evidenciandose ningun tumor ni en colon

ascendente ni en ciego.

3.7. ASPECTO MACROSCOPICO DE LOS TUMORES

Fig. 10. Aspecto macroscopico de tumores localizados en el colon
descendente de una rata macho.

3.7.1. Tumores en ratas macho
De los 24 tumores observados en las ratas macho 15 eran de aspecto
pediculado (62,5%), 8 de aspecto sesil (33,3%) y 1 de aspecto

macroscoépico normal (4,2%).
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3.7.2. Tumores en ratas hembra
Los 4 tumores observados en las ratas hembra eran de aspecto sesil
(100%). '

3.8. HISTOLOGIA DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS

3.8.1. Histologia en las ratas macho

En el segmento ciego se pudieron estudiar 14 ejemplares con la siguiente
histologia: 4 normal, 1 displasia leve, 7 disminucién de moco y 2 glandulas
aberrantes.

Se defini6 como glandulas aberrantes a grupos de glandulas con
disminucion del moco intracelular, intensa basofilia, pérdida de la

polaridad normal y de la alineacién celular.

K17 =

D

A

Fig. 11. Aspecto microscoépico de glandulas aberrantes. Hematoxilina-
Eosina. x 550.

En el segmento colon ascendente se pudieron estudiar 14 ejemplares con
la siguiente histologia: 3 normal, 2 carcinomas mucinosos, 1 displasia leve
y 8 disminucion de moco.
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En el segmento colon transverso se pudieron estudiar igualmente los 14
ejemplares con la siguiente histologia: 5 normales, 1 displasia leve, 8 con
disminucién de moco mas 3 adenocarcinomas y 1 carcinoma mucinoso.
En el segmento colon descendente se pudo observar la siguiente
histologia: 13 normal y 1 displasia leve mas 11 adenocarcinomas, 2
carcinomas mucinosos y 5 carcinomas in situ.

En este grupo se observaron, 1 papiloma escamoso en el oido de una
rata y la afectacion del diafragma y del epiplon de otra por un carcinoma

mucinoso.

Fig. 12. Aspecto microscopico de un adenocarcinoma invasor
moderadamente diferenciado. Hematoxilina-Eosina. X 50.

3.8.2. Histologia en las ratas hembra

En el segmento ciego se pudieron estudiar 14 ejemplares con la siguiente
histologia: 5 normal, 8 disminucion de moco y 1 glandulas aberrantes

En el segmento colon ascendente el estudio de las 14 ratas demostro la
siguiente histologia: 4 normal, 9 disminucion de moco y 1 glandulas
aberrantes.

En el segmento colon transverso el estudio de las 14 ratas demostro la
siguiente histologia: 4 normal, 7 disminuciones de moco, 3 glandulas
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aberrantes mas 1 adenocarcinoma, 1 carcinoma mucinoso y 1 carcinoma
in situ.

En el segmento colon descendente se evidencid el siguiente estudio
histolégico: 12 normales, 1 displasia moderada, 1 glandulas aberrantes
mas 1 carcinoma mucinoso.

En este grupo se observé la afectacion del duodeno de una rata por un

adenocarcinoma.

Fig. 13. Aspecto microscopico de un carcinoma mucinoso asociado a placa
linfoide. Hematoxilina-Eosina. X 50. :

3.9. GRADO DE INVASION TUMORAL

3.9.1. Grado de invasién tumoral por segmentos en las ratas macho:

En el segmento colon ascendente habia 2 tumores alcanzando uno la
submucosa y otro la muscular.

En el segmento colon transverso habia 4 tumores alcanzando 2 la
submucosa y 2 la muscular.

En el segmento colon descendente habia 18 tumores alcanzando 6 la

submucosa, 7 la muscular y 5 la mucosa.
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3.9.2 Grado de invasién tumoral por segmentos en las ratas hembra:
En el segmento colon transverso se estudiaron 3 tumores alcanzando 1 la
submucosa, 1 la musculary 1 la mucosa.

En el segmento colon descendente se estudié 1 tumor que alcanzaba la

submucosa.

Fig. 14. Tumor de la figura anterior a mayor aumento. Se observan células
en anillo de sello. Hematoxilina-Eosina. x 550.

3.10. CLASIFICACION DE LOS GRADOS DE DUKES TUMORAL

3.10.1. En la rata macho:

En la rata macho se observaron: 5 tumores Dukes A (20,8%), 9 Dukes B
(37,5%) y 10 Dukes C (41,7%).

3.10.2. En la rata hembra

En la rata hembra se observaron: 1 tumor Dukes A (25%), 2 Dukes B
(50%) y 1 Dukesp (25%).

3.10.3. Clasificacion de Dukes por segmentos en las ratas macho:
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En el segmento colon ascendente se observaron: 2 tumores uno Dukes B
y el otro C.

En el segmento colon transverso se observaron: 4 tumores con la
siguiente distribucién de Dukes: 2 By 2 C.

En el segmento colon descendente se observaron: 18 tumores, siendo su

distribucion 1a siguiente: 5A,6 By 7 C.

3.10.4. Clasificacion de Dukes por segmentos en las ralas hembra:

En el ciego y en el colon ascendente no se observaron tumores.

En el colon transverso se vieron 3 tumores con la siguiente distribucion
por Dukes: 1A, 1By 1C.

En el segmento colon descendente se observé 1 tumor, siendo su

clasificacion de Dukes grado B.

Tabla 12. Numero de tumores por segmentos y grado de Dukes.

MACHOS HEMBRAS
A B C A B C
CA 1 1
CT 2 2 1 1 1
CD 5 6 7 1

A: Dukes A, B: Dukes B, C: Dukes C, CA: colon ascendente, CT: colon transverso, CD:
colon descendente

3.11. GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL

3.11.1. Grado de diferenciacién por segmentos en las ratas macho:

En el segmento colon transverso se estudiaron 3 tumores siendo 2 de
ellos moderadamente diferenciados y 1 poco diferenciado

En el segmento colon descendente se estudiaron 11 tumores siendo 10

de ellos moderadamente diferenciados y 1 poco diferenciado

3.11.2. Grado de diferenciacion por segmentos en las ratas hembra:

En el segmento colon transverso se estudié 1 tumor que resultdo ser
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moderadamente diferenciado.
En el segmento colon descendente se estudié el unico tumor existente,

que resulté ser moderadamente diferenciado.

3.12. SUPERFICIE COLONICA TUMORAL Y SUPERFICIE COLONICA
TUMORAL POR RATA.

Definimos la superficie colénica tumoral (SCT) como la superficie de colon
ocupada por tumor y el valor se obtiene del cociente de la superficie
tumoral por la superficie colénica y por 100.

Definimos superficie colénica tumoral por rata (SCTR) la superficie de un
segmento de colon de la rata ocupada por tumor y el valor se obtiene de
la suma de las diferentes superficies tumorales del segmento dividida por

la superficie colénica de dicho segmento y por 100.

3.12.1. Superficie colbénica tumoral por segmentos sin diferencia de sexos
En el colon ascendente la superficie colénica tumoral media (SCTM) fue
de 5,79 % con una DS de 1,90. Con un valor minimo de 4,40 % y un valor
maximo de 7,14 % para un nimero de tumores de 2.

En el colon transverso la SCTM fue de 15,58 % con una DS de 16,30.
Con un valor minimo de 2,28 % y un valor maximo de 47,82 % para un
nimero de tumores de 7.

En el colon descendente la SCTM fue de 2,53 % con una DS de 2,39.
Con un valor minimo de 0,33 % y un valor maximo de 8,93 % para un

nimero de tumores de 18.

3.12.2. SCT y SCTR por segmentos y por sexos

3.12.2.1. SCT y SCTR en colon ascendente de rata macho

La SCT tenia un valor medio de 5,79 % con una DS de 1,90. Con un valor
minimo de 4,44 % y un valor maximo de 1,90 % para un nimero de 2
tumores.

La SCTR tenia los mismos valores ya que los dos tumores aparecieron en
dos ratas distintas.

3.12.2.2. SCT y SCTR en colon transverso de rata macho
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La SCT tenia un valor medio de 18,33 % con una DS de 20,07. Con un
valor minimo de 2,86 % y un valor maximo de 47,82 % para un niumero de
4 tumores.

La SCTR tenia los mismos valores.

3.12.2.3. SCT y SCTR en colon descendente de rata macho

La SCT tenia un valor medio de 2,54 % con un DS de 2,46. Con un valor
minimo de 0,33 % y uno maximo de 8,93 % para un numero de 18
tumores.

La SCTR tenia un valor medio de 5,08 % con una DS de 4,04. Con un
valor minimo de 0,62 % y uno maximo de 12,94 % para un numero de 9

ratas.

3.12.2.4. SCT y SCTR en colon transverso de rata hembra

La SCT tenia un valor medio de 11,91 % con una DS de 12,56. Con un
valor minimo de 2,28 % y un valor maximo de 26,12 % para un numero de
3 tumores

La SCTR tenia los mismos valores.

3.12.2.5. SCT y SCTR en colon descendente de rata hembra
La SCT y la SCTR tenian un valor de 2,40 % para el Gnico tumor que se
observe.

Tabla 13. Porcentaje de superficie tumoral del grupo C

RATAS MACHOS RATAS HEMBRAS
SCT SCTR SCT SCTR
CA 5,79% 5,79%
CT 18,33% 18,33% 11.91% 11,91%.
CD 2,54% 5,08% 2,40% 2,40%

SCT: superficie coldnica tumoral, SCTR: superficie coldnica tumoral por rata

CA: colon ascendente, CT: colon transverso, CD: colon descendente
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3.13. CARACTERISTICAS CITOMETRICAS DE LA MUCOSA DE COLON
DESCENDENTE DE RATAS INYECTADAS Y NO INTERVENIDAS

3.13.1. Anélisis de la fase S del ciclo celular del segmento colon
descendente de las ratas macho e histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,18 con una DS de 1,28
con un valor maximo de 8,10 y un valor minimo de 3,20 para una n de 14

ratas.

3.13.2. Analisis de la fase S del ciclo celular del segmento colon
descendente de las ratas hembra e histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,44 con una DS de 1,45
con un valor maximo de 7,90 y un valor minimo de 3,20 para una n de 14

ratas.

Tabla 14. Resumen del porcentaje medio de células en fase S del CD
histolégicamente normal del grupo C

Celulasenfase S

Macho 5,18

Hembra 5,44
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4. GRUPO D

El grupo D esta formado por 44 ratas, 22 machos y 22 hembras,
sometidas a desfuncionalizacidén colénica e inyectadas con DMH. En 22
ratas se utiliz6 como material de sutura la seda (11 machos y 11
hembras), y en las otras 22 el acido poliglicélico (11 de cada sexo).

Cinco ratas, todas ellas machos, 2 del subgrupo seda y tres del subgrupo
PG fueron exitus, tres de ellas en el postoperatorio inmediato y las otras
dos por carcinomatosis antes de su sacrificio, no pudiendo disponer de

sus datos para el estudio.
4.1. PESO DE LAS RATAS AL SACRIFICIO

4.1.1. Peso de las ratas macho
El peso medio de las ratas fue de 585,29 g con una DS de 106,38. Con un
valor minimo de 425 g y un maximo de 770 g, para un nimero de ratas de

17 animales.

4.1.2. Peso de las ratas hembra
El peso medio de las ratas fue de 306,14 g con una DS de 71,98. Con un
valor minimo de 240 g y un maximo de 600 g para un nUmero de ratas de

22 animales.
4.2. pH DE LAS HECES AL SACRIFICIO

4.2.1. pH de las heces de ratas macho
El pH medio de las ratas fue de 6,65 con una DS de 0,48. Con un valor

minimo de 6,03 y un maximo de 7,68, para una n de 10 ratas.
4.2.2. pH de las heces de ratas hembra

El pH medio de las ratas fue de 7,23 con una DS de 0,43. Con un valor
minimo de 6,04 y un maximo de 7,90, para una n de 22 ratas.
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4.3. DESCRIPCION DE LOS SEGMENTOS AL SACRIFICIO

Las longitudes medias de los segmentos CDF y CDDF por sexos de este
grupo fueron las siguientes en cm:

Ratas macho  Media Maxima Minima DS n°® de ratas
CDF 10,98 13,00 9,50 1,00 17
CDDF 3,72 5,00 3,50 0,50 17

Ratas hembra Media Méaxima Minima DS n° de ratas
CDF 9,83 10,00 7,00 0,70 22
CDDF 3,40 4,00 2,90 0,18 22

4.4. NUMERO DE RATAS CON TUMOR

GRUPOD
|
[ l
MACHOS HEMBRAS
2 22
1 |
1 ] 1 1
SEDA PG SEDA PG
11-RATAS 11 RATAS 11 RATAS 11 RATAS
SACRIFICIO SACRIFICIO SACRIFICIO SACRIFICIO
9 RATAS 8 RATAS 11 RATAS 11 RATAS
EXITUS EXITUS
2 RATAS 3RATAS
28 TUMORES 24 TUMORES 24 TUMORES 24 TUMORES
1C,1CA,3CT, 8 CDF| [ 1CA,4CT,10CDF || 1C,4CT,5CDF 4CT, 7 CDF,
7CDDFy 8COLOS || 1CDDFy 8COLOS | | 6CDDFy 8COLOS | | 2CDDFy 11 COLOS

Seda: ratas en que se ha utilizado la seda como material de sutura en el segmento
CDDF. PG: ratas en que se ha utilizado e! acido poliglicolico como material de sutura en
el segmento CDDF. C: segmento ciego. CA: segmento colon ascendente. CT: segmento
colon transverso. CDF: segmento colon descendente funcionante. CDDF: segmento
colon descendente desfuncionalizado. Colos: colostomia.
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De los 39 animales que completaron el estudio en este grupo (17 machos
y 22 hembras), 35 (89,7%) presentaron tumoracién de la colostomia y 31
presentaron lesiones tumorales malignas a nivel del colon (sin contar la
colostomia) (79,5%) 14 machos y 17 hembras, y 8 animales no
presentaron ningun tumor no colostémico (20,5%) 3 machos y 5 hembras.
Solo 1 rata macho (2,5%) en la que se utilizé la seda como material de
sutura en el segmento CDDF no presentdé ningun tumor. No existieron
diferencias estadisticas entre machos con tumor (82,3%) y ratas hembra
con tumor (77,2%) p=0,508 (sin tener en cuenta la colostomia).

Cuando se analizdé la aparicion de tumor en el segmento CDDF
especificamente en comparaciéon con el material de sutura empleado se
comprobd que en 12 animales (7 machos y 5 hembras) de los 20 en los
que se utilizo la seda presentaron algun tumor, en comparaciéon con 2 (1
macho y 1 hembra) de los 19 animales en los que se empled el acido

poliglicdlico, diferencia que alcanzé significacion estadistica (p<0,001).

Fig. 15. Aspecto macroscopico de una colostomia tumoral.

4.5. NUMERO DE TUMORES POR RATA
_En las 31 ratas con tumores coldnicos (no colostémicos) se observo una

media de 2,1 tumores por rata, siendo de 2,5 para los machos y de 1,6
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para las hembras; con un valor minimo de 1 y un maximo de 5 tumores.
En el conjunto de las 39 ratas del grupo D, la media fue de 1,66 tumores
por rata, con un valor maximo de 5 y un minimo de 0 tumores. En los 17
machos se observé una media de 2,1 tumores por rata, siendo de solo 1,3

en las 22 ratas hembras.

4.6. LOCALIZACION DE LOS TUMORES

En este grupo D se estudiaron 100 tumores en total, 35 de las
colostomias y 65 colénicos no colostémicos con la siguiente distribucién
por sexos Yy localizaciones.

LS

Fig. 16. Aspecto macroscépico del CDF y la colostomia. Presencia de
varias formaciones tumorales.

4.6.1. Namero de tumores en las ratas macho

En este sexo se observaron 52 tumores en 17 animales. La localizacién
de las lesiones fue la siguiente: 1 en ciego, 2 en colon ascendente, 7 en
colon transverso, 18 en colon descendente funcionante (CDF), 7 en colon
descendente desfuncionalizado en el grupo seda (CDDF-S), 1 en el colon
desfuncionalizado en el grupo PG (CDDF-PG) y 16 en la colostomia.
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4.6.2. Numero de tumores en las ratas hembra

En este sexo se observaron 48 tumores en 22 animales. La localizacion
de las lesiones fue la siguiente: 1 en ciego, 8 en colon transverso, 12 en
CDF, 6 en CDDF-S, 2 en CDDF-PG y 19 en la colostomia. No

evidenciandose ningun tumor en colon ascendente.

o e 5

Ciego CA CT CDF CDDF-S CDDF- COLOS
PG

e o

Macho B Hembra

Figura 17. Localizacion tumoral por sexos.

4.7. ASPECTO MACROSCOPICO DE LOS TUMORES

4.7.1. Tumores en ratas macho.

De los 36 tumores no colostémicos observados en las ratas macho, 9
(25%) eran de aspecto pediculado, 25 (69,4%) de aspecto sesil y 2 (5,5%)

de aspecto placa.

4.7.2. Tumores en ratas hembras.

De los 29 tumores no colostomicos observados en las ratas hembra, 7
(24,1%) eran de aspecto pediculado, 19 (65,5%) de aspecto sesil y 3
(10,3%) de aspecto placa.

Todos los tumores de la colostomia tenian un aspecto exofitico de

mazacote tumoral.
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4.8. HISTOLOGIA DE LOS DIFERENTES SEGMENTOS

4.8.1. Histologia en las macho _

En el segmento ciego se estudiaron 17 ejemplares con el resultado de 16
normales y 1 carcinoma mucinoso,

En el segmento colon ascendente se estudiaron un total de 17 ejemplares
con la siguiente histologia: 14 normales, 1 displasia leve y 2
adenocarcinomas.

En el segmento colon transverso se estudiaron igualmente los 17
ejemplares con el siguiente resultado histolégico: 8 normales, 1 glandulas
aberrantes, 1 displasia leve, 2 carcinomas mucinosos y 5
adenocarcinomas

En el segmento colon descendente funcionante (CDF) se estudiaron 38
muestras de los 17 ejemplares con el siguiente resultado: 17 normales, 1
displasia leve, 1 displasia moderada, 1 atréfico, 2 carcinoma in situ, 2
carcinoma mucinoso y 14 adenocarcinomas.

Fig. 18. Aspecto microscopico de un carcinoma in situ. Hematoxilina-
Eosina. X 50.
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En el segmento colon descendente desfuncionalizado de las ratas en que
se utilizd la seda como material de sutura (CDDF-S) se estudiaron 13
muestras de 9 ejemplares con el siguiente resultado: 2 normales, 1
displasia moderada, 3 atroficos, 4 carcinomas mucinosos y 3
adenocarcinomas.

En el segmento colon descendente desfuncionalizado de las ratas en las
que se utilizd el acido poliglicélico como material de sutura (CDDF-PG) se
estudiaron 8 muestras de 8 ejemplares con el siguiente resultado: 1
displasia leve, 4 displasias moderadas, 2 atroficos y 1 carcinoma
mucinoso

Las colostomias se estudiaron las 17 con el siguiente resultado 1
displasia moderada y 16 adenocarcinomas.

En este sexo se observd un papiloma escamoso en el oido de una rata-

seda y un carcinoma mucinoso que afectaba el epiplon de otra rata-seda.

4.8.2. Histologia en las ratas hembra

En el segmento ciego se estudiaron 22 ejemplares con el resultado de 21
normales y 1 adenocarcinoma.

En el segmento colon ascendente se estudiaron los 22 ejemplares siendo
las 22 histologias normales.

En el segmento colon transverso se estudiaron igualmente los 22
ejemplarés con el siguiente resultado histoldgico: 13 normales, 1 displasia
moderada, 2 carcinoma mucinoso y 6 adenocarcinomas.

En el segmento colon descendente funcionante (CDF) se estudiaron 32
muestras de los 22 ejemplares con el siguiente resultado: 17 normales, 1
adenoma, 1displasia leve, 1 atréfico, 1 carcinoma in situ, 4 carcinomas
mucinosos y 7 adenocarcinomas

En el segmento colon descendente desfuncionalizado de las ratas seda
(CDDF-S) se estudiaron 15 muestras de 11 ejemplares con el siguiente
resultado: 4 normales, 2 displasias leves, 1 displasia moderada, 2
atroficos, 1 carcinoma in situ, 1 carcinoma mucinoso y 4
adenocarcinomas.

En el segmento colon descendente desfuncionalizado de las ratas PG

(CDDF-PG) se estudiaron 12 muestras de 11 ejemplares con el siguiente
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resultado: 6 displasias leves, 2 displasias moderadas, 1 displasia severa,
1 atréfico, 1 carcinoma in situ y 1 adenocarcinoma.

Fig. 19. Displasia moderada en CDDF-Seda. Se observan restos del material
de sutura. Hematoxilina-Eosina. X 50.

Las colostomias se estudiaron las 22 con el resultado de 1 normal, 1
displasia leve, 1de cambios de boca anastomatica y 19 adenocarcinomas.
En este sexo se observaron 2 epiplones de 2 ratas-seda invadidos, uno
por un carcinoma mucinoso y otro por un adenocarcinoma, y una invasion

de la matriz de una rata-PG por un adenocarcinoma.
4.9. GRADO DE INVASION TUMORAL

4.9.1. Grado de invasién por sexos y segmentos.

4.9.1.1. Ratas macho
En el ciego habia 1 tumor que alcanzaba la submucosa.
En el colon ascendente habia 2 tumores que invadian 1 la submucosa y el

otro la muscular
. En el colon transverso habia 7 tumores alcanzando 5 la submucosa, 1 la

muscular y 1 la serosa.
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En el CDF habia 18 tumores invadiendo 2 la mucosa, 13 la submucosa, 2
la muscular y 1 la serosa.

En el CDDF de las ratas seda (CDDF-S) habia 7 tumores invadiendo 4 la
submucosa, 1 la muscular y 1 la serosa.

En el CDDF de las ratas PG (CDDF-PG) habia 1 tumor que invadia la
serosa.

En las colostomias habia 16 tumores alcanzando 2 la submucosa, 12 la

muscular y 2 la serosa.

4.9.1.2. Ratas hembra

En el ciego habia 1 tumor que alcanzaba la serosa.

En el colon transverso habia 8 tumores alcanzando 6 la submucosa y 2 la
muscular.

En el CDF habia 12 tumores invadiendo 4 la mucosa, 6 la submucosa, 1
la musculary 1 la serosa.

En el CDDF-S habia 6 tumores invadiendo 1 la mucosa, 1 la submucosa,
2 la muscular y 2 la serosa.

En el CDDF-PG habia 2 tumores invadiendo 1 la mucosa y el otro la
muscular.

En las colostomias habia 19 tumores alcanzando 2 la submucosa, 16 la

musculalj y 1 la serosa.
4.10. CLASIFICACION DE LOS GRADOS TUMORALES DE DUKES

4.10.1. En las ratas macho:
En las ratas macho se observaron: 2 tumores Dukes A (3,8%), 26 Dukes
B (50%), 17 Dukes C (32,6%) y 7 Dukes D (13,4%).

4.10.2. En las ratas hembra:
En las ratas hembra 'se observaron: 6 tumores Dukes A (11,5%), 15
tumores Dukes B (31,2%), 22 Dukes C (45,8%) y 5 Dukes D (10,4%).

4.10.3. Clasificacién de Dukes por sexo y por segmentos.
4.10.3.1. Ratas macho.
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En el segmento ciego habia 1 tumor que pertenecia al grado B de Dukes.
En el segmento colon ascendente habia 2 tumores que pertenecian uno
al grado B y el otro al grado C de Dukes.

En el segmento colon transverso habia 7 tumores que pertenecian 5 al
grado B, 1 al grado C y 1 al grado D de Dukes.

En el segmento CDF habia 18 tumores que pertenecian 2 al grado A, 13
al grado B, 2 al grado C y 1 al grado D de Dukes.

En el segmento CDDF de las ratas seda (CDDF-S) habia 7 tumores que
correspondian 4 al grado B, 1 al grado C y 1 al grado D de Dukes.

En el segmento CDDF de las ratas PG (CDDF-PG) habia 1 tumor que
correspondia al grado D de Dukes.

En las colostomias se observaron 16 tumores que pertenecian 2 al grado
B, 12 al grado C y 2 al grado D de Dukes.

4.10.3.2. Ratas hembra.

En el segmento ciego habia 1 tumor que pertenecia al grado D de Dukes
En el segmento colon transverso habia 8 tumores que pertenecian 6 al
grado B y 2 al grado C de Dukes.

En el segmento CDF habia 12 tumores que pertenecian 4 al grado A, 6 al
grado B, 2 al grado C y 1 al grado D de Dukes.

En el segmento CDDF de la rata seda (CDDF-S) habia 6 tumores que
correspondian 1 al grado A, 1 al grado B, 2 al grado C y 2 al grado D de
Dukes.

En el segmento CDDF de la rata PG (CDDF-PG) habia 2 tumores que
correspondian 1 al grado A y el otro al grado C de Dukes.

En las colostomias se observaron 19 tumores que pertenecian 2 al grado
B, 16 al grado C y 1 al grado D de Dukes.

4.11. GRADO DE DIFERENCIACION TUMORAL

4.11.1. Grado de diferenciacion por sexo y por segmentos:
4.11.1.1. Ratas macho
En el segmento colon ascendente se estudiaron 2 tumores que resultaron

ser uno moderadamente y otro poco diferenciado.
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En el segmento colon transverso se analizaron 5 tumores siendo los 5
moderadamente diferenciados.

En el segmento CDF se estudiaron 14 tumores siendo 13 moderadamente
diferenciados y 1 poco diferenciado.

En el segmento CDDF de la rata seda (CDDF-S) se estudiaron 3 tumores
resultando los 3 moderadamente diferenciados.

En el segmento CDDF de la rata PG (CDDF-PG) se estudié 1 tumor que
resulté ser poco diferenciado.

En las colostomias se analizaron 16 tumores siendo 11 de ellos

moderadamente diferenciados y 5 poco diferenciados.

4.11.1.2. Ratas hembra.

En el segmento ciego se estudié 1 tumor que resultdé ser moderadamente
diferenciado.

En el segmento colon transverso fueron analizados 6 tumores, resultando
4 de ellos moderadamente diferenciados y 4 poco diferenciados.

En el segmento CDF se estudiaron 7 tumores siendo 5 de ellos
moderadamente diferenciados y 2 poco diferenciados.

En el segmento CDDF de la rata seda (CDDF-S) se estudiaron 4 tumores
resultando 3 moderadamente diferenciados y 1 poco diferenciado.

En el segmento CDDF de la rata PG (CDDF-PG) se estudié 1 tumor que
resulté ser poco diferenciado.

En las colostomias se analizaron 19 tumores siendo 11 de ellos

moderadamente diferenciados y 8 poco diferenciados.

4.12. SUPERFICIE COLONICA TUMORAL
Se utilizan las mismas definiciones y la misma forma de obtener el valor

de SCT y SCTR que para el grupo C.

4.12.1. Superficie colénica tumoral en el grupo seda por segmentos y sin
diferenciar por sexo.

En el ciego la superficie colonica tumoral media (SCTM) fue de 11,14 %
con una DS de 0,87. Con un valor minimo de 10,52 % y un valor maximo

de 11,76 % para un namero de tumores de 2.
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En el colon ascendente la SCTM fue de 2,28 % para el Unico tumor que
habia.

En el colon transverso la SCTM fue de 21,53 % con una DS de 19,66.
Con un valor minimo de 1,04 % y un valor maximo de 48,98 % para un
nimero de tumores de 7.

En el CDF la SCTM fue de 5,90 % con una DS de 6,03. Con un valor
minimo de 0,50 % y un valor maximo de 21,42 % para un nimero de
tumores de 13.

En el segmento CDDF la SCTM fue de 19,10 % con una DS de 29,98.
Con un valor minimo de 1,26 % y un valor maximo del 100 % para un
namero de tumores de 13.

En las colostomias la SCTM se consideré del 100 % ya que toda ella

estaba ocupada por tumor.

4.12.2. Supefficie coldnica tumoral en el grupo PG por segmentos y sin
diferenciar por sexo.

En el ciego no se evidencié ningan tumor.

En el colon ascendente la SCTM fue de 5,35 % para el unico tumor que
habia.

En el colon transverso la SCTM fue de 35,61 % con una DS de 35,15.
Con un valor minimo de 1,90 % y un valor maximo del 100 % para un
niimero de tumores de 8.

En el CDF la SCTM fue de 5,25 % con una DS de 5,86. Con un valor
minimo de 0,25 % y un valor maximo de 18,18 % para un ntimero de
tumores de 17

En el segmento CDDF la SCTM fue de 3,79 % con una DS de 1,38. Con
un valor minimo de 2,20 % y un valor maximo de 4,76 % para un namero
de tumores de 3.

En las colostomias la SCTM se consideré del 100 % ya que toda ella
estaba ocupada por tumor.

4.12.3. Superficie coloénica tumoral en el grupo seda por segmentos y por
sexos
4.12.3.1. SCT y SCTR en la rata macho
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En el ciego la SCT y la SCTR tenian un valor de 10,52 % para el Unico
tumor existente.

En el colon ascendente la SCT y la SCTR tenian un valor de 2,29 % para
el unico tumor existente.

En el colon transverso la SCT tenia un valor medio de 17,86 % con una
DS de 26,97. Con un valor minimo de 1,04 % y un maximo de 48,98%
para un niumero de 3 tumores. La SCTR tenia los mismos valores ya que
los 3 tumores aparecieron en 3 ratas diferentes.

En el segmento CDF la SCT tenia un valor medio de 5,20 % con una DS
de 4,83. Con un valor minimo de 0,50 % y un maximo de 14,02 % para un
numero de tumores de 8. La SCTR tenia un valor medio de 6,41% con
una DS de 7,08. Con un valor minimo de 0.,50 % y un maximo de 15,52 %
para un numero de 5 ratas con tumor.

En el segmento CDDF la SCT tenia un valor medio de 21,60 % con una
DS de 35,24. Con un valor minimo de 1,26 % y un maximo de 100 % para

un nimero de 7 tumores. La SCTR tenia los mismos valores.

4.12.3.2. SCT y SCTR en la rata hembra

En el ciego la SCT y la SCTR tenian un valor de 11,76 % para el Unico
tumor existente

En el colon ascendente no se registré ningan tumor.

En el colon transverso la SCT tenia un valor medio de 24,28 % con una
DS de 16,26. Con un valor minimo de 11,43 % y un maximo de 47,62 %
para un numero de 4 tumores. La SCTR tenia los mismos valores ya que
los 4 tumores aparecieron en 4 ratas diferentes.

En el segmento CDF la SCT tenia un valor medio de 7,03 % con una DS
de 8,10. Con un valor minimo de 2,00 % y un maximo de 21,42 % para
un numero de tumores de 5. La SCTR tenia un valor medio de 8,79 % con
una DS de 10,75. Con un valor minimo de 2.00 % y un maximo de 24,84
% para un numero de 4 ratas con tumor.

En el segmento CDDF la SCT tenia un valor medio de 16,19 % con una
DS de 25,46. Con un valor minimo de 2,00 % y un maximo de 66,66 %

para un niumero de 6 tumores. La SCTR tenia un valor medio de 19,44 %
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con una DS de 27,09, con un valor minimo de 2,20 % y un valor maximo

de 66,66 % para un numero de 5 ratas con tumor.

4.12.4. Supeificie coldnica tumoral en el grupo PG por segmentos y por
sexos

4.12.41. SCT y SCTR en la rata macho

En el ciego no se evidencid ningan tumor.

En el colon ascendente la SCT y la SCTR tenian un valor de 5,36 % para
el unico tumor existente.

En el colon transverso la SCT tenia un valor medio de 32,80 % con una
DS de 28,90, con un valor minimo de 7,14 % y un maximo de 32,80 %
para un nimero de 4 tumores. La SCTR tenia los mismos valores ya que
los 4 tumores aparecieron en 4 ratas distintas.

En el segmento CDF [a SCT tenia un valor medio de 6,54 % con una DS
de 6,78. Con un valor minimo de 0,25 % y un maximo de 18,18 % para un
nimero de tumores de 10. La SCTR tenfa un valor medio de 10,90 % con
una DS de 6,95, con un valor minimo de 2.,37 % y un maximo de 19,27 %
para un numero de 6 ratas con tumor.

En el segmento CDDF la SCT y la SCTR tenian un valor de 4,76 % para

el Unico tumor existente.

4.12.4.2. SCT y SCTR en la rata hembra

En el ciego no se evidencio ningdn tumor.

En el colon ascendente no se evidencié ningin tumor.

En el colon transverso la SCT tenia un valor medio de 38,42 % con una
DS de 45,02, con un valor minimo de 1,90 % y un maximo del 100 % para
un numero de 4 tumores. La SCTR tenia los mismos valores ya que los 4
tumores aparecieron en 4 ratas distintas.

En el segmento CDF la SCT tenia un valor medio de 3,42 % con una DS
de 3,97, con un valor minimo de 0,29 % y un maximo de 9,14 % para un
nimero de tumores de 7. La SCTR tenia un valor medio de 5,98 % con
una DS de 5,42, con un valor minimo de 1,29 % y un maximo de 12,01 %

para un niumero de 4 ratas con tumor.
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En el segmento CDDF la SCT tenia un valor medio de 3,30 % con una DS
de 1,52, con un valor minimo de 2,20 % y un valor maximo de 4,41 para

un nimero de 2 tumores. La SCTR tenia los mismos valores.

4.13. SUPERFICIE DEL SEGMENTO CDDF LIBRE Y OCUPADA POR
TUMOR

La superficie total del segmento CDDF se obtuvo de la suma de todas las
superficies de las ratas del grupo. La superficie ocupada por tumor en la
suma de todas las superficies tumorales, y la libre de tumor la diferencia
entre la total menos la ocupada por tumor.

4.13.1. En las ratas seda (DMH-S)

La superficie total del segmento CDDF de las ratas en que la anastomosis
se habia realizado con seda era de 6478 mm? la ocupada por tumor
(SOT) de 248 mm? y la superficie libre de tumor (SLT) de 6230 mm?>.

4.13.2. En las ratas PG (DMH-PG)

La superficie total del segmento CDDF de las ratas en que la anastomosis
se habia realizado con &cido poliglicdlico era de 5655 mm?, la ocupada
por tumor (SOT) de 11 mm? y la superficie libre de tumor (SLT) de 5644

mmZ.

4.14. SUPERFICIE ANASTOMOTICA LIBRE Y OCUPADA POR TUMOR

La superficie anastomdtica de una rata se obtiene del producto de la
anchura del segmento CDDF por 1 cm de longitud. La superficie total
anastomoética del grupo se obtiene de la suma de todas las superficies
anastomoticas de las ratas del grupo. La superficie ocupada por tumor de
la suma de todas las superficies tumorales, y la libre de tumor la diferencia

entre la total menos la ocupada por tumor.

4.14.1. En las ratas seda (DMH-S)

La superficie anastomdtica total de las ratas en que la anastomosis se
habia realizado con seda era de 1880 mm?, la ocupada por tumor (SOT)
de 242 mm? y la superficie libre de tumor (SLT) de 1638 mm?>.
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4.14.2. En las ratas PG (DMH-PG).

La superficie anastomética total de las ratas en que la anastomosis se
habia realizado con acido poliglicélico era de 1600 mm?, la ocupada por
tumor (SOT) de 11 mm? y la superficie libre de tumor (SLT) de 1589 mm?.

4.15. SUPERFICIE NO ANASTOMOTICA DEL SEGMENTO CDDF LIBRE
Y OCUPADA POR TUMOR

La superficie total no anastomoética del segmento CDDF se obtuvo de la
suma de la de todos los animales del grupo D sin tener en cuenta el
material de sutura empleado. La superficie no anastomoética ocupada por
tumor en la suma de todas las superficies tumorales no anastométicas, y
la libre de tumor la diferencia entre la total menos la ocupada por tumor.
La superficie total fue de 8653 mm? y la ocupada por tumor 6 mm?, por lo
que la libre de tumor era de 8647 mm?.

Tabla 15. Superficies tumorales del grupo D

CDDF mm? SEDA mm’ | AC.POLIGLICOLICO mm?
ST 6478 5655
SOT 248 11
SLT 6230 5644
SA 1880 1600
SAOT 242 | 1
SALT 1638 1589
SNA 8653
SNAOT | 6
SNALT 8647

CDDF: Segmento colon descendente desfuncionalizado, ST: Superficie total segmento,
SOT: Superficie ocupada por tumor, SLT: Superficie libre de tumor, SA: Superficie
anastomotica, - SAOT: Superficie anastomoética ocupada por tumor, SALT: Superficie
anastomotica libre de tumor, SNA: Superficie no anastomética, SNAOT: Superficie no
anastomética ocupada por tumor, SNALT: Superficie no anastomotica libre de tumor.
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4.16. CARACTERISTICAS CITOMETRICAS DE LA MUCOSA DE COLON
DESCENDENTE DEL GRUPO D

4.16.1. Ratas DMH-PG ,

4.16.1.1. Analisis de Ia fase S del ciclo celular del segmento CDF e
histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 7,57 con una DS de 2,02
con un valor maximo de 11,10 y uno minimo de 4,60 para una n de 15

ratas.

4.16.1.2. Analisis de la fase S del ciclo celular del segmento CDF e
histologia tumoral
El porcentaje medio de células en fase S es de 17,66 con una DS de 5,25

con un valor maximo de 20,90 y uno minimo de 11,60 para una n de 3.

4.16.1.3. Analisis de Ia fase S del ciclo celular del segmento CDF e
histologia displasia

El porcentaje medio de células en fase S es de 9,20 para una n de 1.

4.16.1.4. Analisis de la fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 6,21 con una DS de 0,57
con un valor maximo de 6,70 y uno minimo de 5,50 para una n de 3.

4.16.1.5. Andlisis de Ia fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia tumoral

El porcentaje medio de células en fase S es de 5,66 con una DS de 1,85
con un valor maximo de 7,80 y uno minimo de 4,40 para una n de 3.

4.16.1.6. Analisis de Ié fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia displasia
El porcentaje medio de células en fase S es de 8,60 con una DS de 3,47

con un valor maximo de 14,20 y uno minimo de 3,80 para una n de 12.
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4.16.1.7. Andlisis de ia fase S del ciclo celuiar de la colostomia e
histologia tumoral
El porcentaje medio de células en fase S es de 15,81 con una DS de 4,46

con un valor maximo de 21,5 y uno minimo de 4,00, para una n de 13.

4.16.2. Ratas DMH-Seda

4.16.2.1. Analisis de la fase S del ciclo celular del segmento CDF e
histologia normal

El porcentaje medio de células en fase S es de 7,35 con una DS de 1,72
con un valor maximo de 10,50 y uno minimo de 4,10 para una n de 16

ratas.

4.16.2.2. Analisis de Ia fase S del ciclo celular del segmento CDF e
histologia tumoral
El porcentaje medio de células en fase S es de 10,77 con una DS de 7,24

con un valor maximo de 21,00 y uno minimo de 5,30 para una n de 4.

4.16.2.3. Analisis de 1a fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia normal
El porcentaje medio de células en fase S es de 10,01 con una DS de 2,38

con un valor maximo de 12,80 y uno minimo de 6,70 para una n de 10.

4.16.2.4. Analisis de la fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia tumoral

El porcentaje medio de células en fase S es de 11,02 con una DS de 5,90
con un valor maximo de 20,90 y uno minimo de 5,40 para una n de 10.

4.16.2.5. Andlisis de Ia fase S del ciclo celular del segmento CDDF
e histologia displasia
El porcentaje medio de células en fase S es de 5,00 con una DS de 1,21

con un valor maximo de 6,30 y uno minimo de 3,40 para una n de 4.
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4.16.2.6. Analisis de la fase S del ciclo celular de la colostomia e

histologia normal

El porcentaje de ceélulas en fase S es de 10,30 para el unico caso

existente.

4.16.2.7. Analisis de la fase S del ciclo celular de la colostomia e

histologia tumoral

El porcentaje medio de células en fase S es de 16,00 con una DS de 2,88

con un valor maximo de 22,30 y uno minimo de 11,60 para una n de 14.

Tabla 16. Resumen del porcentaje medio de células en fase S del grupo D

GRUPO SEGMENTO FASE S
DMH-S CDF normal 7,35
CDF tumoral 10,77
CDDF normal 10,01
CDDF displasia 5,00
CDDF tumoral 11,02
Colostomia normal 10,30
Colostomia tumoral 16,00
DMH-PG CDF normal 7,57
CDF displasia 9,20
CDF tumoral 17,66
CDDF normal 6,21
CDDEF displasia 8,60
CDDF tumoral 5,66
Colostomia tumoral 15,81

DMH-S = material de sutura del CDDF, la seda, DMH-PG = material de sutura dei CDDF,
el &cido poliglicélico, CDF= colon descendente funcionante, CDDF= colon descendente

desfuncionalizado
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ESTUDIO ESTADISTICO COMPARATIVO

1. COMPARACION ENTRE GRUPOS Y SEXOS

1.1. pH FECAL

Mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis hemos comparado
el pH de los diferentes grupos y sexos observando diferencias
significativas entre ellos en algunos de los casos.

Al comparar los machos pudimos comprobar la existencia de una
diferencia estadisticamente significativa entre ellos con una p = 0,004.

Al comparar las hembras no se comprob6 el mismo resultado, puesto que
no habia una diferencia significativa p = 0.073

Cuando comparamos dentro de un mismo grupo las diferencias existentes
entre ratas macho y ratas hembra pudimos observar que habia diferencias
en las ratas operadas tanto inyectadas como no inyectadas, como queda

reflejado en la siguiente tabla.

Tabla 17. pH fecales por sexos y grupos

pH fecal
Machos Hembras
Grupo A . 7,09 717
Grupo B 7,28 7,53 p=0,040
Grupo C 7,35 7,29
Grupo D 6,65 7,23  p=0,005

2. INFLUENCIA DEL SEXO EN LA APARICION DE
TUMORES. RATAS CON TUMOR

Cuando comparamos en los grupos inyectados (C y D) la presencia de
ratas con tumor segln el sexo de las mismas, pudimos comprobar que

existia una diferencia significativa dentro del grupo C (inyectadas), pero
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que esta diferencia no era evidente en el grupo

inyectadas).

Tabla 18 Namero de ratas con tumor

GRUPO C
Machos hembras
Ratas con tumor 12 3
Ratas sin tumor 2 11 p<0,001

GRUPO D (contando las colostomias)

Machos hembras
Ratas con tumor 16 19
Ratas sin tumor 1 3 p=0,407

GRUPO D (sin contar las colostomias)

Machos hembras
Ratas con tumor 14 17
Ratas sin tumor 3 5 p=0,508

RATAS GRUPO D
TUMOR NO COLOSTOMICO

©CON TUMOR
®SIN TUMOR

D (operadas e

RATAS GRUPO C

Figura 20. Ratas con tumor grupos C y D (no colostomico).
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3. EFECTO DE LA METODOLOGIA A ESTUDIO EN LA
MEDICION DE LA PROLIFERACION CELULAR.
COMPARACION POR SEGMENTOS

Se obtuvo mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis la
existencia de diferencias estadisticas en la proliferacion celular en fresco y
parafina de los diferentes segmentos de colon normal de rata. Igualmente
se obtuvieron diferencias entre fresco y parafina en la fase Go-G1 y G2-M
No se observaron diferencias en la proliferaciéon celular en los diferentes
segmentos entre sexos.

En primer lugar se investigd si existian diferencias en global sin
diferencias de sexo, tanto en fresco como en parafina de los diferentes
segmentos, observandose que efectivamente era asi con una p < de
0,005 en ambos casos.

Posteriormente se investigd la comparacibn entre segmentos e
igualmente sin diferencias de sexo, mediante las pruebas no paramétricas
de Mann-Whitney, obteniendo los siguientes resultados:

Comparacién entre ciego y colon ascendente.

Fresco: No diferencias (p=0,61) Parafina: Si diferencias (p<0,005)

Comparacién entre ciego y colon transverso.

Fresco: No diferencias (p=0,76) Parafina: Si diferencias (p<0,005)

Comparacion entre ciego y colon descendente.
Fresco: Si diferencias (p<0,005) Parafina: Si diferencias (p<0,05)

Comparacién entre colon ascendente y colon transverso.

Fresco: No diferencias (p=0,21) Parafina: No diferencias (p=0,42)

Comparacioén entre colon ascendente y colon descendente.

Fresco: Si diferencias (p<0,005) Parafina: No diferencias (p=0,26)
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Comparacion entre colon transverso y colon descendente.
Fresco: Si diferencias (p<0,005) Parafina: No diferencias (p=0,57)

40

30 +

20 o

N= 18 18 a9 39 R 51 51
cecum CA CT CD-R

Colonic localization

Figura 21. Comparacioén entre fresco y parafina de la proliferaciéon celular.
CA:colon ascendente, CT:colon transverso, CD-R:colon descendente-recto,
S: Tanto por ciento de células en fase S en fresco, SP: Tanto por ciento de
células en fase S en parafina.

4. COMPARACION DE LA PROLIFERACION CELULAR
ENTRE HISTOLOGIAS

Primeramente se estudiaron los valores de células en fase S de las

distintas histologias en ratas inyectadas, obteniéndose los siguientes

resultados:

Histologias Valor medio fase S Numero de muestras
Normal (N) . 6,22 114
Atrofico (ATR) 6,68 37
Glandulas aberrantes (GA) 5,50 3
Displasia leve (DL) 6,86 18
Displasia moderada (DM) 6,85 8
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Cambios boca anasto. (CBA) 9,85 32

Carcinoma in situ (CIS) 11,10
Carcinoma mucinoso (CM) 8,86
Adenocarcinoma (AD) 14,50 47

Dado el escaso numero de muestras estudiadas para algunas de las
histologias y tras comprobar que no existian diferencias entre algunas de
ellas, optamos por reagruparlas de la siguiente manera, obteniendo los
siguientes valores y diferencias mediante la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney:

Histologias Valor medio de fase S Numero de_muestras
N+ ATR + GA 6,28 150
Tumor (AD+CIS+CM) 13,76 56
Displasias (DL+DM) 6,85 26

Valor medio de fase S

Normal / tumor 6,28 13,76 p<0,001
Normal / displasias 6,28 6,85 p=0,517
Tumor / displasias 13,76 6,85 p<0,001
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5. EFECTO DE LA DIMETILHIDRACINA.

5.1. EFECTO SOBRE EL pH FECAL EN RATAS NO OPERADAS
Utilizamos la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para la
comparacién entre dos grupos y por sexos con el siguiente resultado:

La comparacién entre el grupo A (normal) y el grupo C (DMH) para sexo
macho es Significativa con una p = 0,036.

La comparaciéon entre el grupo A y el grupo C para sexo hembra es No

significativa con una p = 0,442.

5.2. EFECTO SOBRE EL pH FECAL EN RATAS OPERADAS

La comparacion entre el grupo B y el grupo D para ratas macho es
significativa con una p < 0,001.

La comparacion entre el grupo B y el grupo D para ratas hembra es
significativa con una p = 0,039.

5.3. SOBRE EL NUMERO DE RATAS CON TUMOR SEGUN EL SEXO
Se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar
dentro del grupo C, las ratas macho con algun tumor de las ratas hembra

con algun tumor.

Tabla 19. Ratas con y sin tumor grupo C

Machos Hembras
RCT 12 3
RST 2 1 p<0,001

RCT: ratas con tumor RST: ratas sin tumor

Cuando se estudio esa misma relacion en el grupo D no se obtuvo el

mismo resultado, ya que no habia diferencias.
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54. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS NO
OPERADAS

Al comparar el valor medio de la proliferacion celular entre el segmento
CD con histologia normal del grupo A (normal), y el segmento CD e
histologia igualmente normal del grupo C (inyectado), se observé que no
habia diferencias estadisticamente significativas, ni en su estudio en

global ni al diferenciarlos por sexos.

Tabla 20. Comparacién del valor medio de fase S del CD grupos Ay C

CD grupo A CD grupo C
Valor medio de fase S Valor medio de fase S
Ratas macho 4,78 5,18
Ratas hembra 5,01 5,44 p=0,33

5.5. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS OPERADAS

Al comparar el valor medio de la fase S entre los segmentos CDF del
grupo intervenido quirdrgicamente pero no inyectado (Grupo B) y el grupo
igualmente intervenido pero ademas inyectado (Grupo D), se obtuvo una
diferencia estadisticamente significativa mediante la prueba no
paramétricé de Mann-Whitney, para la histologia normal de p=0,002

Al comparar los mismos grupos y la misma histologia pero en esta
ocasion para el segmento CDDF, se obtuvo igualmente una diferencia
estadistica con una p< 0,001.

Cuando se realiz6 la comparacién del valor medio de la fase S entre los
subgrupos Colos-S del grupo B y DMH-S del grupo D tanto para CDF
como para CDDF histologicamente normales, se obtuvieron unas
diferencias significativas con unas p de 0,031 y <0,001 respectivamente.
Cuando se realiz6 la comparacion del valor medio de la fase S entre los
subgrupos Colos-PG del grupo B y DMH-PG del grupo D tanto para CDF
como para CDDF histolégicamente normales, se obtuvieron unas

diferencias significativas con unas p de 0,04 y 0,036 respectivamente.
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Tabla 21. Comparacion del valor medio de fase S del CDF y CDDF grupos B
yD

Grupo B Grupo D
Valor medio de fase S Valor medio de fase S
CDF 5,47 7,45 p=0,002
CDDF 5,31 8,38 p<0,001

14

12 o

10 o

GRUPO2

Ellcolos-s+Colos-PG

Fig. 21. Comparacion de los valores de fase S entre grupos B y D.

Tabla 22, Comparacion del valor medio de fase S del CDF y CDDF grupos B
y D y material de sutura
Valor medio de células en fase S

Colos-S DMH-S Colos-PG DMH-PG
CDF 5,76 7,35 p=0,031 6,24 7,57 p=0,04
CDDF 5,22 10,01  p<0,001 5,40 6,21 p=0,036
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Fig. 22. Comparacion de los valores de fase S entre grupos B y D para
subgrupos seda y acido poliglicélico.



6. EFECTO DE LA DESFUNCIONALIZACION

6.1. SOBRE EL pH FECAL EN RATAS NO INYECTADAS

La comparacion entre el grupo A y el grupo B para el sexo macho es
Significativo con una p = 0,046.

La comparacién entre el grupo A y el grupo B para el sexo hembra es
Significativa con una p = 0,008.

6.2. SOBRE EL pH FECAL EN RATAS INYECTADAS
La comparacion entre el grupo C (DMH) y el grupo D (DMH-S+DMH-PG)
para el sexo macho es Significativa con una p = 0,001.
La comparacién entre el grupo C y el grupo D para el sexo hembra es No

significativa con una p = 0,810

6.3. SOBRE EL NUMERO DE RATAS CON TUMOR

Si la comparacion se realizaba entre la suma de los segmentos
CDF+CDDF+Colostomia del grupo D con el segmento CD del grupo C, se
obtenia una diferencia estadisticamente significativa con una p<0,001.
Pero al hacer la comparacién solo del segmento CDF con el CD ya no se

obtenia dicha significancia.

Tabla 23. Comparacion ratas con y sin tumor

No tumor Si tumor
Grupo C 18 11
Grupo D** 1 38 p<0,001

*CD
** CDF+CDDF+Colostomia

No tumor Si tumor
Grupo c 18 11
Grupo D ** 20 19 p=0,262
*CD
** CDF
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6.4. SOBRE EL GRADO DE DUKES
Dado el numero de tumores reagrupamos los mismos en dos grupos, por
un lado la suma de los Dukes A+B, y por otro lado la suma de los C+D, y

posteriormente realizamos la comparacidn sin obtener diferencias.

Tabla 24. Grado de Dukes

Dukes A+B Dukes C+D
Grupo C 17 11
Grupo D 49 51 p=0,29

6.5. SOBRE EL LADO DE APARICION DE LOS TUMORES Y GRADO
DE DUKES

Para esta comparacién realizamos en primer lugar la descripcién de los
lados, definiendo lado derecho como la suma de ciego + colon
ascendente + colon transverso y lado izquierdo como colon descendente-
recto para el grupo C y la suma de colon descendente funcionante + colon
descendente desfuncionalizado para el grupo D, no contabilizando las

colostomias.

Tabla 25. Localizacién tumoral y grado de Dukes

n® tumores lado derecho n® tumores lado izquierdo
Grupo C » 9 19
Grupo D 19 46 p=0,77

Lado derecho

Dukes A+B Dukes C+D
Grupo C 5 4
Grupo D 13 6 p=0,67

Lado izquierdo

Dukes A+B Dukes C+D
Grupo C 12 7
Grupo D 32 14 p=0,77
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6.6. SOBRE LA SUPERFICIE COLONICA TUMORAL

Para su comprobacion se utilizaron tablas de contingencia.

Al comparar la superficie colénica ocupada por tumor en los diferentes
segmentos entre el grupo C (DMH) y el grupo D (IQ+DMH) se pudo
comprobar que no las habia al estudiar el colon ascendente, pero si
existieron al estudiar el colon transverso y el colon descendente,
funcionante en el caso del grupo D, tanto para las ratas en que se utilizd

la seda como material de sutura, como en las que se utilizé el PG.

SOT (mm?°) SLT (mm*) [P

DMH 23 5325

CA DMH-S 19 4121 P=0.476
DMH 245 7231

CT DMH-S 438 4077 P<0.001
DMH 522 20377

CD/CDF DMH-S 583 14700 P<0.001
DMH 522 29377

CD/CDDF DMH-S 248 5420 P<0.001

SOT (mm") SLT (mm?®) [P

DMH 23 5325

CA DMH-PG 15 3885 | P=0.435
DMH 245 7531

CT DMH-PG 757 3513 P<0.001
DMH 522 29377

CD/CDF DMH-PG 504 13285 | P<0.001
DMH 522 29377

CD/CDDF  [DMH-PG 11 5657 | P<0.001

Tabla 26. SOT: superficie colénica ocupada por tumor y su valor se obtiene
de la suma de todas las superficies tumorales (de todas las ratas del
grupo), SLT: superficie colonica libre de tumor y su valor se obtiene de la
suma de todas las superficies del segmento estudiado (de todas las ratas
del grupo) y se le resta la suma de las ocupadas por tumor (SOT). CDF
Seda: colon descendente funcionante del grupo seda, CD DMH: colon
descendente del grupo DMH.
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6.7. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS NO
INYECTADAS

Al comparar el valor medio de la fase S e histologia normal del segmento
CD del grupo A (normal) y del segmento CDF del grupo B (Colos-
S+Colos-PG) se observé una diferencia que alcanzaba significacion

estadistica con una p=0,011.

Grupo A Grupo B

Valor medio de
fase S del CD / CDF 4,90 6,00 p=0,011

Cuando la comparacion se realizd entre los mismos grupos pero para el
segmento CDDF del grupo B, ya no se obtuvo la diferencia puesto que la

p obtenida era de un valor de 0,878.

Grupo A Grupo B

Valor medio de
fase S del CD / CDDF 4,90 5,31 p=0,878

Al comparar la proliferacién celular entre los segmentos CDF y CDDF
entre si del grupo B mediante la prueba de T de Student, no se obtuvo
diferencia con una p=0,052.

Cuando la comparacion se realizo entre los mismos segmentos entre si
pero para los subgrupos Colos-S y Colos-PG no se obtuvo tampoco una

diferencia significativa con una p de 0,597 y 0,279 respectivamente.

Tabla 27. Comparaciones de proliferacion celular

Valor medio de células en fase S
CDF CDDF

Grupo B 6,00 5,31 p=0,052
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Valor medio de células en fase S

CDF CDDF
Colos-S 5,93 5,49 p=0,597
Colos-PG 6,20 5,14 p=0,279

6.8. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS INYECTADAS
Al comparar el valor medio de la fase S e histologia normal del segmento
CD del grupo C (DMH) y del segmento CDF del grupo D (DMH-S+DMH-
PG) se observé una diferencia que alcanzaba significacion estadistica con
una p<0,001

Cuando la comparacién se realiz6é entre los mismos grupos pero para el
segmento CDDF del grupo D, se obtenia igualmente una diferencia con
una p<0,001.

Tabla 28. Comparacion de proliferaciéon celular

Grupo C Grupo D
Valor medio de fase S Valor medio de fase S
CD/CDF 5,31 7,45 p<0,001
CD/CDDF 5,31 8,38 p<0,001

Al comparar la proliferacion celular entre los segmentos CDF y CDDF
entre si del grupo D.

Cuando la comparacion se realizé entre los mismos segmentos entre si
pero para los subgrupos DMH-S y DMH-PG, se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa para el primero de ellos, pero no para el

segundo.
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Tabla 29. Comparacion de proliferacién celular

Valor medio de células en fase S

CDF CDDF
DMH-S 7,11 9,67 p=0,027
DMH-PG 8,13 6,27 p=0,536

Para histologias tumorales no existieron diferencias significativas en la

comparacion entre los diferentes segmentos y grupos.

Grupo C Grupo D
Valor medio de fase S Valor medio de fase S
CD /CDF 12,32 13,72 p=0,927
CD / CDDF 12,32 9,78 p=0,477
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7. EFECTO DEL MATERIAL DE SUTURA

7.1. SOBRE EL pH FECAL EN RATAS NO INYECTADAS

La comparacion entre el grupo B subgrupo Colos-Seda y el propio Grupo
B pero subgrupo Colos-PG para el sexo macho es No significativa con
una p=0,740.

La comparacion entre el grupo B subgrupo Colos-Seda y el propio Grupo
B pero subgrupo Colos-PG para el sexo hembra es No significativa con
una p= 0,130.

7.2. SOBRE EL pH FECAL EN RATAS INYECTADAS

La comparacion entre el grupo D subgrupo DMH-Seda y el propio grupo D
pero subgrupo DMH-PG para el sexo macho es No significativa con una
p= 0,690.

La comparacion de los mismos subgrupos en el mismo grupo D pero para

el sexo hembra es igualmente No significativa con una p = 0,797.

7.3. SOBRE EL NUMERO DE RATAS CON TUMOR

Al comparar el numero de ratas que presentaban algin tumor en el
segmento CDDF entre los subgrupos suturados con seda o &cido
poliglicdlico del grupo D se obtuvo una diferencia muy significativa con
una p=0,005.

Tabla 30. Ratas con tumor

Seda PG
Ratas con tumor 12 3
Ratas sin tumor 8 16 p=0,005

7.4. SOBRE EL NUMERO DE RATAS CON DISPLASIA

Al comparar el nUmero de ratas que presentaban algun grado de displasia
en el segmento CDDF entre los subgrupos suturados con seda o acido
poliglicdlico del grupo D se obtuvo una diferencia significativa con una
p=0,001.
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Tabla 31. Ratas con displasia

Seda PG
Ratas con displasia 3 13
Ratas sin displasia 17 6 p=0,001

7.5. SOBRE LA SUPERFICIE COLONICA TUMORAL

Para su comprobacion se utilizaron tablas de contingencia.

Al comparar la superficie colonica ocupada por tumor en los segmentos
CDDF del grupo D (IQ+DMH), y dentro de éste en los subgrupos seda y
PG, se pudo comprobar que habia grandes diferencias entre los 2

materiales.

Tabla 32. Superficie tumoral

SOT SLT
CDDF seda 248 mm* 5420 mm?
CDDF PG 11 mm?* 5657 mm? p<0,001

7.6. SOBRE LA SUPERFICIE COLONICA TUMORAL ANASTOMOTICA
Al comparar la superficie colénica anastomoética ocupada por tumor en el
segmento CDDF del grupo D (IQ+DMH), y dentro de éste en los

subgrupos seda y PG, se observé una mayor diferencia.

Tabla 33. Superficie tumoral anastomética

SOT SLT

CDDF seda 242 mm*° 1638 mm?

CDDF PG 11 mm* 1589 mm* p<0,001
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Figura 23. Superficie colonica tumoral anastomaética

7.7. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS NO
INYECTADAS

Al comparar el valor de la fase S en el segmento CDDF entre los
subgrupos Colos-S y Colos-PG del grupo B no se obtuvieron diferencias
estadisticas (p=0,734).

7.8. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN.RATAS INYECTADAS
Al comparar el valor de la fase S en el segmento CDDF entre los
subgrupos DMH-S y DMH-PG del grupo D se obtuvo una diferencia

significativa con una p<0,001.
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8. EFECTO DE LA AUSENCIA DE TRANSITO INTESTINAL

8.1. SOBRE EL NUMERO DE RATAS CON TUMOR.

Al comparar el nimero de ratas con tumor en los segmentos CDF y/o
CDDF del grupo D se pudo comprobar que no existian diferencias en las
ratas en las que la sutura del CDDF se habia realizado con seda pero si

en las que se habia utilizado el acido poliglicélico como material de sutura.

Tabla 34. Ratas con tumor

CDF CDDF(seda)

Ratas con tumor 9 12

Ratas sin tumor 11 8 p=0,527
CDF CDDF(PG)

Ratas con tumor 9 3

Ratas sin tumor 10 16 p=0,036

8.2. SOBRE LA SUPERFICIE COLONICA TUMORAL NO
ANASTOMOTICA

Para su comprobacion se utilizaron tablas de contingencia.

Al comparar la superficie colénica ocupada por tumor en los segmentos
CDF y CDDF del grupo D (IQ+DMH), y dentro de éste sin tener en cuenta
las zonas anastométicas, y por lo tanto los materiales de sutura, se pudo

comprobar que habia grandes diferencias.

Tabla 35. Superficie tumoral

SOT —TSLT

CDF 583 mm* 14700 mm*
CDDF 6 mm* 8647 mm* P=0,001
SOT: superficié colénica ocupada por tumor y su valor se obtiene de la suma de todas

las superficies tumorales (de todas las ratas de! grupo), SLT: superficie colénica libre de
tumor y su valor se obtiene de la suma de todas las superficies del segmento estudiado
(de todas las ratas del grupo) y se le resta la suma de las ocupadas por tumor (SOT).
CDF: colon descendente funcionante, CDDF: colon descendente desfuncionalizado.
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8.3. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS NO
INYECTADAS

Cuando se comparé el porcentaje de células en fase S en el grupo B
(operadas no inyectadas) entre el segmento funcionante (CDF) y el no
funcionante (CDDF) e histologia normal, se pudo comprobar que no habia
diferencias ni en las que se habia utilizado la seda ni en las que se habia

utilizado el acido poliglicélico como material de sutura.

Tabla 36. Comparacion de proliferacion celular

Valor medio de células en fase S

CDF CDDF
Colos-S 5,76 5,40 p=0,403
Colos-PG 6,24 5,22 p=0,071

8.4. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR EN RATAS INYECTADAS

Cuando se comparé el porcentaje de células en fase S en el grupo D
(operadas e inyectadas) entre el segmento funcionante (CDF) y el no
funcionante (CDDF) e histologia normal, se pudo comprobar que
existieron diferencias en las que se habia utilizado la seda, pero no en las

que se habia utilizado el acido poliglicélico como material de sutura.

Tabla 37. Comparacion de proliferacion celular
Valor medio de células en fase S

CDF CDDF . _
DMH-S 7,35 10,01 p=0,013
DMH-PG 7,57 6,21 p=0,205
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9. EFECTO DE LA ALTERACION FUNCIONAL
POSTQUIRURGICA

9.1. SOBRE LA SUPERFICIE OCUPADA Y LIBRE DE TUMOR

Al comparar la superficie colénica ocupada y libre de tumor entre el CD
del grupo C y la suma del CDF sin la colostomia + el CDDF sin la
anastomosis del Grupo D, se obtuvo una diferencia estadisticamente

significativa.

Tabla 38. Superficie tumoral

SOT SLT

CD GRUPO C 522 mm* 29377 mm*
CDF+CDDF GRUPO D| 1183 mm* 36332 mm? | P=0,001

SOT: superficie colénica ocupada por tumor y su valor se obtiene de la suma de todas
las superficies tumorales (de todas las ratas del grupo), SLT: superficie colénica libre de
tumor y su valor se obtiene de la suma de todas ias superficies del segmento estudiado
(de todas las ratas del grupo) y se le resta la suma de las ocupadas por tumor (SOT).
CDF: colon descendente funcionante sin colostomia, CDDF: colon descendente
desfuncionalizado sin anastomosis.

9.2. SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

Cuando se comparoé el porcentaje de células en fase S del CD del grupo
A con el porcentaje en el CDF y CDDF del grupo B, se obtuvo una
diferencia entre el CD y el CDF.
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CDF CDDF CD

Figura 24. Células en fase S. CD: colon descendente (4,9%) CDF: colon
descendente funcionante (6,0%), CDDF: colon descendente
desfuncionalizado.(5,31%). P<0,05 entre CD grupo A y CDF grupo B

Cuando la comparacion se hizo entre el CD del grupo C y el CDF y CDDF

del grupo D se obtuvo una diferencia con ambos.

B Grupo D B Grupo C

[—

CDF CDDF CD

Figura 25. Células en fase S. CDF: colon descendente funcionante, CDDF: colon
descendente desfuncionalizado. P<0,05 entre grupo C y grupo D.
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DISCUSION

El cancer colorrectal (CCR) es un tumor frecuente en Europa y en el resto
de los paises desarrollados, siendo rara su presencia en Africa, Asia y
Sudamérica. Espafia es un pais de riesgo medio de presentacioén de un
CCR (12). Se han implicando desde hace tres décadas factores
ambientales en su desarrollo, siendo la dieta el factor mas estudiado e
involucrado en la génesis del tumor (2, 5).

Estudios epidemioldgicos ponen en evidencia importantes modificaciones
de incidencia segun variaciones geograficas, asi como variaciones en el
riesgo de la enfermedad entre inmigrantes (15). Por lo tanto hay datos
para pensar que el CCR es una enfermedad que se puede prevenir.

El reciente e importante desarrollo de la biologia molecular y de la
genética ha permitido avanzar considerablemente en el conocimiento del
papel de los genes en el CCR, pudiendo llegar a definir la relacién entre la
susceptibilidad genética y los factores ambientales en esta enfermedad.
La carcinogénesis colénica experimental espontanea (en ausencia de un
agente carcinogénico) en ratas es rara; en condiciones de laboratorio la
incidencia total de cancer de colon es menor de 2-3 ratas / 100.000
animales observados (340). Wells (204) relata una incidencia de tumores
malignos intestinales primarios de 19 tumores (0,013%) en su serie de
140.000 necropsias de ratones (todos ellos adenocarcinomas y un
carcinoma mucinoso). .

En nuestro estudio de las 104 ratas no inyectadas pertenecientes a los
grupos A y B, 102 pudieron ser examinadas, observandose un tumor de
histologia adenocarcinoma en la colostomia de una rata hembra del grupo
B.

El modelo de carcinogénesis coldnica experimental en ratas, inducido con
1,2-dimetilhidracina (DMH) es aceptado como un modelo vélido para
obtener resultados equiparables y superponibles al ser humano (220-223,
254), desde que fue descrito por Druckrey et al en 1967 (213) y
sintetizado en 1973 (214).
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Es un modelo de investigacion aceptado, vigente y recomendado en la
actualidad (224) ya que la morfologia de los tumores, su evolucién y su
resistencia al tratamiento quimioterapico tienen un comportamiento
parecido al de los tumores coldnicos en el ser humano (209, 224, 225).
Incluso es un modelo valido para el estudio de las alteraciones de las
heces con resultados equiparables a las observadas en estudios en
humanos (338).
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1. EFECTO DE LA METODOLOGIA A ESTUDIO EN LA
MEDICION DE LA PROLIFERACION CELULAR

Durante las décadas de los ochenta y noventa el andlisis del contenido de
ADN mediante técnicas de citometria de flujo (CMF) se ha convertido en
una herramienta de gran utilidad por parte de investigadores y clinicos
para encontrar nuevos factores pronésticos en distintas neoplasias y en
concreto en el cancer de colon, identificando grupos de mas alto riesgo
para desarrollar recidivas locales o metastasicas, pudiendo aconsejar con
mas precision un tratamiento quimioterapico o radioterapico adyuvante a
la cirugia.

El citdmetro de flujo es un aparato capaz de medir componentes celulares
marcados con colorantes fluorescentes que son capaces de excitarse con
una fuente de alta energia.

Para el estudio por CMF es preciso obtener una suspension celular (267),
que es facilmente preparable para muestras de fluidos como la sangre,
pero es mas complicado para el estudio de tumores solidos donde la
disgregacion es de mas dificil obtencién. Para tejidos en fresco se han
descrito diferentes métodos de disgregacion, unos mecanicos y otros
mixtos mecanicos y enzimaticos (268-270).

Nosotros para este estudio utilizamos en primer lugar el rascado intenso
con bisturi de la pieza y el posterior pase de la suspensién en varias
ocasiones por una aguja intramuscular de 21G, hasta obtener una
suspension monodispersa. ‘

En 1983 Hedley (271) publicé la técnica de la determinacién del ADN en
piezas parafinadas, modificada posteriormente por otros autores (272).
Nosotros hemos utilizado este método modificado para el estudio de
nuestras muestras parafinadas.

Pocos trabajos hacen referencia al estudio por citometria de flujo (CMF)
de los tumores de colon inducidos con DMH. Fischbach (343) en su
articulo examina 39 carcinomas, mostrando todos ellos un patrén diploide
de ADN. Estos resultados son idénticos a los observados en nuestro

estudio en el que todos los tumores resultaron ser diploides. Estos
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hallazgos difieren de los obtenidos en el CCR en humanos donde la
aneuploidia segun las series oscila entre el 40 y el 80%, con una media
del 50% (306, 307, 316, 317).

Las teorias carcinogénicas del cancer de colon inducido por DMH
sostienen un proceso en dos etapas. Primeramente cada inyeccion de
DMH entra en interacciones inespecificas con el ADN y es capaz de
producir una mutacion somatica y en una segunda etapa se expresaria el
fenotipo cancer (344). Si aceptamos esta teoria, una posible explicacion a
la presencia de tumores diploides en la rata podria atribuirse a los limites
de resolucién del andlisis del contenido de ADN con las técnicas de CMF
(una variacion determinada de 0,05 en el indice de ADN representa 1
cromosoma), y en los tumores que han sufrido una traslocaciéon u otros
cambios gendmicos no reflejados en el contenido de ADN o namero de
cromosomas (308). Otra posible explicaciéon al hecho de que los tumores
en la rata sean diploides puede ser el tiempo de deteccion de los mismos
que es muy precoz para poder permitir que una clona aneuploide pueda
desarrollarse y predominar sobre las clonas diploides primitivas.

En nuestro primer objetivo del estudio nos propusimos determinar los
patrones normales de proliferacién celular de los segmentos de la rata y
valorar si habia diferencias entre ellos en su estudio en fresco o en
parafina. Para ello realizamos el analisis correspondiente de los 4
segmentos coldnicos de la rata a saber: ciego, colon ascendente, colon
transverso y colon descendente-recto, e hicimos una comparacion entre
ellos, obteniendo unos resultados inesperados.

Los porcentajes de proliferacion celular que obtuvimos de las muestras
parafinadas fueron menores que sus homologos obtenidos de tejido en
fresco, detectandose diferencias significativas entre ellos, Eissa y otros
autores (304, 292, 294, 301, 305, 358) también encuentra resultados
parecidos, concluyendo todos ellos que el estudio en fresco es mas fiel en
su resultado que el estudio en parafina, puesto que tiene un menor
coeficiente de variacion. Otros autores (291, 293, 319) no encuentran
estas mismas diferencias y concluyen que los estudios en fresco y en

parafina son superponibles.
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Fischer (292) comenta en su articulo que utilizando una serie de técnicas
de tincién con bromuro de etidio y mitramicina mejoran los resultados del
tejido parafinado hasta practicamente igualarse al tejido fresco. Nosotros
también consideramos que es un problema técnico el motivo por el que se
presentan estas diferencias y podria deberse a diversas causas como la
forma de realizarse la obtencion de la suspensién celular, la presencia de
gran cantidad de detritus celulares y nucleos cortados, que obliga al uso
de modelos matematicos para substraer el background. Esta substraccién
artefactual resta parte de células en fase S en el estudio parafinado para
su medicion. A partir de estos resultados, hoy por hoy, y con las técnicas
actuales, nos inclinamos a recomendar el estudio en fresco de la
proliferacion celular a pesar de ser mas engorrosa su realizacion,
recomendandolo especialmente para el estudio del segmento colon
descendente, donde casi el 90% de los histogramas son validos para su
lectura frente al 30-65% del resto de segmentos.

Cuando realizamos la comparacion entre los diferentes segmentos entre
si, observamos diferencias en el estudio en fresco entre los segmentos
del colon derecho con los del izquierdo, entiéndase: ciego con colon
descendente (CD), colon ascendente (CA) con CD y colon transverso
(CT) con CD. No presentandose entre los segmentos del colon derecho
entre si: ciego con CA, ciego con CT y CA con CT. Esto nos hace pensar
que la proliferacion celular esta aumentada en los segmentos proximales
del colon. Cooke (359) encontrd en los humanos variaciones en el indice
proliferativo relacionadas con la localizaciéon anatdomica semejantes a las
nuestras, aunque otros autores no confirmaron la existencia de estas
diferencias, encontrando un patrén similar en todos los segmentos del
intestino grueso (360). ’
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2. EFECTO DE LA DMH

La utilizacion de la 1,2-dimetilhidracina (DMH) como agente carcinégeno
es un método valido para obtener resultados equiparables vy
superponibles a los del ser humano (220, 223, 254).

En nuestro estudio al analizar el pH fecal pudimos observar que cuando
comparabamos en ratas no operadas los grupos A (normales) contra el
grupo C (DMH) comprobabamos una diferencia significativa en las ratas
macho, observacion no reflejada en las ratas hembra, diferencia
explicable por el menor numero de tumores que presentaban las ratas
hembra que no permitia la alcalinizacién de las heces, coincidiendo con
los resultados de varios trabajos de la literatura (133-136, 139), que
ponen de manifiesto la relacion existente entre la acidificacién de las
heces y la capacidad de resistencia al carcindgeno o lo que es lo mismo
la alcalinizacion de las heces y el cancer de colon.

Cuando la comparacion se realizé en ratas operadas, grupo B (operadas
no inyectadas) contra grupo D (operadas e inyectadas), los resultados no
coincidieron en su alcalinizacién con los expuestos anteriormente.
Creemos que la diferencia estriba en el momento y lugar de la recogida
de las heces, que en el caso de los grupos A y C fueron siempre de la
jaula antes del sacrificio, mientras que en los grupos B y D en algunos
animales se recogieron durante la intervencién quirdrgica y en algin caso
del segmento ciego, por no encontrar heces en la jaula ni en otro
segmento mas distal.

El nimero de ratas con tumor en nuestro estudio como resultado de la
induccién de tumores colénicos por efecto de la DMH tanto en ratas no
intervenidas como en animales operados ha sido similar a los descritos
por otros autores (233, 234), y que oscila entre el 50-100% de las ratas
inducidas.

Cuando comparamos el nimero de ratas con tumor dentro del grupo C
segun el sexo de la rata a estudio, observamos una diferencia
estadisticamente muy significativa entre machos y hembras, reflejando
una menor susceptibilidad de las ratas hembra al carcindgeno, ya que
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presentaban algin tumor 12 ratas macho (85,7%) frente a 3 ratas hembra
(21,4%). Con el numero de tumores también ocurria lo mismo ya que las
ratas macho presentaban 24 tumores frente a los 4 tumores que
aparecieron en las ratas hembra, coincidiendo en esta observacion con la
de otros autores (341, 342), motivo por el que muchos de ellos solo
utilizan animales macho para sus estudios (235-237, 351, 352). Las ratas
hembra presentaron una tendencia no significativa hacia tumores mas
agresivos basado en que en el grupo C un 50% de ellos eran mucinosos,
hecho que ocurria en sélo el 20% en los animales macho, y en que en el
grupo D habiendo menos tumores por animal, presentaban invasién
peritoneal un mayor niumero de ellos.

Cuando comparamos el niamero de ratas con tumor dentro del grupo D
iguaimente segln el sexo, comprobamos que en este grupo no existieron
diferencias ya que un 82,3% de machos y un 77,2% de hembras
presentaron alguna tumoracién sin tener en cuenta la colostomia,
sugiriendo que la intervencién quirirgica aumenta la carcinogénesis del
colon de la rata. Las reacciones locales vasculares e inflamatorias
probablemente desempefian un papel en este fenémeno. Se ha descrito
que tras el dafo quirirgico se produce proliferacion de las células de las
criptas del colon y entran méas células en ciclo mitético, etapa en las que
parecen ser mas receptivas a las influencias carcinogénicas (251, 252).
No obtuvimos diferencias ni en el grupo C ni en el grupo D entre el
numero de tumores en el lado derecho (ciego+colon ascendente+colon
transverso) en comparacion con los aparecidos en el lado izquierdo (colon
descendente-recto), aunque eran mas numerosos en el lado izquierdo (9
versus 19 en el grupo C, 19 versus 36 en el grupo D). Esta tendencia ya
habia sido observada por Rubio (357) en su estudio experimental, y se
explica por la mayor susceptibilidad de la mucosa del colon izquierdo a
una concentracion del agente carcinogeno tras la deshidratacién de las
heces, por la reduccién del transito en el colon distal (219-221) y por un
recambio ceiular mayor que ocurre en el colon distal (116). En nuestro
estudio los segmentos ciego y colon ascendente resultaron ser muy poco
sensibles a la accién de la DMH ya que sélo se observaron 2 y 5 tumores
respectivamente de los 128 tumores presentes entre los grupos C y D.
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La estirpe histoldgica predominante en el CCR en humanos es el
adenocarcinoma, representando los carcinomas mucinosos el 10-15% de
los casos (174-176, 178). Este predominio también se observa en la
carcinogénesis colénica experimental inducida con DMH (116, 239, 251).
En nuestro estudio también observamos una mayor frecuencia de
adenocarcinomas tanto en el grupo C como en el grupo D.

El aspecto tumoral polipodeo fue el mas observado de forma significativa
en ambos grupos inducidos con carcinégeno como habia descrito Zhang
en su trabajo, donde describe la progresion de las lesiones empezando
por ser polipoideas para hacerse posteriormente invasivas (240), y mas
evidente en el lado derecho que en el izquierdo (219).

Al igual que Barkla (233), que utiliza unas dosis de DMH iguales a las
nuestras, obtuvimos una diferenciacion tumoral en bien o moderadamente
diferenciado semejante, en comparacién con otros autores que a mayores
dosis encuentran mas tumores poco diferenciados (222).

Desde hace unos afios, varios trabajos han venido haciendo referencia a
la relacion existente entre la presencia de focos de cripta aberrantes
(FCA), como los precursores identificables mas precoces de la
carcinogénesis coldnica, y el CCR humano (361, 362), con una relacion
directa con la edad y mas en el colon distal que en el proximal (363, 364),
aunque hay autores que no consideran que la presencia de los FCA
identifique grupos de mayor riesgo para el CCR (365). Ghirardi en su
articulo concluye que no encuentra correlacion entre la presencia de FCA
con la distribucién posterior de adenomas y adenocarcinomas en el colon
izquierdo y en absoluto con los carcinomas mucinosos predominantes del
colon derecho donde las FCA son muy raras (366).

Nosotros hemos observado pocas mucosas con presencia de glandulas
aberrantes y mayor cuantia de estas lesiones en el colon derecho que en
el izquierdo, y mayor ntimero en el grupo C que en el D (5 versus 2).
Consideramos que esta discrepancia con lo expuesto anteriormente y
referido a la literatura, es por el momento de realizarse el estudio, que en
nuestro caso fue entre la semana 38 y 40 de vida (24-26 tras la 12
inyeccion de DMH) y en el resto de trabajos fue mas precozmente, y como

manifiesta Ghirardi (366) que realiz6 el sacrificio de forma escalonada (6-
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12-20-30-36 semanas tras la 12 inyeccion de azoximetano), a partir de la
semana 20 ya aparecen los tumores, coincidiendo en esta apreciacion
con lo observado por la Dra Pifiol en su tesis doctoral utilizando como
inductor tumoral la DMH (367).

Para la valoracién de la actividad proliferativa se ha empleado la
cuantificacion del porcentaje de céluias en fase S, parametro que ha
demostrado ser Util para la evaluacion de la proliferacion en neoplasias
humanas y animales (330, 331, 345). El contenido de ADN es un buen
marcador prondstico en el CCR (302, 320, 330), y se ha relacionado la
ploidia con la histologia, el grado de diferenciaciéon y la supervivencia
(307). Algunos investigadores han utilizado el indice de ADN, que resulta
del cociente del ADN de las células tumorales por el ADN de las células
normales, como marcador predictivo independiente del CCR (317, 318).
En los dltimos afios algunos autores han sugerido que en el proceso de
carcinogénesis colorrectal existe una alteracioén difusa de la mucosa de
dicho segmento digestivo con un patrén proliferativo alterado que precede
a la aparicion del cancer. Se han utilizado diversos métodos para detectar
esta anomalia, como son el estudio de la proliferacién de sialomucinas, la
actividad de enzima ornitina-decarboxilasa, el indice de captacion de
timidina, técnicas de citofotometria y citometria de flujo, entre otras (346).
El efecto de los altos niveles de proliferacion celular es producir mas
células en fase S, que son sensibles a dafio en el ADN, para aumentar el
riesgo de transformacion neoplasica y acortar el periodo de latencia del
tumor (347). ’

Cuando comparamos en ratas no operadas la proliferacién celular (valor
medio de células en fase S) a través de la mediciéon de los valores del
segmento CD del grupo A y del segmento CD con histologia normal del
grupo C, comprobamos que no habia diferencias significativas ni en su
estudio en global ni en la separacién por sexos, aunque habia mayor
proliferaciéon en el grupo C esta clara tendencia no alcanzaba la
significacion estadistica.

Cuando se compard la proliferacién celular en las ratas operadas, entre
los grupos B y D, se obtuvieron unas diferencias significativas tanto al

hacerlo entre los segmentos CDF como CDDF, con histologias normales
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para el grupo D, como cuando se compararon estos mismos segmentos
entre los diferentes subgrupos entre si (Colos-S con DMH-S y Colos-PG
con DMH-PG), lo que nos indica que la DMH conduce a una proliferacion
aumentada de la mucosa microscopicamente sana de los animales
inyectados en comparacion con la mucosa de los animales sin induccion,
como ya se habia indicado anteriormente (346, 348, 349), y por
consiguiente existen alteraciones con potencial carcinégeno a nivel de
toda la mucosa. De ello se desprende que todos los métodos capaces de
reducir la proliferacién celular de la mucosa sana colorrectal pueden
alterar el proceso de carcinogénesis a dicho nivel, como parece
desprenderse de los trabajos de otros autores (38, 91, 93). Basicamente
el colon tiene un nivel relativamente alto de renovacién celular.

El aspecto macroscopico y el tamafno tumoral no hemos observado que

guarden relacion con los parametros de proliferacion.
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3. EFECTO DE LA DESFUNCIONALIZACION

Las exclusiones coloénicas o segmentos desfuncionalizados, sin contacto
fecal, tendrian un efecto beneficioso sobre la incidencia de cancer
colorrectal en modelos experimentales en ratas en las que se han
inducido tumores con un carcindégeno (220, 221, 226, 248, 251), e incluso
se ha descrito que los tumores que se presentan en la zona
desfuncionalizada son de menor tamafio que los que se presentan en la
zona funcionante (350). En estos y otros estudios se ha comprobado que
los tumores que aparecen en el colon de las ratas, no presentan
diferencias histoldgicas en dependencia de si aparecen en la zona
funcionante o en la zona desfuncionalizada (219, 265).

Se ha discutido el porque hay menos tumores en la zona
desfuncionalizada y se ha sugerido que la ausencia de contacto de ese
segmento con sustancias cocarcindbgenas como por ejemplo los acidos
biliares es el responsable de este hecho (220, 265). Los pacientes que
han sido sometidos a una colostomia presentan menor recidiva tumoral
en las zonas distales a la misma, apoyando la idea de que en el contenido
fecal hay sustancias cocarcindégenas (220, 286).

El estudio de la desfuncionalizacién en este trabajo nos ha proporcionado
los siguientes resultados:

En cuanto al pH fecal, en comparacién con el grupo A, observamos en las
ratas no inyectadas diferencias significativas, tanto en machos como en
hembras, dado que los pH del grupo B fueron mas alcalinos, no
coincidiendo con la observacién referida por otro autor (139) en seres
humanos, que manifestaba que los pacientes en los que se les habia
realizado una colostomia presentaban en las heces pH mas acidos que
en los que no se les habia practicado dicha intervencion quirargica.

En las ratas inyectadas, aun sin alcanzar una diferencia estadisticamente
significativa en el animal hembra, pero si en el macho, se pudo observar
que el pH fecal de los animales del grupo D era mas acido que el de los
del grupo C y esta observacion podria ser debida por una parte, a la
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menor longitud del colon y por otra parte, al mayor nimero de tumores en
las ratas del grupo D.

Sobre el nimero de ratas con tumor al comparar los animales que
presentaban algan tumor, logicamente entre los grupos C y D
(inyectados), cuando esta comparacién se realizé entre el segmento colon
descendente del grupo C y la suma de los segmentos colon descendente
funcionante (CDF) y desfuncionalizado (CDDF) mas la colostomia del
grupo D se obtuvo una diferencia muy significativa, pero hemos de tener
en cuenta que los animales se manipulan la colostomia favoreciendo
probablemente la aparicion de tumores por aumento de la proliferacion
celular y de la neovascularizacion a ese nivel. Por ese motivo decidimos
comparar sélo los animales que presentaban tumores en el segmento
CDF del grupo D, con lo que ya no se obtenian las anteriores diferencias,
aunque estabamos comparando eventos que ocurrian en
aproximadamente una tercera parte de longitud. Por este motivo y al igual
que otros autores (351, 352) decidimos comparar, mas que el nimero de
tumores o el numero de ratas con tumor o el tamafno de los tumores, la
superficie coloénica tumoral (tanto la ocupada por tumor (SOT) como la
libre de tumor (SLT)) observando que con esta medicién si que
encontrabamos grandes diferencias en la mayoria de los segmentos
entre el grupo C y el D menos en el colon ascendente y el ciego donde
habian muy pocos tumores en los dos grupos.

De esta observacion se desprende que ademas del carcinégeno per se,
que es en la misma relacion dosis/peso en ambos grupos de ratas,
interviene la operacion quirargica, como ya se habia propuesto
anteriormente (235, 266, 353) al indicar que las resecciones de colon
podrian tener un efecto predisponente al CCR, debido a la hiperplasia
compensatoria, a lo que algunos autores denominan mecanismo de
proliferacién celular epitelial reactiva y en nuestro caso sin haber una
reseccion verdadera si cjue hay una zona desfuncionalizada que hace las
veces de zona resecada, ya que el colon descendente funcionante es de
menor longitud que el colon descendente primitivo e intenta compensar
este menor tamafio, como a continuacién veremos al comentar Ila

proliferacién celular, con un aumento de esta.
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Cuando comparamos los valores medios de células en fase S e histologia
normal entre los segmentos colon descendente (CD) del grupo A {(normal)
y colon descendente funcionante (CDF) del grupo B (Colos-S+ColosPG),
entendiendo que estabamos comparando la proliferacién celular en ratas
no inyectadas, comprobamos que existia una diferencia estadisticamente
significativa entre ambas con una p<0,05, lo que apoya la hipdtesis
mencionada anteriormente de la proliferacién celular compensatoria,
como ya indicaban en sus articulos otros autores (266, 353), o lo que es
lo mismo en un intento de compensar mediante un aumento de la
proliferacion  celular, el fragmento de colon descendente
desfuncionalizado que les falta, lo que nos hemos atrevido a denominar
teoria de la estrella de mar, que como todos sabemos cuando pierde un
brazo le crece nuevamente, tiempo después. No ocurria este hecho
cuando la comparacion se realizaba con el segmento CDDF del grupo B,
puesto que la diferencia no presentaba significancias con una p>0,5, lo
que se podria interpretar como falta de necesidad de aumentar la
proliferacion en una zona inactiva funcionalmente. Esta hipétesis queda
apoyada por el resultado de la comparacion de los segmentos CDF y
CDDF entre si del grupo B, que es muy manifiesta aunque sin alcanzar la
significacién estadistica por muy poco (p=0,052), indicando la menor
proliferaciéon en la zona desfuncionalizada.

Cuando comparamos la proliferacion celular en ratas inyectadas, a través
de valorar si habia diferencias entre el tanto por ciento de células en fase
S del segmento CD del grupo C y del segmento CDF del grupo D e
histologias normales, se obtuvieron unos resultados muy marcados con
una significacion muy importante (p<0,001) lo que se podria interpretar
como el efecto sumatorio de la “reseccion quirirgica” (teoria de la estrella
de mar) por una parte, y el del mayor nimero de tumores en el grupo D
(mayor proliferacion por el efecto tumoral contiguo) por otra.

Cuando la comparacion se realizé con el segmento CDDF nos llamé la
atencion que las diferencias significativas persistian y en la misma
cuantia, posteriormente nos dimos cuenta que esa diferencia existia
cuando comparabamos el CD del grupo C con el CDDF del subgrupo
seda del grupo D, pero no existia al comparario con el subgrupo &cido
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poliglicélico (PG) del mismo grupo. ¢Qué explicaciéon podria tener este
hecho? Para nosotros, la explicaciébn parece sencilla: el nimero de
tumores y el material de sutura. Por un lado el segmento CDDF del
subgrupo seda presenta un significativo mayor nimero de tumores que su
homologo del subgrupo PG, y esto explicaria, como he comentado
anteriormente y coincidiendo con otros autores (346, 348, 349), el
aumento de la proliferaciéon celular por la presencia tumoral contigua, y
por otro lado como luego explicaré mas detenidamente, cuando me refiera
al efecto del material de sutura, los materiales no absorbibles presentan
una significativa mayor proliferacion celular que los materiales
absorbibles, argumento referido por un amplio nUmero de autores (253,
255, 260).
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4. EFECTO DEL MATERIAL DE SUTURA

Desde hace tiempo se discute sobre el efecto que puede ejercer la sutura
y el material con que esté realizada, sobre la carcinogénesis. El clasico
trabajo experimental de Pozharisski (252) ya indicaba que el efecto
cronico irritante causado por la sutura producia un aumento en el nimero
de tumores a través de un aumento en la proliferacién celular,
posteriormente otros articulos en sus resultados corroboraron esta opinion
(235, 256).

Varios materiales de sutura han sido comparados y diversos trabajos
demuestran que los materiales no absorbibles son especialmente
propensos a incrementar el desarrollo de tumores en la anastomosis (259,
260) |

Siguiendo el esquema hasta ahora mantenido estudiamos en primer lugar
el efecto sobre el pH del material de sutura, y lo medimos en las ratas no
inyectadas y en los animales inyectados, observando que no habia
diferencias cuando comparabamos entre si los subgrupos: Colo-S con
Colos-PG, para machos y hembras y DMH-S y DMH-PG, igualmente para
machos y hembras. Resultados del todo légicos, si tenemos en cuenta
que el material de sutura que analizabamos era el utilizado en el
segmento CDDF, que no intervenia en absoluto en el valor que pudiera
tener el pH fecal, ya que no estaba en contacto con las heces.

Al analizar y comparar el nimero de ratas con tumor en el segmento
CDDF sdlo se pudo realizar en el grupo D (lnyectédo), ya que en el grupo
B (no inyectado) no se observd ninguna neoformacion, lo que corrobora la
opinidn, expresada por otros autores (248, 257), de que sin la presencia
de un carcinégeno no se produce dicho incremento tumoral a pesar de la
agresion que pueda suponer la sutura per se.

Al comparar el namero de ratas con tumor entre los animales en que
habia sido utilizada [a seda o el acido poliglicélico como material de sutura
comprobamos que existia una diferencia significativa en el sexo macho,
mientras que en los animales hembra no se llegaba a la significacion.

Estos resultados nos reafirman en la opinioén en que el material de sutura
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no absorbible incrementa el nimero de tumores, la falta de sustentacion
de esta opinion en la rata hembra se debe al bajo nimero de tumores en
este sexo que le hace no llegar a la significacion pero que presenta una
tendencia incuestionable (6 ratas con tumor en el subgrupo seda frente a
2 ratas con tumor en el subgrupo PG). Estos resultados sobre el material
de sutura coinciden con los obtenidos por otros autores tanto a nivel
experimental (248, 351) como a nivel clinico (255, 354). Sélo McGregor
en 2 articulos (355, 356) registra un menor numero de tumores en las
anastomosis realizadas con material metalico respecto a las realizadas
con un material absorbible, vicryl y nylon, respectivamente.

Analizamos posteriormente los animales que tenian algun grado de
displasia en el segmento CDDF y observamos que el numero de ratas
que presentaban displasia en las que se habia utilizado la seda en la
sutura, era menor significativamente que el nimero en las que se habia
utilizado el PG, y que si este analisis lo realizabamos sobre un grado de
displasia moderado-severo la significacion se mantenia. Una explicacién a
este hecho podria estar en el tiempo transcurrido que juega un papel
importante en la aparicién de la degeneracién en relacién al material de
sutura empleado, ya que al reabsorberse el mismo, en el caso del PG,
cede el factor promotor que puede ejercer su presencia con lo cual no se
incrementa la lesion celular quedando estabilizada en displasia sin
progresar hasta el cancer.

Cuando comparamos la proliferacion celular entre el segmento CDDF de
los subgrupos Colos-S y Colos-PG, estudiando el efecto del material de
sutura en las ratas no inyectadas, comprobamos que no existian
diferencias estadisticas, lo que se explica por la falta de la estimulacion
producida por el carcinbgeno DMH, ya que como se ha indicado
anteriormente sin este estimulo no se presenta un incremento de la
proliferacion (248, 257). En cambio, cuando este estudio de la
proliferacion se realizé entre el mismo segmento pero entre los subgrupos
DMH-S y DMH-PG (ratas inyectadas), si se obtuvo una marcada y
estadisticamente significativa diferencia, reafirmando la opinién de que en
presencia de un carcinégeno, el material de sutura juega un papel

fundamental en el incremento de la proliferacion celular.
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Hubens (260) describe un incremento de la tasa de proliferacion celular
de las criptas en las anastomosis realizadas con material no absorbible
asi como una permanencia en el tiempo de ese incremento, indicando
que lo que realmente influye en la formacion tumoral es el proceso de
eliminacion de las suturas como ya habian manifestado anteriormente en
sus trabajos McCue (253) y O’Donell (255). Algun autor (259) en sus
investigaciones no encuentra este incremento en la proliferacién celular
en relaciéon al material de sutura ni tampoco en relacién a la mayor o
menor capacidad reabsortiva del mismo, y niega en sus conclusiones que
exista esta relacion. Hay otros autores que relacionan las diferencias que
encuentran en sus resultados a las distintas técnicas quirGrgicas
empleadas, considerando que los efectos deletéreos son atribuibles a la
tension maxima ejercida en el momento de realizarla y se relacionan con
una disminucion de la perfusion local, lo que conlleva, a su entender, a un
menor acceso de sustancias inhibidoras de las proteinasas vy
secundariamente a una mayor proliferacién celular (262). Otros autores
(258) consideran que es la composicion de las suturas y en el caso de las
metalicas el tanto por ciento de materiales como el niquel en las mismas,
lo que realmente actuando como cocarcinégeno, incrementa la accién
carcinégena de la DMH.

Como el nimero de tumores macroscopicos podria no ser el parametro
mas fiel para medir el poder cocarcinogénico del material de sutura,
debido a que no todos los tumores tienen el mismo tamafio, optamos por
valorar un nuevo dato que consideramos que podia ajustarse con mayor
exactitud a esta pretensién: la medicidn de la superficie anastomoética
ocupada y libre de tumor. Para ello, en primer lugar, definimos cual era la
superficie coldnica anastomética a estudio (SCA) y la calculamos
mediante el producto de la anchura del segmento CDDF por 1 ¢cm de
longitud (distancia arbitrariamente elegida), y este resultado multiplicado
por el nimero de ratas en estudio, en segundo lugar definimos las
superficies colénicas ocupadas y libres de tumor (SOT y SLT
respectivamente), mediante la suma de las todas las superficies
tumorales de todos los animales en el primer caso y la resta de la SCT

menos la SOT en el segundo.
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Al comparar la SOT y la SLT en el grupo D entre los animales suturados
con seda o acido poliglicdlico en el segmento CDDF, obtuvimos una
diferencia estadisticamente significativa con una p<0,001, lo que se debe
interpretar como que la seda incrementa la capacidad tumoral de la DMH.
Estos resultados coinciden con los publicados por otros autores, que
estudiando otros materiales, tanto absorbibles como no absorbibles

obtienen unos parecidos (352).
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5. EFECTO DE LA AUSENCIA DE TRANSITO INTESTINAL

En este apartado lo que intentamos comparar es que efecto puede tener
la ausencia de contacto de parte del colon con el contenido fecal y para
ello comparamos en los grupos B y D, los segmentos CDF y CDDF tanto
para el subgrupo seda como para el subgrupo PG.

En cuanto al nimero de ratas con tumor en el grupo D, observamos que
no habia diferencias significativas en los animales suturados con seda
pero si en los animales suturados con PG por lo que nuevamente
comprobamos que es el material de sutura el que juega un papel
fundamental en la presencia de tumores y no la ausencia de contacto
fecal, contradiciendo en parte lo expuesto anteriormente por otros
autores, que manifestaban que en ausencia de contacto fecal vy
consecuentemente de acidos biliares y otros cocarcindgenos, no se
presentaban tumores (265, 266) o si lo hacian eran en menor nimero
(220, 221, 248, 251).

No obtuvimos diferencias ni en la estirpe histologica ni en la diferenciacién
tumoral entre las lesiones malignas de la zona funcionante en
comparacién con las de la zona no funcionante, observacion reflejada por
otros autores (264).

De nuevo pensamos que la rigidez de la comparacion de rata con o sin
tumor era demasiado inflexible y que se ajustaba mucho mejor a nuestro
estudio la comparacion de superficies ocupadas y libres de tumor ya que
por una parte, un animal puede tener dos o tres.tumores y la superficie
que estos ocupan en su conjunto ser menor que la que ocupa un tumor
unico en otro animal, y por otra parte que hay animales que siendo
positivos para la presencia de tumor éste es tan pequerio que distorsiona
los resultados si no se recurriera a esta medicién. Por todo ello decidimos
hacer éste tipo de comparacién y como lo que queriamos era medir el
efecto de la ausencia del transito, optamos por comparar la superficie
tumoral del segmento CDF, sin la colostomia, con la superficie tumoral del
segmento CDDF, sin la anastomosis, obteniendo unos resultados con una

diferencia muy significativa con una p=0,001. O sea, que coincidimos con
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lo que se venia diciendo (220, 221, 248, 251) de que sin transito intestinal
la capacidad tumorogénica disminuye en gran medida y esto explica,
transfiriéndolo al ser humano, porque es el recto el lugar con mayor
namero de tumores dado el enlentecimiento y mayor tiempo de contacto
de las heces y sus substancias cocarcinogénicas con la mucosa (187).
Cuando comparamos la proliferacion celular en el colon descendente
entre la parte funcionante (CDF) y la no funcionante (CDDF) en las ratas
no inyectadas, comprobamos que no habia diferencias
independientemente del material de sutura utilizado, y este resultado
concuerda con ofros previos en los que se demostraba que sin la
presencia de un carcindégeno no se producian diferencias significativas en
un mismo segmento. En la comparacién de la proliferacion celular en
ratas inyectadas (grupo D) entre los mismos segmentos, obtuvimos una
diferencia estadisticamente significativa solo en el subgrupo seda y no en
el subgrupo PG, lo que nos indica, que el conjunto de carcinégeno y
material de sutura irreabsorbible aumenta en gran medida la capacidad
proliferativa del colon.
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6. EFECTO DE LA ALTERACION FUNCIONAL
POSTQUIRURGICA

Uno de los aspectos que nos propusimos medir era el efecto que la
modificaciéon de la funcionalidad postintervencién quirirgica podia tener
sobre la capacidad tumorogénica en ratas inyectadas, para lo cual
comparamos la superficie colonica ocupada y libre de tumor del colon
descendente de los grupos C y D, pero en este ultimo sin contar la
colostomia ni la anastomosis (CDF+CDDF), obteniendo unos resultados
muy significativos en el sentido de que la sola “reseccidn” quirlrgica
incrementa esta capacidad, y no debemos olvidar que la ausencia de
transito en el CDDF deberia influir en los resultados, pero el aumento en
el CDF supera en mucho el efecto frenador del CDDF.

Creemos que el aumento de la proliferacion y de la actividad celular como
efecto de la cirugia (“reseccidon”) es mayor que el efecto carcindgeno de la
estasis fecal en el recto, y para demostrar esta teoria comparamos el
porcentaje de células en fase S del segmento CD del grupo A (normal) y
del segmento CDF del grupo B (operadas no inyectadas) comprobando
que era asi, con una diferencia significativa.

Posteriormente comprobamos que ocurria lo mismo al comparar el
porcentaje de células en fase S de los segmentos CD del grupo C
(inyectadas) y del segmento CDF del grupo D (operadas e inyectadas),
por lo que consideramos, que el aumento de la proliferacién celular le
hace ser al segmento CDF mas susceptible al efecto carcinogénico de la

DMH, dando como resultado una mayor superficie tumoral (251, 252).
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RESUMEN

2. INTRODUCCION:

El cancer colorrectal (CCR) es la neoplasia maligna mas frecuente del
tubo digestivo, y su incidencia no ha cesado de crecer en los ultimos
treinta afos (1, 2), y supone el 15% de diagnésticos de nuevos canceres
(3). El 90% de los casos se diagnostican en personas mayores de 50
afos, con un predominio en el sexo masculino sobre el femenino (44).
Espafia es un pais de riesgo medio de presentacion de un CCR, con una
incidencia aproximada de 5-20 casos por 100.000 habitantes/afio segln
sexo y zona geografica (9-14), con una mortalidad que, a pesar de los
avances en su conocimiento, se ha incrementado ligeramente en los
altimos afos (14).

En los paises occidentales la localizacion predominante es el recto-sigma,
donde asientan las dos terceras partes de los canceres colorrectales, a
diferencia de los paises subdesarrollados en que la localizaciéon
predominante es el ciego y colon ascendente (21).

Se han descrito variaciones importantes en la incidencia del CCR en los
diferentes grupos étnicos de un mismo pais, ligeramente mas frecuente
en la poblaciéon blanca que en la negra, y se ha relacionado asimismo su
incidencia de una forma inversamente proporcional con el nivel
socioeconoémico (20, 49). '

El sedentarismo, el alcohol y el tabaco han demostrado ser factores de
riesgo para el CCR (48, 55, 61, 64), mientras el consumo moderado de
café y los AINES parecen tener un efecto protector (66, 67, 69-73).
Distintas condiciones médicas se han asociado con un incremento en el
riesgo de CCR como: la presencia de adenomas coldnicos (43, 76), de
una enfermedad inﬂarﬁatoria intestinal tipo colitis ulcerosa (78), de
radioterapia pélvica (81), de colecistectomia (83).

La historia familiar de CCR es un importante factor de riesgo que se ha
cifrado entre 2 y 8 veces (43, 48). La poliposis adenomatosa familiar
(PAF) y el sindrome de Gadner representan el 1% de todos los CCR (86),
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mientras el cancer colorrectal hereditario no polipésico (CCHNP)
representa el 6% (87).

Entre los factores de riesgo dietético cabe mencionar por una parte el
efecto protector de la fibra (94, 95), las vitaminas antioxidantes A, Cy E
(100-102, 106), los folatos (105, 106), el selenio (110), el caicio (116) y el
aceite de pescado (20, 128), y por otra parte el efecto promotor del zinc
(63), el hierro (109) y la grasa animal (120).

Un pH acido fecal es un protector contra la induccién tumoral (129-132), y
la fibra de la dieta a través de su efecto decreciente del pH fecal es un
posible protector contra el CCR (133-136).

Se sabe que un 25% de los pacientes diagnosticados de CCR tienen otro
familiar afecto y se calcula que un 15% de todos los casos tienen un
componente hereditario, por este motivo se ha desarrollado en gran
manera el estudio genético del CCR. En la PAF se observa una mutacion
del gen APC (147, 148), en el CCHNP se han involucrado al menos 4
genes reparadores del ADN (MSH2, MLH1, PMS1 y PMS2) siendo la mas
habitual la MSH2 en un 60% (157). Ademas han sido descritas
mutaciones en oncogenes como el k-ras (159) y mutaciones en genes
supresores como el p53 (163-166), el DCC (168) o el p27 (169).

El tipo histolégico mas frecuente de CCR es el adenocarcinoma,
representando el 75-85% de los casos (174-176), siendo la mayoria
moderadamente diferenciados (178), y su localizacién predominante el
recto-sigma (187).

El CCR es en etapas precoces asintomatico y cuando presenta sintomas
estos son principalmente dolor abdominal y los derivados de fendmenos
hemorragicos (184, 187). El mejor método diagnéstico es la colonoscopia
y la ecografia y la TAC se utilizan para el estudio de extensién (192-197).
Se han de realizar campafias de prevencion primaria (identificacién de
factores genéticos, biolégicos y ambientales) (94, 95, 99, 101, 102, 149,
150, 156) y de pre\}encién secundaria (identificacion de lesiones
preneoplasicas y de la neoplasia precozmente) mediante la determinacion
de la sangre oculta en heces y la determinacion de marcadores tumorales
como el CEA y otros, o la realizaciobn de una rectosigmoidoscopia (198-

202) para disminuir la incidencia de CCR.
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A pesar de los avances registrados en el desarrollo de la biologia
molecular y la genética, la cirugia sigue siendo el tratamiento fundamental
para conseguir la curacion de los enfermos afectos de CCR, aunque es
controvertido el tipo de intervencion quirurgica (IQ) mas apropiado en el
cancer de recto. Tratando de salvar los esfinteres, disminuir las
complicaciones operatorias, el nimero de recidivas locales y mejorar la
supervivencia, se ha ideado una serie de técnicas para el correcto
abordaje y extirpacion del cancer de recto, que comprenden desde la
anastomosis coloanal hasta el abordaje transsacro, pasando por las
resecciones mesorrectales (242-245).

Las suturas que se realizan en las anastomosis de las 1Q de cancer
experimental, se ha demostrado que incrementan el nGmero de tumores
en las proximidades de las mismas (248, 252-254), sobretodo las que se
realizan con material no absorbible (253, 258-261).

Las exclusiones coldnicas, intervenciones que tienen como fin evitar el
contacto fecal con la mucosa de cierta parte del colon se dice que tienen
un efecto beneficioso al disminuir la incidencia de CCR en animales de
experimentacion (220, 221, 248, 251).

La carcinogénesis quimica experimental en ratas y ratones proporciona
un correcto, preciso y reproducible modelo de cancer de colon parecido al
del humano (207).

La dimetilhidracina (DMH) un potente carcinégeno descrito por primera
vez por Druckrey en 1967 (213) y sintetizado en 1973 (214). Es una
sustancia que a dosis de entre 15-25 mg/kg de peso/semana induce
selectivamente tumores en el colon de ratas (215), en un 50-100% de los
animales (234, 238), mayoritariamente en el lado izquierdo (219-221.) y
en otros lugares como el pabelldon auricular (217).

El modelo de carcinogénesis colénica experimental en ratas, inducido con
DMH, es aceptado como un método valido para obtener resultados
equiparables y superponibles al del ser humano (232-235).

La citometria de flujo (CMF) técnica desarrollada en la década de los
sesenta permite el estudio combinado de distintas caracteristicas
morfoldgicas, estructurales y funcionales de las células incluidas en un

flujo de liquido isotonico (259). El estudio se puede realizar en tejido en
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fresco, congelado y parafinado. Lo mas importante para realizarlo es
conseguir una suspensién celular de la muestra a analizar (278). Hedley
en 1983 publicé una técnica para la determinacién del ADN en piezas
incluidas en parafina (282).

A través de la CMF se puede saber el contenido en ADN y el numero de
células en fase S, como factor pronéstico en el CCR (333), y se puede
correlacionar con el estadiaje de Dukes (320, 325-328). La presencia de
CCR aneuploide oscila entre un 25-75% (312, 329, 332), y tienen valores
de células en fase S superiores a los diploides (325).

2. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL
ESTUDIO

El CCR por su frecuencia (1,2) y porque la mortalidad a pesar de los
avances en su diagnéstico no ha disminuido, permaneciendo en un 45% a
los 5 afios (17) es un problema de importancia social, que merece la
realizacion de estudios para esclarecer puntos obscuros en su pronéstico
y tratamiento.

Dada la importancia de seguir la investigacion del CCR, nos hemos

formuladoAIas siguientes hipétesis de trabajo:

1. La desfuncionalizacién quirdargica del colon descendente afecta a la
accion cacinogénica de la DMH en la aparicién de tumores.

2. Los cambios en la proliferacidn celular como consecuencia de la
desfuncionalizacion del colon descendente, modifican el efecto
carcinégeno de la DMH.

3. El diferente material de sutura empleado en la desfuncionalizacion,
modifica el efecto carcinogénico de la DMH.

Para su demostracién estudiaremos los siguientes objetivos:

1. Determinar los patrones normales de proliferacion celular de los 4
segmentos del colon de la rata: ciego, colon ascendente, colon

transverso y colon descendente-recto en fresco y en parafina.
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2. Establecer un modelo quirirgico valido para el estudio de un segmento
desfuncionalizado

3. Cuantificar el namero de tumores y la superficie tumoral en el colon
desfuncionalizado y no desfuncionalizado de la rata intervenida e
inyectada con DMH, y compararlo entre si y con el nimero de tumores
y la superficie tumoral en el colon descendente de ratas inyectadas
pero no desfuncionalizadas.

4. Comparar el namero de tumores, de ratas inyectadas, en el colon
descendente desfuncionalizado segun el material de sutura empleado
en el segmento desfuncionalizado.

5. Analizar si existen diferencias en la proliferacién celular entre el colon
desfuncionalizado de ratas no tratadas y el colon de ratas no
intervenidas ni tratadas.

6. Analizar si existen diferencias en la proliferacién celular entre el colon
desfuncionalizado de ratas intervenidas e inyectadas y el colon de

ratas intervenidas Unicamente.

3. MATERIAL Y METODOS

Se han utilizado para el estudio 178 ratas Sprague-Dawley de la misma
linea genética no consanguineas de 10 semanas de vida, repartidas en 4
grupos:

Grupo A formado por 60 animales, 30 de cada sexo que forman el grupo
control. Grupo B formado por 44 animales, 22 de cada sexo sometidas a
desfuncionalizacién colonica sin induccién tumoral. Grupo C formado por
30 animales, 15 de cada sexo, tratadas con DMH. Grupo D formado por
44 animales, 22 de cada sexo sometidas a desfuncionalizacién colonica e
induccion tumoral.

Se siguieron las recomendaciones éticas que marca la ley para el cuidado
de animales de experimentacion.

Se realizé tras una laparotomia media una colostomia terminal en el colon
descendente proximal, dejando el resto del descendente-recto cerrado
tipo Hartman, a las 88 ratas pertenecientes a los grupos By D, y en el
colon descendente desfuncionalizado (CDDF) se utilizé como material de
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sutura en la mitad de los animales la seda y en la otra mitad el acido
poliglicolico (PG), en igual proporcion en ambos sexos.

La DMH se administré a la dosis de 21 mg/kg/sem, subcutdneamente
durante 18 semanas. La dosis se fue adaptando semanalmente en
funcion del peso de 4 animales por grupo la mitad de cada sexo. Tras 6
semanas de espera tras la ultima dosis, se sacrificaron las ratas en 3
semanas.

Tras el sacrificio se recogieron muestras de todos los segmentos
colénicos del grupo A para microscopia 6ptica (MO) y CMF. De los grupos
B y D se recogieron muestras de los segmentos: colon descendente
funcionante (CDF), CDDF y de la colostomia igualmente para MO y para
CMF. Se obtuvieron asimismo muestras de todas las lesiones tumorales
fueran del grupo que fueran, para MO como para CMF las de mas de 0,6
cm de diametro.

Para la CMF en fresco las muestras se obtuvieron mediante disgregacion
tisular hasta obtener una suspension celular monodispersa. Las muestras
parafinadas se procesaron segun la técnica de Hedley modificada. Se
utilizé para la lectura un citometro de flujo de camara cerrada sin sorter
EPICS PROFILE | (lzasa Coulter®. Para cada histograma se
contabilizaron 10.000 eventos.

Todos los "datos fueron recogidos en una base de datos matricial e
informatizada y se utilizo el programa informatico SPSS 9.0 para Windows
1999 MICROSOFT®. Se han utilizado diferentes pruebas estadisticas
segun la hipétesis formulada y las variables empleadas. El grado de

significacion se ha establecido para una p < 0,05.

4. RESULTADOS

Grupo A:

En este grupo que podriamos considerar el grupo control no observamos
ninguna tumoracién, realizamos la medicibn de la longitud de los
diferentes segmentos, hicimos su estudio histolégico, medimos el pH fecal

y realizamos la medicion por CMF del porcentaje de células en fase S
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(estudio de la proliferacion celular) de cada segmento, tanto en su estudio
en fresco como en parafina, observando valores mas altos en el estudio
en fresco que en el parafinado y mayores en el colon proximal que en el
distal.

Grupo B:

En este grupo que podriamos considerar el grupo control dentro de las
ratas intervenidas quirdrgicamente observamos un adenocarcinoma en la
colostomia de una rata hembra, realizamos la medicién de los segmentos
CDF y CDDF, el estudio histolégico de estos mismos segmentos y de la
colostomia, el estudio de la proliferacién celular de los dos segmentos y
de la colostomia tanto para el subgrupo seda como para el subgrupo PG y
la medicién del pH fecal.

Grupo C:

En este grupo inducido tumoralmente mediante la inyeccion subcutanea
de DMH durante 18 semanas pudimos observar 28 tumores, 24 en ratas
macho y 4 en ratas hembra. Describimos su localizacion, histologia,
grados de Dukes y grados de invasion y medimos el pH fecal, la superficie
col6nica tumoral y las caracteristicas citométricas del colon descendente
con histologia normal y tumoral.

Grupo D:

En este grupo intervenido quirdrgicamente e inducido tumoralmente se
observaron 100 tumores, 52 en ratas macho y 46 en ratas hembra.
Describimos su localizacion, histologia, grados de Dukes y grados de
invasion y medimos el pH fecal, la superficie Vcolc')nica tumoral y el
porcentaje de células en fase S de los segmentos CDF, CDDF, de la
colostomia y de los tumores que por su tamafio se disponia material para

el estudio.

En el estudio estadistico realizamos comparaciones:

Del pH fecal de los diferentes grupos, observando diferencias entre ellos.
De la influencia del sexo en la aparicién de tumores, comprobando que en
el grupo C las ratas macho tenian muchos mas, no reflejandose esta

observacion en el grupo D.
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Del efecto de la metodologia a estudio (fresco versus parafina) en la
medicidon de la proliferacién celular de los segmentos del colon de la rata,
observando que habia diferencias entre la forma de realizar el estudio y
entre los segmentos.

De la proliferacion celular segun diferentes histologias, comprobando que
las tumorales la tenian mas elevada. Realizamos una agrupacion para el

estudio posterior.

Valoramos que efecto pudo ejercer la DMH sobre:

El pH fecal, comprobando que los animales inyectados lo tenian mas alto.
Sobre el nimero de ratas con tumor segun el sexo. Nuevamente las ratas
hembras tenian menos tumores.

Sobre la proliferacion celular en ratas no operadas . Las inyectadas tenian

valores mas altos.

Valoramos igualmente el efecto que Ila desfuncionalizacion
quirargica podria ejercer sobre:

El pH fecal. Diferencias en ambos sexos en ratas no inyectadas y en los
machos de las inyectadas.

Sobre el numero de ratas con tumor, observando que en la comparacion
entre el grupo C y D (con la colostomia) existian diferencias, mientras en
la comparacién del grupo C y el D (sin la colostomia) no las habia.

Sobre los grados de Dukes y en dependencia de este la localizacion de
los tumores. Sin observar diferencias. |

Sobre la superficie colonica tumoral, observando diferencias entre el
grupo C y D en los segmentos distales.

Sobre la proliferacion celular en los segmentos CDF, CDDF y la
colostomia de las ratas tanto inyectadas como no, observando diferencias

en las primeras.

Asimismo valoramos que efecto podria jugar el diferente material de
sutura empleado en la anastomosis del CDDF en:

El pH fecal. No diferencias.

El nimero de ratas con tumor. Significativa diferencia entre los materiales.
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El numero de ratas con displasia en el segmento CDDF. Mayor namero
en el subgrupo suturado con &cido poliglicélico.

La superficie coldnica tumoral, comprobando mayor superficie ocupada
por tumor en el subgrupo seda.

La proliferacion celular en los animales inducidos y no inducidos

tumoralmente, observando diferencias en los inducidos.

Comparamos que efecto jugaba la ausencia de transito intestinal:
Sobre el numero de ratas con tumor. Menor niumero de animales en el
subgrupo PG.

Sobre la superficie colénica tumoral. Mayor superficie ocupada en el CDF
que en el CDDF.

Sobre la proliferacion celular en ratas inyectadas y no inyectadas.

Proliferacion significativamente aumentada en el CDDF-seda del grupo D.

Finalmente valoramos el papel de la agresién quirdargica:
Sobre la superficie colonica libre y ocupada por tumor. Menor superficie

ocupada por tumor en el grupo C.

5. DISCUSION

Los histogramas que obtuvimos de los tumores de rata por citometria de
flujo (CMF) fueron todos ellos diploides, coincid-iendo con lo expuesto
anteriormente por otros autores (343).

El estudio de los patrones de proliferacién celular de los segmentos
normales de la rata, nos demostré que los obtenidos para muestras
parafinadas eran menores que sus homologos para muestras en fresco.
Otros autores encuentran, estudiando otro tipo de muestras, resultados
parecidos (304, 292, 294, 301, 305, 358). Consideramos que es un
problema técnico por el que aparecen estas diferencias.

La proliferacion celular ha resultado estar aumentada en los segmento
proximales del colon, coincidiendo con lo observado por Cooke en el ser
humano (359).
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Nuestros resultados coinciden con los de otros autores en que en
presencia de cancer el pH fecal es mas alcalino (133-139).

El nimero de ratas con tumor en nuestro estudio como resultado de la
induccién de tumores coldnicos por efecto de la DMH fue de
aproximadamente un 70%, similar a otros estudios (233, 234), y el animal
hembra fue menos susceptible al carcinégeno (341, 342).

El lado izquierdo del colon (descendente-recto) y la estirpe histolégica
adenocarcinoma fueron las mas prevalentes (219-221, 239, 251).

La proliferacion celular estaba aumentada en el segmento CD
microscopicamente normal del grupo C en comparacién con el segmento
CD del grupo A, ocurriendo lo mismo entre los grupos D y B (346, 348,
349).

Cuando estudiamos el efecto de la desfuncionalizacién (animales
operados), observamos que las ratas no inyectadas tenian un pH fecal
mas alcalino, mientras que las inyectadas lo tenian mas acido,
probablemente por efecto del mayor nimero de tumores.

En la comparacién de la superficie coldnica tumoral el grupo D presentaba
mayores Yy significativos valores que el grupo C en todos los segmentos
excepto en el ciego y en el colon ascendente, donde habia pocos tumores
en los dos grupos, lo que indica que las “resecciones” tienen un efecto
predisponente al CCR a través de un aumento de la proliferacion celular
(235, 266, 353).

Al comparar el valor de células en fase S entre los segmentos CDF del
grupo B y CD del grupo A, comprobamos que.existia }una diferencia
estadisticamente significativa, lo que apoya lo que hemos dado en llamar
teoria de la estrella de mar o aumento de la proliferacién celular para
compensar la falta de un fragmento del colon. ‘

Cuando la comparacién se realizdé entre los mismos segmentos pero de
los grupos D y C, la diferencia se mantenia y en mayor medida como
resultado de la suma por una parte del aumento de la proliferacién celular
compensatoria y del mayor numero de tumores por otra.

Desde hace tiempo se viene diciendo que los materiales no absorbibles

en las suturas provocan una mayor proliferacion celular (259, 260).
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Al comparar el namero de ratas con tumor en el segmento CDDF entre las
que se habia utilizado la seda o el acido poliglicélico (PG) como material
de sutura, comprobamos que habia una diferencia significativa en el
animal macho y una diferencia importante en el animal hembra (248, 255,
351, 355).

Cuando la comparacion se realizé6 con la presencia de las displasias se
observo lo contrario, explicando este hecho el tiempo que transcurre, que
en el caso del PG al reabsorberse cede el factor promotor no
incrementandose la lesion celular quedando estabilizada en displasia sin
progresar a cancer.

No habia diferencias en la proliferacion celular del segmento CDDF entre
las ratas operadas con seda no inyectadas y las intervenidas con PG e
igualmente no inyectadas demostrando que sin un carcinégeno no se
produce un incremento en la misma (248, 257). En cambio si las habia
entre las inyectadas (253, 255, 258).

La superficie ocupada por tumor del segmento CDDF de las ratas en que
se habia empleado la seda en su sutura era significativamente mayor que
la de las ratas en que se habia utilizado el PG (352).

En nuestro estudio como en otros (220, 221, 248, 251) hemos observado
que sin el contacto fecal la superficie tumoral es menor de forma
significativa; al igual que lo es la proliferacion celular.

La funcionalidad postintervencion quirargica queda afectada con un

aumento de la proliferacion celular y de la capacidad tumorogénica.
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CONCLUSIONES

1. Los valores de proliferacion celular son diferentes medidos
en fresco que en parafina.

2. Las ratas inyectadas con dimetilhidracina presentan una
mayor  proliferacion  celular en los segmentos
microscopicamente normales que sus homologas no
inyectadas.

3. Las ratas hembra son mas resistentes al efecto de la
dimetilhidracina que las ratas macho.

4. La desfuncionalizaciéon coldnica distal aumenta la superficie
tumoral y la proliferacion celular en el colon descendente
funcional de ratas inyectadas.

5. Las suturas con seda provocan en animales inyectados con
dimetilhidracina mayor nimero de tumores, mayor superficie
tumoral, mayor proliferacion celular y menor nimero de
displasias que las suturas con material absorbible,
ejerciendo de factor promotor del CCR.

6. La ausencia de transito intestinal produce menor superficie
tumoral.en ratas inyectadas, y sin el estimulo de un material
de sutura no absorbible, menor nimero de tumores y menor
proliferacion celular.

7. La alteracién funcional postquirdrgica aumenta en ratas

inyectadas la superficie colonica tumoral.
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