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AFI Actividad fisica

C26 Adenocarcinoma de colon C26

TBW Agua corporal total

ASA Amiloide sérico A

PA Angulo de fase

A-CASCO Animal CAchexia SCOre

ANO Anorexia

CASCO CAchexia SCOre

CDhV Calidad de vida

LLC Carcinoma pulmonar de Lewis

CcC Composicion corporal

CNAQ Cuestionario de apetito del consejo de nutricién
SNAQ Cuestionario simplificado nutricional de apetito
PFM Escala de funcionabilidad fisica relacionada con la movilidad
FTS Escala de identificacion de fragilidad

mGOP Escala de pronéstico Glasgow modificada

ROS Especies reactivas de oxigeno

NSR-2002 Evaluacion de riesgo nutricional 2002

PG/SGA Evaluacion global subjetiva generada por el paciente
EDL Extensor digitorum longus

GDF-8 Factor de crecimiento y diferenciacion 8

TNF-a Factor de necrosis tumoral-alfa

GDF-15 Factor de Diferenciacion de Crecimiento 15
AlF Factor de Induccion de la Anemia
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G-CSF
GM-CSF
LMF

NF-kB

DEXA

PEG-3
MST
MUST

PTHrP

NPI
IAM
N
IFN-Y
IL-1a
IL-1B
IL-6
IL-10
IL-15
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MDA
LBM

MG

Factor estimulante de colonias de granulocitos
Factor estimulante de colonia de granulocitos y monocitos
Factor de Movilizacion de los Lipidos

Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas

indice apendicular de musculo esquelético determinado por

absorsiometria energética dual de rayos x
Gen expresado paternalmente 3
Herramienta de evaluacion de mal nutricion
Herramienta universal de malnutricion
Hormona paratiroidea

indice de Karnofsky

indice de pronéstico nutricional

Inflamacion y alteraciones metabdlicas
Inflamacioén / Alteraciones metabdlicas / Inmunosupresion
Interferén gamma

Interleuquina 1-alfa

Interleuquina 1-beta

Interleuquina 6

Interleuquina 10

Interleuquina 15

Kaiser-Meyer-Olkin

Lipasa Sensible a las Hormonas
Lipoproteina Lipasa

Malondialdehido

Masa corporal magra

Masa grasa



MM Masa muscular

MCASCO Mini CASCO

MNA Mini evaluacion nutricional

GSN Musculo Gastrocnemius

NPY Neuropéptido Y

IR Paradigma intruso-residente

PP Pérdida de Peso

PPDG Pérdida de peso corporal y disminucidon de la masa del musculo

Gastrocnemius

PPC Pérdida de peso y composicion corporal
GPS Prondstico Glasgow

POMC Proopiomelanocotina

P3NP Propéptido N-terminal

CRP Proteina C Reactiva

PFA Proteinas de fase aguda

IL-1ra Receptor antagonista de IL-1

RMI Resonancia Magnética

SM Signos de Malestar

ESAS Sistema de evaluacion de sintomas de Edmonton
™ Tejido muscular

NF Test de natacion forzada

CT Tomografia Computarizada

UPS Via proteasas de ubiquitina especificas
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1. SINDROME DE CAQUEXIA ASOCIADA AL CANCER

1.1.  DEFINICION Y ASPECTOS GENERALES
La palabra Caquexia proviene del griego Kakos Hexis que significa mala
condicion. Es quizas la manifestacion mas comun de enfermedades graves tales
como el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), insuficiencia cardiaca
cronica (ICC) y el cancer (Argilés et al., 2013). Representa un aspecto critico para
los tratamientos y los criterios de inclusién y exclusién en los ensayos clinicos

(Argilés et al., 2011).

La definicibn de caquexia cancerosa ha evolucionado con el tiempo,
actualizandose sobre una nueva comprensién de los mecanismos y conceptos
clinicos (Blum et al., 2011). Las primeras descripciones de caquexia en la literatura
la presentaban como una condicion o sindrome multidimensional, que abarca una
constelacion de factores (pérdida de peso, anorexia, distorsion quimiosensorial,
inflamacién, hipermetabolismo) que contribuyen a desencadenar unos efectos
como astenia, disnea, anemia, angustia psicosocial, toxicidad al tratamiento y
muerte. Todos estos términos captan el concepto pero no constituyen una
definicion (Baracos 2011). Es por esto que los expertos han trabajado en los
ultimos anos para desarrollar una definicion consensuada de caquexia asociada al
cancer (Evans et al., 2008; Fearon et al., 2011) en la que se describe la caquexia

como: “Un sindrome metabdlico complejo, asociado a enfermedad

{ Gl

subyacente y caracterizado por la pérdida de masa
muscular con o sin pérdida de masa grasa (Evans et al.,
2008), que no puede ser revertida por el soporte |
nutricional convencional, lo que conduce a un deterioro .,/J

. . . Figura 1. Principal
funcional progresivo” (Figura 1) (Fearon et al., 2011). caracteristica clinica de

la caquexia.
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En un paciente con cancer la pérdida de peso es un factor de prondstico
importante: cuanta mas pérdida de peso, menor es el tiempo de supervivencia
(DeWys 1986). Dicho deterioro se debe a la pérdida tanto del tejido adiposo como
de la masa muscular esquelética (Tisdale 2009). Una caida marcada de la masa
del musculo esquelético explica por qué los pacientes con caquexia tienen una
movilidad reducida y, por ende, una baja calidad de vida, y una menor esperanza
de supervivencia (Tisdale 2009). De igual manera, este sindrome se asocia a un
aumento en la toxicidad a la terapia anticancerosa. Asi pues, la pérdida de peso es
un prondstico desfavorable para la severidad de los efectos toxicos relacionados
con los tratamientos e indica una reduccion de la supervivencia. Un incremento en
la prevalencia de estos efectos negativos sobre el paciente, puede requerir
disminucion de la dosis, retraso en el tratamiento o incluso cancelacién definitiva
del mismo, lo que conlleva a que los pacientes que pierden peso no puedan tener
un beneficio completo de su terapia anticancerosa (Vigano et al., 2014, Fearon et
al., 2013).

La caquexia asociada al cancer predomina particularmente en los tumores sélidos
del tracto gastrointestinal superior y pulmén, y tiene una menor incidencia en

tumores de mama (Tabla 1) (DeWys et al., 1980; Donohoe et al., 2011).

1.2. CARACTERISTICAS ASOCIADAS A LA CAQUEXIA CANCEROSA
La caquexia es un sindrome multifactorial y, aunque la pérdida de peso es el
sintoma asociado mas comun, hay otras caracteristicas presentes en el paciente
caquéctico como astenia, fatiga, anorexia, inflamacion, anomalias metabdlicas,
resistencia a la insulina y edema, entre otras (Stewart et al., 2006 Evans et al.,

2008, Muscaritoli et al., 2010 y Fearon et al., 2011).
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Tabla 1. Tipos de cancer mas comunes en los cuales la caquexia se desarrolla

como parte del proceso clinico.

Pacientes con
Tipo de Cancer

caquexia (%)
Cancer gastrico 85
Cancer pancreatico 83
Cancer de pulmon no microcitico 61
Cancer de pulmén microcitico 57
Cancer de Prostata 56
Cancer de Colon 54
Linfoma no-Hodgkin desfavorable 48
Sarcoma 40
Leucemia aguda no-linfocitica 39
Cancer de mama 36
Linfoma no-Hodgkin favorable 31

1.2.1. ASTENIA
La palabra astenia proviene del griego asthénia que significa falta de fuerza. Hace
referencia a la sensacion intensa de falta generalizada de fuerza o, dicho de otra
forma, disminucién de la vitalidad. Es probablemente el sintoma mas prevalente en
pacientes con cancer avanzado, y el que esta directamente relacionado con la
pérdida de masa muscular observada en estados caquécticos (Preed y Peters

2002).

1.2.2. FATIGA
La fatiga es una condicién muy frecuente ya que entre un 70 y un 100% de los
pacientes con cancer la padecen. Puede describirse como una reduccién en la
capacidad de funcionamiento, debida a la imposibilidad para mantener la fuerza

de respuesta necesaria durante un determinado periodo de tiempo. Es un
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fendmeno multifactorial, donde factores fisiopatolégicos como la anemia, la masa
tumoral y las citoquinas relacionadas, la depresién y ansiedad, la dificultad para
dormir y el bajo grado de funcionamiento fisico, contribuyen a su desarrollo

(Ahlberg et al., 2003; Stewart et al., 2006).

1.2.3. ANOREXIA
La anorexia se define como la pérdida del apetito, con una sensacion de saciedad
precoz, la cual hace que tenga lugar una hipofagia a causa de la disminucién del
numero de comidas o de la cantidad de alimento ingerido. Es comun en pacientes
con cancer y juega un papel relevante en la explicaciéon de la malnutricion. Esta
constantemente asociada con la caquexia cancerosa, aunque por si sola puede no
ser directamente responsable de la pérdida de masa corporal, especialmente en
musculo esquelético (Morrinson 1984; Tisdale 2009; Argilés et al., 2005). La
anorexia puede ser inducida por diversos motivos: invasion por el tumor del tracto
gastrointestinal (lo cual dificulta el paso de la comida); producciéon de anomalias en
la mucosa gastrointestinal a causa del tumor (lo cual resulta en malabsorcion);
depresion psicoldgica; efectos secundarios de los tratamientos anticancerosos
(quimioterapia, radioterapia o inmunoterapia) que producen nauseas y vomitos o
bien una reduccion de la ingesta a causa de alteraciones en la percepciéon del
sabor y olor de la comida; produccién de moléculas por parte del tumor o del
sistema inmunitario del hospedero. Varias citoquinas como la interleuquina 1-alfa
(IL-1a), interleuquina 1-beta (IL-1B), interleuquina 6 (IL-6) y factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a), atraviesan la barrera hematoencefalica donde interactuan
con la superficie luminal de las células endoteliales del cerebro para liberar
sustancias que afectan el apetito (Banks 2001). Por otro lado, la anorexia
cancerosa también puede ser el resultado de un desequilibrio entre las sefales
orexigénicas (tales como el neuropéptido Y (NPY)), y senales anorexigénicas

(tales como la proopiomelanocotina (POMC)) (Davis et al., 2004). De igual manera,
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la leptina juega un papel importante en el control de las reservas de grasa corporal
inhibiendo la ingesta de alimentos e incrementando el gasto de energia a través de
un circuito de retroalimentacion que involucra al hipotalamo. Al tiempo que los
niveles de grasa disminuyen en la caquexia, los niveles de leptina caen y estan
inversamente relacionados con la intensidad de la respuesta inflamatoria (Balducci

y Hardy 1985; Tisdale 2009).

1.2.4. ANEMIA
La anemia consiste en una disminucién de la concentracién de hemoglobina en
sangre periférica, que se acompana siempre por un descenso del hematocrito v,
generalmente, por una bajada del numero de eritrocitos. Se considera que hay
anemia cuando los valores de la concentracion de hemoglobina en sangre son
inferiores a 11g/100mL en bebés de 6 meses a nifos de 6 afos; inferiores a
12g/100mL en nifios de 6 a14 afos y mujeres adultas, o inferiores a 13g/100mL en
varones adultos (Benjamin et al., 2002). La anemia asociada a enfermedades
cronicas es la anemia secundaria a la activacién, aguda o cronica, del sistema
inmune debida a procesos infecciosos, inflamatorios o neoplasicos. Su principal
caracteristica analitica es la hiposideremia junto con el aumento de los depdsitos
medulares de hierro, por lo que recibe también el nombre de anemia por bloqueo.
Es la anemia mas frecuente después de la anemia ferropénica. La anemia se debe
a la respuesta inflamatoria del organismo asi que, como resultado de la

estimulacion de los macrofagos vy linfocitos T, se liberan a la circulacién IL-1, IFN-aq,
Interferon gamma (IFN-Y) y TNF-a, cuyas acciones sobre la medula 6sea difieren:

el TNF-a inhibe la produccion de precursores eritroides inmaduros, mientras que la
IL-1 produce el mismo efecto sobre los precursores de la serie roja, y al mismo
tiempo estimula los precursores granulomonociticos a través de la produccion del

factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y del factor estimulante de
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colonia de granulocitos y monocitos (GM-CSF); el IFN-a inhibe los precursores
eritroides, pero su accion principal parece ser la potenciacién del TNF-a y la IL-1.
El efecto resultante es la disminucion de la producciéon eritroide, pero con
conservacion de la maduracion granulomonocitica y plaquetaria. Ademas se
observa un discreto acortamiento de la vida media de los hematies, probablemente
por hiperplasia del sistema mononuclear fagocitico. La estimulacion de la sintesis
de hepcidina por la IL-6 a las pocas horas del proceso inflamatorio, tiene como
resultado el bloqueo del hierro en los macrofagos y la disminucion en su absorcion
intestinal (Coccia et al., 2002; Lee et al., 2002; Spivak 2002; Theurl et al., 2006;

Weiss y Goodnough 2005).

1.2.5. INFLAMACION Y CITOQUINAS
La idea que el cancer y la inflamaciéon estan ligados, esta presente desde la
hipétesis de Virchow en el siglo XIX (Balkwill y Mantovani, 2001). La consecuencia
de esta “batalla” entre la progresién del tumor y el hospedero tiene un papel
principal en el desarrollo de la caquexia. Las citoquinas, que son liberadas tanto
por el tumor como por el sistema inmunolégico, podrian estar implicadas en las
bajas tasas de sintesis de proteinas y en la menor ingesta de aminoacidos (Argilés
y Lopez Soriano 1999; Durhamn et al., 2009).
El balance entre las citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias es clave en el
desarrollo de la caquexia. La alta produccion de citoquinas pro-inflamatorias o
“procaquécticas” (IFN-Y, TNF-qa, IL-1 e IL-6), y la baja produccién de citoquinas
anti-inflamatorias o “anticaquécticas” (Interleukina 15 (IL-15) e Interleukina 10 (IL-
10)), son determinantes para el desarrollo de la caquexia (Argilés y Lopez Soriano
1999; Pajak et al., 2008). Las citoquinas anti-inflamatorias se producen como un

mecanismo para inhibir la liberacién de citoquinas pro-inflamatorias y bloquear sus
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efectos, estimulando las moléculas antagonistas de citoquinas tales como la IL-1ra
(receptor antagonista de IL-1), IL-10 o IL-15 (Argilés y Lopez—Soriano 1999).

Las citoquinas como el TNF-a y la IL-6 estan involucradas en los procesos que
regulan la pérdida de masa muscular, como la limitada sintesis de proteina,
asociada con un incremento en la hidrolisis de las proteinas y un descenso en la
capacidad regenerativa (Durham et al, 2009). EI TNF-a puede activar la
transcripcién del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kB), el cual inhibe la sintesis del factor de transcripcion
especifico del musculo MyoD vy activa la Ciclina D1. El resultado es una inhibicion
de la diferenciacion, y como consecuencia, la inhibicion de la sintesis de la cadena
pesada de miosina (MHC), un elemento fundamental de la funcion muscular
(Guttridge et al., 2000; Acharyya et al., 2004). Coletti y colobaradores en 2002
describieron que el TNF-a inhibe la diferenciacion muscular a través de la
expresion del gen expresado paternalmente 3 (PEG-3), el cual es un factor
apoptotico que activa la caspasa 3, una proteasa involucrada en los eventos “pre-
proteasomales” en caquexia en el musculo esquelético (Hasselgren et al., 2002,
Argilés et al., 2008).

Algunos estudios relacionan la IL-6 con la respuesta inflamatoria y la sintesis de
proteinas de fase aguda, como contribuyentes en el desarrollo de sarcopenia en la
vejez y la caquexia (Barber et al., 1999; Schaab et al,. 2006; Baltglavis et al., 2009,
Tisdale 2009). Un estudio demostrdé que una infusion de dosis bajas de IL-6 en
humanos sanos incrementa el recambio total de proteina corporal, reduciendo las
concentraciones de aminoacidos circulantes, pero disminuyendo a la mitad el
recambio de proteina muscular esquelética, reduciendo la sintesis de proteina en
esté tejido. (Banhall et al., 2008).

En conjunto, la respuesta sistémica inflamatoria genera muchas alteraciones que

afectan el metabolismo del paciente, activando entre otras la rotura de la proteina
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muscular y, por consiguiente, se produce el desgaste en este tejido (Argilés et al.,

2007).

1.2.5.1. Factores tumorales

Las células tumorales producen factores proinflamatorios y procaquécticos, los
cuales estimulan una respuesta inflamatoria en el hospedero. Los factores
procaquécticos producidos por el tumor incluyen factores inductores de la
protedlisis y movilizadores de los lipidos (Donohoe 2011).

Se ha demostrado que factores tales como el Factor de Induccién de la Protedlisis
(PIF) y el Factor de Induccion de la Anemia (AlF), ambos liberados por el tumor,
estan involucrados en la caquexia (Ishiko et al., 1999; Beck y Tisdale 1987). La AlF
es una proteina de aproximadamente 50kD que deprime los eritrocitos y las
funciones de células inmunocompetentes; también disminuye la ingesta
alimentaria, el peso corporal y la grasa corporal en el conejo (Ishiko et al., 1999). El
PIF es una glicoproteina de aproximadamente de 24kD, caracterizada por inducir
la degradacién de proteinas intracelulares en el musculo esquelético de ratones y
caquexia en roedores (Beck y Tisdale 1987, Tisdale 2009). El mecanismo de
accién del PIF se relaciona con el incremento del catabolismo proteico en el
musculo esquelético, a través de la activacion del sistema proteolitico dependiente
de Ubiquitina y Proteasoma (Lorite et al., 2001; Gomes-Marcondes et al., 2002).
PIF se ha identificado en la orina de pacientes que pierden peso con canceres
pancreaticos, de colon, pulmon, ovario, mama y de higado (Porter et al., 2003). En
animales experimentales, PIF sefializa a través de las vias NFkB y STATS3, la
estimulacion de estas vias induce la protedlisis en musculos a través de la via
Ubiquitina-Proteasoma, y en los hepatocitos da como resultado la produccién de
IL-6, IL-8 y Proteina C Reactiva (CRP) (Porter et al., 2003).

Otro factor circulante derivado del tumor es el péptido relacionado con la hormona

paratiroidea (PTHrP), que se asocia con niveles mas altos del receptor del TNF-a

10
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altamente soluble y con niveles mas bajos de albumina y transferrina (Deans et al.,

2005).

1.2.5.2. Interaccién tumor — hospedero
La produccion de citoquinas inflamatorias por el microambiente del tumor en
respuesta a las células tumorales puede estar implicada en el proceso de
caquexia. Modelos de tumores en animales experimentales muestran un
incremento en la produccion de citoquinas sistémicas inflamatorias, lo cual se
correlaciona con un aumento de pérdida de peso (Gelin et al., 1991; Strassmann et
al., 1992). El modelo murino de caquexia cancerosa asociado con la inflamacién
sistémica sugiere que hay una interaccion entre la IL-1 y la IL-6 en el
microambiente del tumor, lo cual conduce a la amplificacion de la respuesta

inflamatoria (Yasumoto et al., 1995).

1.2.5.3. Miostatina

La miostatina, también conocida como Factor de crecimiento y diferenciacién 8
(GDF-8), es un miembro de la superfamilia TGF-B de factores de crecimiento
secretados (Lee y McPherron 1999; Sharma et al., 2001; Tsushida 2008). Se ha
descrito recientemente como un nuevo factor tumoral relacionado con el desarrollo
de caquexia cancerosa, en estudios realizados en animales portadores del
adenocarcinoma de colon C26 (Lokireddy et al., 2012).

Es una citoquina extracelular, que se expresa mayoritariamente en musculo
esquelético y que juega un papel crucial en la regulacion negativa de la masa
muscular (Elkina et al., 2011). La miostatina circulante se encuentra en una forma
latente como un precursor que, al romperse, da lugar a un propéptido amino-
terminal y una region madura carboxi-terminal, siendo ésta ultima la forma activa
de la molécula. Una vez activada, la miostatina presenta una alta afinidad por el

receptor Activina IIB (también conocido como ActRIIB o Acvr2b) y una afinidad

11
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débil para Activina IIA (también conocido como ActRIl o Acvr2a), los cuales, al
igual que otros receptores para los miembros de la familia TGF-, unen multiples
ligandos (de Caestecker 2004; Guo et al., 2009). Al enlazarse al receptor ActRIIB,
la miostatina puede iniciar diferentes cascadas de sefializacion, dando como
resultado un descenso en el crecimiento y la diferenciacion muscular. El tamafio
del musculo se regula a través de una compleja interaccion de la sefializacion de
miostatina via IGF-1/PI3K/Akt, la cual es la responsable de la sintesis de proteina

en el musculo (Elkina et al., 2011).

1.2.6. ALTERACIONES METABOLICAS EN CANCER RELACIONADAS

CON LA CAQUEXIA
Las alteraciones metabdlicas ocasionadas por un tumor son muchas, de las cuales
destacamos las siguientes: 1) Reciclaje glucosa — lactato; 2) Lipdlisis en el tejido

adiposo; 3) Degradacién de proteinas musculares; 4) Proteinas de Fase Aguda.

1.2.6.1. Reciclaje glucosa - lactato
El concepto mas importante a tener en cuenta en las células tumorales, es que
necesitan grandes cantidades de glucosa (opuestas a las necesidades de oxigeno)
para crecer: entre 4 y 5 veces la cantidad de glucosa que necesitan las células
sanas (Mathupala et al., 1995). Los tumores malignos obtienen el 50% de su
energia de la glicolisis, manteniendo de esta manera al paciente en un estado
constante de gluconeogénesis (Mathupala et al., 1995). Dado que el oxigeno no se
utiliza tanto como la glucosa en las células tumorales, cuando éstas toman glucosa
la convierten en acido lactico. Este acido lactico estimula al higado para producir
glucosa a través de la gloconeogénesis. Después de recibir la glucosa recién
sintetizada del higado, el tumor produce acido lactico, el cual activa el higado para
producir mas glucosa (Figura 2) (Albrecht 1996; Teh y Shuster 1999; McDevitt et

al., 1995; De Blaauw et al., 1997; Tijerina 2004). Este proceso se conoce como el

12
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ciclo de Cori, también referenciado como el ciclo de gasto de energia, dado que la
conversion de dos moles de lactato a glucosa requiere 6 moles de ATP, mientras
que se recuperan unicamente dos moles de ATP en la conversion de glucosa de
nuevo a lactato. Se ha propuesto la hipétesis de que el ciclo de Cori es el
mecanismo por el cual cualquier forma de energia se agota en pacientes con
cancer debido al metabolismo alterado de los carbohidratos, ya que la actividad del
ciclo esta incrementada en un 50% en pacientes con cancer y representa el 60%
del lactato producido (Albrecht 1996; Teh y Shuster 1999; McDevitt et al., 1995; De

Blaauw et al., 1997; Tijerina 2004; Tisdale 1997a; Tisdale 1997 b).

Acido
Victipy | — Tumor

=1

Torrente sanguineo

Figura 2. Fisiopatologia del metabolismo
de carbohidratos en la caquexia
cancerosa a través el ciclo de Cori. La
glucosa en el torrente sanguineo es
utilizada por las células tumorales, las
cuales a cambio convierten la glucosa en
. - acido lactico. Este acido lactico es
@ ‘ convertido en glucosa en el higado a través

de la gluconeogénesis. La glucosa
Fosfoenol piruvato producida regresa a la célula tumoral.
R Extraida de Tijerina et al., 2004.

1.2.6.2. Lipolisis del tejido adiposo
El aumento en el metabolismo de los lipidos es otra caracteristica notable en
cancer. Una gran proporcion de la pérdida de peso en pacientes oncoldgicos es
atribuida a la pérdida de grasa, debido principalmente a un aumento de la lipdlisis.
Al comparar sujetos sanos o pacientes con cancer pero sin pérdida de peso, con
pacientes con caquexia cancerosa, se observa un aumento en el reciclaje del
glicerol y de los acidos grasos libres. Hay dos mecanismos propuestos para la
pérdida de grasa en pacientes con caquexia cancerosa. El primero hace referencia
a la inhibicion de la Lipoproteina Lipasa (LPL) por el TNF-a, impidiendo que los
adipocitos extraigan acidos grasos de las lipoproteinas plasmaticas para el

almacenamiento, e incrementando la utilizacion del Factor de Movilizacion de los
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Lipidos (LMF). ElI LMF estimula a los adipocitos para liberar glicerol, lo cual se cree
que inicia directamente la lipdlisis a través de la via cAMP (adenosin monofosfato
ciclico). ElI segundo mecanismo consiste en la estimulacién de la hidrélisis de
triglicéridos en los adipocitos por la activacion de la Lipasa Sensible a las
Hormonas (LSH), iniciando la hidrdlisis de estas grasas. Estos mecanismos
pueden explicar el incremento en las concentraciones de glicerol y la utilizaciéon de
acidos grasos en pacientes con caquexia cancerosa (McDevitt et al., 1995; De
Blaauw et al., 1997; Janeway y Travers 1997; Gambardella et al., 1997; Laviano et

al., 1996; Picton 1998; Fearon et al., 1999; Tijerina 2004).

De igual manera, diversas investigaciones confirman que la liberacion de glicerol
por los adipocitos ocurre por la activacién de la LSH. En ausencia de glucosa, los
niveles de cAMP se elevan, causando la lipdlisis directa en el tejido adiposo
(McDevitt et al., 1995). La sintesis de colesterol, (o via del mevalonato, también es
un aspecto importante en la biosintesis de lipidos. El colesterol es vital para la
activacion de la senalizacion de la via RAS-RAF asociada a la proliferacion celular
(Konstantinopoulos et al., 2007). La desregulacion de la sintesis de colesterol se

correlaciona con transformacion tumorigénica (Clendening et al., 2010).

1.2.6.3. Degradacion de proteinas musculares

La proteina muscular representa aproximadamente el 50% de la proteina de todo
el cuerpo, y como ya se ha indicado previamente, se encuentra gravemente
afectada en el sindrome de la caquexia (Figura 3).

Los musculos en situacién normal pueden mantener su masa y funcion gracias al
balance entre sintesis y degradacion proteica, asociadas a la tasa equivalente de
procesos anabdlicos y catabdlicos respectivamente. Los musculos crecen
(hipertrofia) cuando la sintesis proteica excede a la degradacion y, por otra parte,
los musculos merman (atrofia) cuando predomina la degradacion (Dworzak et al.

1998).
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Hay tres rutas proteoliticas principales responsables de la degradacion de
proteinas en musculo esquelético:

1. El sistema lisosomal, que incluye entre otras la proteasa catepsina BHIL, asi
como la catepsina D; ésta es principalmente responsable de la degradacion de
proteinas extracelulares y receptores celulares.

2. El sistema activado por calcio, que incluye las calpainas 1 y 2, las cuales
estan principalmente involucradas en lesion de tejido, necrosis y autolisis.

3. La via de la Ubiquitina-Proteasoma, la cual requiere ATP y trabaja en
armonia con el sistema de las calpainas para desarmar y degradar los
miofilamentos musculares. Estudios en modelos animales de caquexia cancerosa,
asi como en pacientes con cancer, sugieren que la ruta Ubiquitina-Proteasoma
juega el papel predominante en la degradacion de proteinas miofibrilares,
particularmente en pacientes con una pérdida de peso superior al 10%
(Hasselgren et al., 2002; Llovera et al., 1994).

Estudios recientes sugieren que el factor de transcripcion FoxO3 controla tanto la
via Ubiquitina-Proteasoma como la lisosomal en musculo, pero a través de un
mecanismo diferente. Para pacientes con una pérdida de peso baja (2,9%) las
biopsias de musculo no muestran cambios en los componentes de la via
Ubiquitina-Proteasoma, sino una expresion incrementada del mRNA para la
catepsina B; sin embargo, no esta claro si los pacientes con una pérdida de peso
tan baja muestran atrofia y si la expresion incrementada de catepsina B es la
responsable de la degradacion muscular, ya que, al menos en modelos
experimentales, el sistema lisosomal no parece estar involucrado en la
degradacién de proteinas miofibrilares. Un estudio previo mostré un incremento en
la actividad lisosomal, medido por la catepsina D y fosfatasa acida, en musculo
esquelético de pacientes con cancer, lo cual en 5 sujetos parecia correlacionarse
con la pérdida de peso. Cerca de la mitad de la proteina total muscular es proteina

miofibrilar, la cual se pierde a una velocidad mucho mas rapida que otras proteinas
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durante la atrofia. La cadena pesada de miosina es selectivamente elegida como
blanco por la via Ubiquitina-Proteasoma en el estado caquéctico, mientras que
otras proteinas miofibrilares, centrales o esenciales, incluyendo la troponina T,
tropomiosina (formas alfa y B) y la actina-a sarcomérica, permanecen sin cambios

(Tisdale 1997; Tijerina 2004, Tisdale 2009).

Un aspecto interesante respecto al desgaste muscular es que, por razones
desconocidas, en la caquexia asociada a enfermedades neoplasicas, el musculo
blanco de contraccion rapida (glucolitico) tiende a agotarse mas rapido que el
musculo ténico o rojo de contraccion lenta (oxidativo) (De Blaauw et al., 1997,

Tijerina 2004, Tisdale 2009).

En la Figura 3 se muestra un diagrama con las caracteristicas principales que
sufren cambios en el musculo esquelético durante la caquexia cancerosa. En los
adultos, la masa muscular se mantiene constante en ausencia de estimulos (por
ejemplo ejercicio), y por lo tanto la sintesis y degradacion de proteinas
generalmente se mantiene en equilibrio. Sin embargo, en la situacion caquéctica,
el equilibrio se desplaza hacia la degradacion de proteinas, lo que contribuye a una
pérdida de peso, debilidad y fatiga que caracterizan a la caquexia por cancer
(Suzuki et al 2013). En el desgaste muscular por caquexia los factores catabdlicos
se encuentran sobreregulados, mientras que los factores anabdlicos estan

infraregulados (Suzuki et al., 2013).
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Figura 3. Mdusculo esquelético en caquexia cancerosa. Diferentes factores

involucrados en el desgaste muscular. Adaptada de Suzuki et al., 2013.

1.2.6.4. Proteinas de Fase Aguda
La respuesta de fase aguda es una reaccién sistémica a lesiones tisulares,
tipicamente observada durante la infeccion, inflamacion, estrés, neoplasia o
trauma. Se caracteriza, por un lado, por el aumento de la produccién de una serie
de proteinas plasmaticas derivadas de hepatocitos, conocidas como proteinas de
fase aguda (PFA), que incluyen la Proteina C Reactiva (CRP), el Amiloide Sérico A
(ASA), la a1-antitripsina, el fibrinégeno, y los factores del complemento By C3; y
por otro lado, el descenso en las concentraciones circulantes de albumina y
transferrina (Argilés et al. 2007, Cray et al. 2009).
Los mecanismos exactos que unen la caquexia, la respuesta de fase aguda y los
resultados negativos sobre el paciente no se conoce exactamente. Puede ser que
esta alteracion sistémica en el metabolismo de la proteina dirija la protedlisis de
musculo esquelético para alimentar la produccion de las proteinas de fase aguda.
Las PFA necesitan grandes cantidades de aminoacidos esenciales para ser
sintetizadas: 2,6 g de proteina muscular deben catabolizarse para producir un

gramo de fibrindgeno (Donohoe et al., 2011 Argilés et al., 2007).
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En conclusién a lo comentado en los apartados anteriores la figura 4, resume los
cambios fisiopatolégicos y las consecuencias clinicas de la caquexia cancerosa

(Donohoe et al., 2011).

Factores tumorales

- Pro-inflamatorios

- Pro-caquécticos

Respuesta del Huésped

- Respuesta proteinas de fase aguda
Interaccién - Desorden neuroendocrino

Tumor - Huésped Interacciéon tumor —huésped

- Sistema inflamatorio

Metabolismo de proteinas
- Protedlisis

Metabolismo de lipidos

- Lipolisis
Desorden Aumento del gasto energético en reposo
metabélico
Pérdida de peso: disminucion de los
depositos corporales de grasa y masa magra
Anorexia
Reduccidn de la supervivencia
Criterios de Disminucion de la calidad de vida
I reian clinicos Reduccidn de la actividad fisica

Figura 4. Cambios fisiopatoldgicos y consecuencias clinicas de la caquexia cancerosa.
La interaccion entre el tumor y el huésped desencadena una serie de acontecimientos
que favorecen el desorden metabdlico, manifestandose en diversas alteraciones

clinicas. Extraida de Donohe et al., 2011.

2. DIAGNOSTICO Y CLASIFICACION DEL PACIENTE CAQUECTICO

2.1. DIAGNOSTICO DEL PACIENTE CAQUECTICO
Durante mucho tiempo la caquexia ha sido reconocida como un punto clave en
varios tipos de cancer. Ya desde los tiempos de Hipocrates se hablaba de este

sindrome como un efecto adverso de los pacientes oncolégicos (Donohoe et al.,
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2011 y Fearon et al., 2013). Sin embargo, la caquexia cancerosa raramente es
identificada, diagnosticada, y tratada (Evans et al, 2008). Uno de Ilos
inconvenientes para identificar y diagnosticar la caquexia es la dificultad para
separarla de los efectos y complicaciones ocasionados después de un tratamiento
anticanceroso (Fearon et al., 2013).

Los criterios diagndsticos para la caquexia (Evans et al., 2008; Fearon et al., 2011)
son:

- Pérdida de peso superior al 5% en los ultimos seis meses en presencia de
enfermedad subyacente; o indice de masa corporal inferior al 20 y pérdida
de peso superior al 2%; o indice de musculo esquelético apendicular
consistente con sarcopenia (hombres inferior a 7,26 kg /m? muijeres inferior
a 5,45 kg/ m?) y cualquier grado de pérdida de peso superior al 2%.

Y la presencia de al menos, tres de los siguientes criterios:

- Fatiga

- Anorexia

- Bajo indice de masa grasa

- Alteraciones bioquimicas:

a) Incremento de la proteina C reactiva (superior a 5.0 mg/L)

b) Interleuquina 6 (superior a 4.0 pg/mL)

c) Anemia

d) Bajos niveles de albumina en suero (inferior a 3.2 g/dL).
Los criterios diagndsticos se centran en la compleja interaccion entre la reduccion
de la ingesta de alimentos y el metabolismo anormal, identificando la pérdida del
musculo esquelético como clave en el deterioro funcional de los pacientes (Fearon
et al., 2011). El diagnéstico de la caquexia es importante ya que es un sindrome
complejo, cuya importancia radica en su prevalencia y el efecto adverso en la
calidad de vida y la supervivencia del paciente que la padece (Moses et al., 2004;

Bachmann et al., 2008).
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2.2. CLASIFICACION DEL PACIENTE CAQUECTICO
Un paciente caquéctico es analogo a un coche acelerado sin gasolina (Stewart et
al., 2006). La caracteristica clinica mas destacada de la caquexia en adultos es la
pérdida de peso, corregida por la retencién de liquidos; y en los nifios es la falta o
retraso en el crecimiento, excluyendo los desérdenes endocrinos (Evans et al.,
2008). Sin embargo, para hacer una clasificacion del paciente caquéctico hay que
diferenciar la caquexia de la inanicion, la pérdida de masa muscular relacionada
con la edad, la depresién central, la mala absorcion y el hipertiroidismo (Evans
2008).
Actualmente la caquexia asociada al cancer se clasifica en tres fases de
importancia clinica: 1. Pre-caquexia, 2. Caquexia y 3. Caquexia refractaria
(Figura 5) (Feraron et al., 2011).
La pre-caquexia se entiende como una etapa temprana de la caquexia,
caracterizada por inflamacion sistémica moderada y alteraciones metabdlicas, y
minima pérdida de peso (Van der Meij et al. 2013). Muscaritoli et al., (2010) la
define con base en la presencia de cuatro criterios:

e Enfermedad crénica subyacente

e Pérdida de peso involuntaria menor o igual al 5% del peso corporal durante

los ultimos 6 meses

e Respuesta inflamatoria cronica o recurrente

¢ Anorexia o sintomas relacionados con la anorexia.
Un paciente se clasifica como pre-caquéctico cuando presenta sintomas clinicos
y metabdlicos precoces, como por ejemplo anorexia e intolerancia a la glucosa y
una pérdida involuntaria de peso inferior al 5%.
Cuando hay una perdida mayor al 5% en los ultimos 6 meses, o un indice de masa
corporal menor que 20 Kg/m? y se esta experimentando una pérdida de peso de
mas del 2%, o una pérdida de peso del 2% pero que aun no ha entrado en la etapa

refractaria, se clasifica como paciente caquéctico.
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Por ultimo un paciente padece caquexia refractaria en un estado de cancer muy
avanzado, en etapa pre-terminal, o que progresa rapidamente y que no responde a
la terapia anticancerosa. Esta etapa se asocia con un catabolismo activo o a la
presencia de factores que hacen que la intervencion para la mejora de la pérdida
de peso sea inapropiada. Esta ultima etapa se caracteriza por una condicién fisica
muy débil y una esperanza de vida de menos de tres meses.

No todos los pacientes pasan por las tres etapas. La progresion de una fase a otra,
o clasificarse en una fase avanzada (caquexia o caquexia refractaria) sin haber
pasado por una fase temprana (pre-caquexia), depende de factores tales como el
grado de desarrollo de la enfermedad oncoldgica, la presencia de inflamacién
sistémica, una baja ingesta alimentaria y falta de respuesta a la terapia
anticancerosa (Fearon et al., 2011).

Caquexia

Pre-caquexia Caquexia Refractaria

Normal Muerte

Pérdida de peso Pérdida de peso >5% Diferente grados de

Anorexia'y Reduccién de la caquexia Sin
Cambios ingesta e respuesta al
metabdlicos Inflamacién tratamiento

anticancerigeno
Expectativa de
supervivencia <3 meses

Figura 5. Etapas de la caquexia. Extraida de Fearon et al., 2011.

2.2.1. SARCOPENIA
Al hablar de caquexia no podemos dejar de lado una condicién que comparte
caracteristicas fisiopatologicas y clinicas, y que es de gran importancia en el
momento de identificar y clasificar al paciente caquéctico en edades avanzadas: la
Sarcopenia.
La sarcopenia es una condicién que se padece principalmente en la vejez, que se

caracteriza por pérdida de masa y fuerza muscular, aunque su desarrollo puede
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estar asociado con condiciones que no se ven exclusivamente en personas de la
tercera edad (Muscaritoli et al., 2010). Algunos de los factores causantes de la
sarcopenia incluyen cambios relacionados con la edad en la secrecion de los
tejidos o la sensibilidad a los factores hormonales, cambios en la ingesta de
alimentos y el metabolismo proteico y la atrofia por desuso (Evans 1993,
Baumgartner et al., 1998, Muscaritoli et al.,, 2010). A pesar de que la sarcopenia
es un determinante principal del debilitamiento muscular en la vejez, la pérdida de
fuerza y potencia del musculo es mayor que la de tamafio y volumen y, como
consecuencia, hay un declive en la fuerza por unidad de area transversal muscular
y en el pico de fuerza por unidad de volumen (Narici 2010).

No siempre es facil diferenciar la caquexia de una condicion sarcopénica. La
pérdida de masa muscular es una caracteristica de la caquexia, mientras que la
mayoria de sujetos sarcopénicos no son caquécticos (Muscaritoli et al., 2010). Los
factores involucrados en la etiologia de la sarcopenia son muy distintos a los
observados en la caquexia cancerosa. Asi, mientras en la primera juegan un papel
muy relevante los cambios hormonales acompafados de alteraciones
neurodegenerativas, asi como la inactividad que acompafia el envejecimiento, en
la caquexia tienen un papel mas relevante las citoquinas pro-inflamatorias, el

estado hipermetabdlico y la malnutriciéon (Figura 6) (Argilés et al., 2006).
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Figura 6. Factores diferenciales entre sarcopenia y caquexia.

En este contexto, también cabe mencionar a los pacientes con obesidad
sarcopénica. Normalmente la obesidad esta asociada a una mayor supervivencia
en pacientes oncoldgicos, lo que se debe a una reserva de energia superior, lo que
lleva a la idea en oncologia que los pacientes con sobrepeso y/o obesos estan en
un riesgo nutricional mas bajo que los pacientes con peso normal; gracias al
resultado en la diferencia entre sobrenutricion y desnutricién (Kalantar-Zadeh et al.,
2007; McAuley y Blair 2011). Sin embargo, en el momento del diagndstico del
cancer estos pacientes padecen un agotamiento muscular sustancial (Fearon et

al., 2013).
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2.2.2. ESCALAS PROPUESTAS PARA LA CLASIFICACION DE LA
CAQUEXIA

En los ultimos tiempos, la comunidad cientifica y médica ha intentado desarrollar

métodos de clasificacion de la caquexia cancerosa. Y aunque en la actualidad

existe la clasificacion presentada en el apartado anterior, continua la busqueda de

marcadores idéneos y parametros que ayuden a medir el grado de severidad de

este sindrome. A continuacién se presentan algunas propuestas para clasificar la

caquexia cancerosa.

2.2.21. Propuesta de clasificacion de la caquexia cancerosa segun
el grupo SCRINIO

Bozzetti y Mariani en el afio 2008 propusieron una definicién diagndstica de
caquexia con un puntaje de severidad y se enfoca mas en las caracteristicas
clinicas observables que sobre biomarcadores inflamatorios como factores
patogénicos potenciales. Es una clasificacion que se basa mas en los sintomas
clinicos. La escala divide a los pacientes en 4 etapas de caquexia basadas en las
combinaciones de pérdida de peso corporal (<10%, pre-caquexia; = 10%,
caquexia) y la presencia o ausencia de al menos un sintoma de anorexia, fatiga o
saciedad temprana (Bozzetti y Mariani 2008). Aunque el enfoque es pragmatico y
por tanto de facil aplicacién, los autores dejan de lado la evaluacién de factores
que han demostrado ser criticos para el diagnostico de caquexia cancerosa
(alteraciones bioquimicas, actividad fisica y calidad de vida) y por tanto su correcta

clasificacion.

2.2.2.2. Propuesta de clasificacion de la caquexia cancerosa segun
Gabison y colaboradores
En 2010 Gabison y colaboradores llevaron a cabo un estudio para desarrollar una

herramienta que permitiera identificar pacientes con cancer que sufren caquexia a
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lo largo de todas las etapas de la enfermedad. Los parametros que se tienen en
cuenta son: porcentaje de pérdida de peso, estatus funcional, indice de masa
corporal, presencia de estomatitis, edema y ascitis, niveles de albumina,
hemoglobina y creatinina, disfagia, pérdida del apetito, diarrea, nauseas y vomitos.
El estudio tuvo algunas limitaciones como el numero de pacientes incluidos (n=90)
y los pocos tipos de cancer. En este punto cabe destacar que el mayor porcentaje
de pacientes (36%) padecian cancer de mama, que, como Sse menciond
anteriormente, es una de las neoplasias donde la caquexia tiene una incidencia
baja. Como resultado del estudio se observé que la escala propuesta era capaz de
discriminar los sintomas que causan caquexia sin dar una clasificacion cualitativa

de la misma (Gabinson et al., 2010).

2.2.2.3. Propuesta de clasificacion de la caquexia cancerosa segun
Blum y colaboradores

Recientemente Blum y colaboradores (2014) han realizado un intento de validacién
de los criterios diagnésticos acordados en el consensus internacional y examinar
un sistema de clasificacion de 4 grupos, que contempla los dominios de evaluacion
especificos que se han propuesto: reservas, ingesta, catabolismo y funcion, asi
como la supervivencia. Sus resultados mostraron que los criterios de diagnostico
basados en la pérdida de peso y en el indice de masa corporal sirven para
distinguir los pacientes caquécticos y no caquécticos y estan asociados con la
supervivencia. También se concluyd que para desarrollar los tratamientos
caquécticos, un modelo de clasificacion de 4 grupos necesita areas adicionales

para discriminar entre las distintas etapas de la caquexia (Blum et al., 2014).
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2.2.2.4. Propuesta de diagnéstico en la clasificacion de la caquexia
segun Jonhs y colaboradores

Jonhs y colaboradores (2014) han presentado un trabajo en el que investigan los
cambios morfolégicos y de composicién de las fibras musculares para estudiar las
alteraciones en diversas vias que pueden explicar los cambios en las fibras; con el
objetivo que estos cambios sean utilizados como criterio diagnostico en la
clasificacion de la caquexia. La metodologia utilizada fue, el calculo de la pérdida
de peso (clasificando los pacientes en 4 grupos), biopsias del recto abdominal,
imagenes por tomografia axial computarizada, comparacion de los niveles de RNA,
DNA y proteinas entre los pacientes que fueron clasificados al inicio segun su
pérdida de peso y valoracion de los niveles de CRP. Aunque la propuesta tiene un
gran impacto, desde un punto de vista metodolégico es muy dificil de implementar
como técnica diagnodstica de rutina, dada la complejidad en la recogida de las

muestras y técnicas utilizadas.

A pesar de las cuatro propuestas cualitativas descritas hasta el momento para
clasificar la caquexia, en la actualidad no se cuenta con una escala que pueda
identificar, diagnosticar y clasificar cuantitativamente la caquexia en pacientes con

cancer.

3. BIOMARCADORES Y TECNICAS INDICATIVAS DE CAQUEXIA

Para tratar efectivamente los pacientes con caquexia, es importante entender los
mecanismos que conducen al desgaste tisular progresivo. Varias rutas estan
involucradas y son muchos los factores que se encuentran asociados a este
sindrome. Sin embargo, a pesar de las investigaciones en los ultimos anos, hay

rutas que aun permanecen desconocidas (Tisdale 2009; Ebner et al., 2014).
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Desde la década de los 40, los investigadores han intentado aislar sustancias de
los tejidos neoplasicos que podrian estar implicados en el proceso de la caquexia.
El primer trabajo lo llevé a cabo un grupo de investigacion japonés, que aisloé una
fraccién quimica derivada de 14 tipos diferentes de tumores humanos gastricos y
colorectales, la cual disminuyo la actividad de la catalasa hepatica en ratones,
mientras que esta misma fraccion obtenida de tejidos normales no alter6 la funcién
de la enzima (Nakahara y Fukuoka, 1950). En estudios posteriores se demostré
que la bautizada como “toxohormona” estaba constituida por pequenos
polipéptidos, y también fue aislada por otros grupos de investigacion (Nakahara y
Fukuoka, 1952; Yunoki y Griffin 1961). Otra fraccién de la “toxohormona” obtenida
del carcinoma Walker 256 en rata, inhibié la incorporacion de aminoacido en la
fraccion miofribrilar de la proteina muscular (Goodlad y Raymond 1973). Sin
embargo, no fue hasta 1985 que una citoquina particular se asocio a la caquexia y
se denomind “caquectina”. Esta citoquina fue capaz de suprimir la actividad de la
LPL en cultivos de pre-adipocitos, que representa una de las principales
alteraciones bioquimicas asociada con la caquexia (Beutler et al., 1985).
Posteriormente, se observé que la caquectina era idéntica al TNF que causaba
necrosis hemorragica de tumores en animales tratados con la endotoxina (Beutler

y Cerami, 1986).

Después de muchos afios de investigacion, hoy por hoy se sabe que la interaccion
entre el huésped y el tumor es la clave para desarrollar la caquexia a través de las
sustancias producidas tanto por las células del huésped como por las células
cancerigenas, tal como se muestra en la Figura 7 (Argilés et al, 2003). La
citoquinas y los factores como el LMF, AIS y PIF estan involucrados en el proceso
caquéctico (Tisdale 2002; Argilés et al., 2005). Ademas, recientemente se ha

postulado que otros factores tales como la edad, los niveles de actividad fisica y
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los mecanismos especificos de metabolismo proteico en los pacientes de cancer

pueden también tener un impacto significativo (Skipworth et al., 2007).

HUMORAL DERIVADAS DEL TUMOR

Citoquinas pro-caquecticas

TNF IL-6 IL-1 LIF PIF
IFN-Y CNTF

LMFs
Citoquinas anti- AIF

caquecticas

Toxohormone-L
sIL-6R sTNFR IL-4 IL-10

IL-1ra IL-15
Anorexia Alteraciones metabolicas
CAQUEXIA

Figura 7. Mediadores en cancer: Factores derivados tanto del tumor como del
hospedero estan involucrados en la mediacion de la anorexia y cambios
metabdlicos que son caracteristicos del estado caquéctico. Extraida de Argilés
et al., 2003

3.1. BIOMARCADORES
El sindrome de caquexia cancerosa resulta de una interaccion compleja de
mecanismos que implican: el inicio de una respuesta inflamatoria por parte del
huésped mediada por citoquinas proinflamatorias derivadas del tumor, induccion
de la respuesta de fase aguda, alteraciones en el metabolismo de las proteinas y
las grasas y activaciéon de las vias neuroendocrinas que pueden conducir a un
hipermetabolismo y un aumento del catabolismo (Tan et al, 2008). En los

pacientes con caquexia cancerosa los factores de riesgo nutricionales han sido
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asociados con un grado alto de mortalidad, estos factores incluyen la pérdida de
peso, los niveles de albumina y la anorexia (Vigano et al., 2004). Recientemente
las citoquinas proinflamatorias han sido postuladas como biomarcadores ya que
cumplen un papel importante en el desarrollo de la caquexia (Laviano et al., 2000;
Jatoi et al., 2001; Vigano et al., 2000; Garcia et al., 2005).

A continuacién se describen diferentes moléculas que han sido relacionadas con la

caquexia cancerosa y podrian llegar a ser utilizadas como biomarcadores.

3.1.1. EXCRECION DE CREATININA EN 24 HORAS
El contenido de creatinina en orina recogida durante 24 horas podria ser un buen
biomarcador indicador del grado de degradacion muscular ya que se trata de un
método no invasivo y que el contenido de creatinina en orina es proporcional al
contenido de creatina en el musculo (Heymsfield et al., 1983). La creatina se
encuentra casi en su totalidad en el musculo (esquelético y liso) y la conversion de
creatina a creatinina es irreversible y con una tasa diaria constante. Ademas en
una dieta libre de creatina, la creatina total y la concentracion de creatina por kg de
musculo permanece constante y la excreciéon renal de la creatinina ocurre a una
velocidad constante (Heymsfield et al., 1983). A pesar de estas caracteristicas que
indican que puede ser un buen biomarcador, esta medicién tiene inconvenientes
como presentar una alta variacion, ser sensible a la dieta (ingesta de carne) y que
la obtencion de un muestreo de 24 horas de orina puede ser logisticamente dificil

(Wang et al., 1996; Hansen et al., 2009).

3.1.2. 3-METILHISTIDINA
Otro biomarcador de la degradacion de proteina muscular que se ha usado es la 3-
metilhistidina en plasma u orina. La miosina, y posiblemente, la actina, esta 3-

metilada en el musculo y el aminoacido resultante (3-metilhistidina) no se recicla en
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el metabolismo intermediario o en la sintesis proteica, lo cual lo hace, en principio,
un biomarcador ideal, ya que representa la degradacién de la proteina total basada
en su biologia. Sin embargo, su validez se ha cuestionado recientemente ya que se
ha visto que no responde a las intervenciones conocidas por otras medidas para

incrementar la degradacion proteica (Hansen et al., 2009).

3.1.3. FACTOR DE DIFERENCIACION DE CRECIMIENTO 15
Estudios recientes mostraron que el Factor de Diferenciacion de Crecimiento 15
(GDF-15), perteneciente a la superfamilia del TGF-B, juega un papel importante en
la regulacion de las vias inflamatorias y apoptoticas durante el proceso de
caquexia. Induce pérdida de peso muscular y grasa, lo que lo convierte en una

diana prometedora para futuras intervenciones terapéuticas (Lerner et al., 2013).

3.1.4. PROPEPTIDO N-TERMINAL DEL PROCOLAGENO DE TIPO il
(P3NP)

El colageno de tipo 3 es un subtipo de colageno utilizado en musculo esquelético;
se sintetiza a partir de la molécula de procolageno Il a través de la rotura de las
porciones N- y C- terminales. Durante su sintesis, el propéptido N-terminal (P3NP)
se rompe y se libera a la circulacion en proporcion directa a la sintesis de colageno
de tipo Ill. EI P3NP resultante de la rotura proteolitica en la sintesis de musculo
esquelético puede medirse en sangre, y dado que es un producto de rutas
sintéticas, el P3NP refleja el remodelamiento del tejido. Los cambios en los niveles
de P3NP en suero se han identificado como predictores de cambios en la masa

corporal magra y en la fuerza (Fragala et al., 2013).

3.1.5. FRAGMENTO DE AGRINA C-TERMINAL (CAF)
En el musculo sano las uniones neuromusculares son mantenidas por la proteina

derivada del nervio agrina. Durante el remodelamiento muscular, dicha proteina se
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rompe por la enzima neurotripsina para crear un fragmento de agrina C-terminal de
22KD (CAF). Al romper e inactivar la agrina, la neurotripsina regula la fuerza de la
comunicacion entre el nervio y las células musculares. Recientes descubrimientos
han mostrado que la excesiva rotura de agrina por la neurotripsina para producir
CAF conduce a una desintegracion funcional en la unién neuromuscular y puede,
como consecuencia, causar sarcopenia. Durante la rotura de la agrina, la CAF se
libera a la sangre en niveles proporcionales a la actividad incrementada de la
Neurotripsina y a la fuerza reducida de la unién neuromuscular. Los efectos que
causa son proporcionales a los niveles observados en sangre, los niveles pueden
ser detectados en el suero humano y se pueden cuantificar por ELISA. Estas
concentraciones estdn  inversamente relacionadas con la masa magra
apendicular en hombre, donde menos masa apendicular se asocia con un nivel

alto de CAF (Fragala et al., 2013).

3.1.6. VALORACION DE OXIDO DE DEUTERIO (D,0)
La valoracion de D,O por cromatografia de gases o espectrometria de masas, se
utiliza para medir el anabolismo muscular. Fue presentado por Wilkinson y
colaboradores (2013) en un estudio realizado con biopsias de musculo vastus
lateralis procedentes de hombres jovenes, que practicaban un ejercicio de
resistencia con un extensor de rodilla en una pierna. En la pierna en reposo (sin
ejercicio), se evidencié una tasa disminuida de sintesis de proteina miofibrilar
sarcoplasmica y de colageno, en comparaciéon con la pierna que estaba ejercitada.
La medicién de D,O es un enfoque valido para cuantificar el anabolismo muscular,
antes de que cualquier cambio en la masa muscular sea detectado, pero es un

método invasivo (Wilkinson et al., 2013; Walker et al., 2013).
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3.1.7. DILUCION DE D3-CREATINA
La dilucion de creatina se utiliza para la determinacién del tamafo de la reserva
total de creatina en el cuerpo y la masa muscular esquelética. El método consiste
en la administracion oral de un isétopo (no radioactivo) de creatina (30mg/D3-
creatina). Esta entra a la circulacion, es transportada al musculo esquelético y alli
es diluida en la reserva de creatina. La creatina se convierte en creatinina y es
excretada en la orina. De esta manera, la masa muscular puede determinarse a
partir del enriquecimiento de D3-creatina en una sola muestra de orina (Stimpson

et al,, 2013).

3.1.8. ESTRES OXIDATIVO

Hay una gran evidencia que sugiere que el estrés oxidativo estd asociado con
enfermedades crénicas. Se ha postulado que un incremento en especies reactivas
de oxigeno (ROS), conduce a las células musculares a un estado catabdlico, que a
su vez induce al desgaste muscular (Lenk et al., 2010; Buck y Chojkier 1996;
Laviano et al., 2007). En caquexia, las ROS estan consideradas como elementos
cruciales para el catabolismo de la proteina muscular a través de la estimulacion
de la via proteasas de ubiquitina especificas (UPS). Los productos de reaccion se
miden como marcadores indirectos del estrés oxidativo, asi, durante la caquexia el
malondialdehido (MDA) se considera uno de estos marcadores indirectos (Lenk et
al., 2010).

Ademas, la caquexia cancerosa parece estar mediada por un estrés secundario
nitrosativo incrementado, que da como resultado la formacion incrementada de
oxido nitrico. De hecho, la nitracion de los residuos de tirosina esta marcadamente
aumentada en musculos de ratas portadoras de tumores con caquexia avanzada
debido a los bajos niveles de enzimas antioxidantes (Barreiro et al., 2005;

Mantovani et al., 2001).
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3.1.9. AGUAINTRACELULAR
Se ha postulado que la medida de agua intracelular puede usarse de manera
similar a la medida de la fuerza muscular (fuerza de la mano). En un estudio con
ancianos se encontré que Unicamente el agua intracelular disminuy6 con la edad
(comparado con el componente extracelular); esta valoracion se realizd por

espectroscopia de impedancia bioeléctrica segmental (Yamada y Kimura 2014).

3.1.10. ALBUMINA
La albumina es uno de los parametros de laboratorio usado con mayor frecuencia
en la practica clinica. Posee una vida media de aproximadamente 21 dias siendo
rangos inferiores a 35 g/dL considerados como hipoalbuminemia. El descenso de
los niveles de esta proteina frecuentemente ha sido utilizado para estimar
desnutriciéon (Delmore 1997), y en estudios relacionados con caquexia (Mantovani
et al., 2010; Solheim et al., 2011; Wu et al., 2012; Fujiwara et al., 2014) pero
presenta el inconveniente que su concentracién plasmatica se ve afectada por
otras condiciones subyacentes (Delmore 1997). En estados inflamatorios
sistémicos, la respuesta inflamatoria de fase aguda produce una baja la
concentracion sérica de albumina (Ellegar y Bosaeus 2008), no reflejando un
estado de malnutricion per se, sino mas bien una respuesta fisioldgica al dafio
(Fuhrman et al., 2004). En pacientes con cancer que se encuentran en un estado
de inflamacién sistémica, los niveles plasmaticos de albumina son mas bajos que
en pacientes sin inflamacion, por lo que se estima que esta proteina seria mas un
biomarcador de inflamacién que de desnutricion Ellegar y Bosaeus 2008). De igual
manera estudios en pacientes con cancer gastroesofagico han demostrado que la
hipoalbuminemia es un factor predictivo de la baja respuesta al tratamiento
anticanceroso (Di Fiore et al., 2008; Onate-Ocana et al., 2007a; Onate-Ocana et

al., 2007b; Lecleire et al., 2006; Sanz et al., 2006);
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3.1.11. PRE-ALBUMINA
La pre-albumina al igual que la albumina es una proteina que se utiliza para
evaluar el mal estado nutricional en pacientes (Blacburn et al., 1997;
Valandingham et al.,, 1982). En etapas avanzadas del cancer el mal estado
nutricional esta asociado con caquexia y ascitis por desnutricion (Asher et al.,
2012). La pre-albumina a diferencia de la albumina, presenta una vida media mas
corta, (aproximadamente 2 dias), lo cual lo hace un buen indicador de desnutricion,
ya que refleja cambios diarios en el estado del paciente (Pacelli et al., 2008), pero
también puede ser afectada por factores no nutricionales, ya que su sintesis se ve
disminuida a nivel hepatico en estados de inflamacién sistémica (Ellegar y
Bosaeus 2008). El papel de esta proteina en la evaluacién nutricional también ha
sido estudiado en el contexto del desarrollo de complicaciones postquirdrgicas en
cancer de ovario, donde se ha visto que los pacientes que presentan niveles bajos
de pre-albumina preoperatorios desarrollan, después de la cirugia, mas
complicaciones, principalmente infecciosas (Read et al., 2006). En estudios
realizados por Takafumi y colaboradores en 2014 se demostré que los niveles de
pre-albumina en pacientes con cancer de ovario en estadio IV disminuian

significativamente.

3.1.12. RECUENTO DE LINFOCITOS
El recuento de linfocitos también ha sido usado como medida de evaluacién, dado
que su disminucién, entre otras causas, esta asociado a pérdida de peso y
malnutricion (Delmore 1997), pero en el caso de pacientes oncoldgicos la cantidad
total de linfocitos puede verse afectada, entre otras causas, por la patologia de

base y el uso de farmacos anticancerosos (Valenzuela-Landaeta et al., 2012).
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3.1.13. BIOMARCADORES GENETICOS

La aparicién impredecible de la caquexia es la base de la teoria de que puede
haber una predisposicion genética a desarrollar este sindrome (Solheim et al.,
2011).

Recientes estudios con tecnologia transgénica y genes polimorficos sugieren que
los mediadores inflamatorios, y los polimorfismos de genes de citoquinas pueden
jugar un papel importante en el desarrollo de la caquexia (Dianliang 2009; Tan y
Fearon 2010). Tan y colaboradores en 2011 sugieren que la variacion genética
conocida en los genes que regulan la respuesta inflamatoria y las alteraciones en
el metabolismo de las proteinas y grasas, sugiere que estos genes pueden tener
un potencial como biomarcadores de prediccion del desarrollo de caquexia.
Realizaron un estudio para encontrar polimorfismos genéticos con funcion o
significado clinico relacionado con el desarrollo de la caquexia cancerosa y asi
intentar identificar un polimorfismo que pueda ser un marcador potencial.
Identificaron 42 polimorfismos de los cuales 13 han demostrado tener mas de un
efecto en las caracteristicas clinicas asociadas a la caquexia cancerosa
(inflamacion, cambios en la masa magra y grasa y supervivencia global). Dentro de
estos 13 cabe destacar los polimorfismos en los genes de TNF, IL-1B, IL-6 y la
lipoproteina lipasa (LPL). El polimorfismo en el gen de IL-1B habia sido estudiado
en 2007 por Zhang y colaboradores en pacientes con cancer gastrico, en los que la
presencia del alelo IL-1B+3954 se asocié con una alta incidencia en caquexia

(Zhang et al., 2007).

3.1.14. CITOQUINAS: BIOMARCADORES EN EL PROCESO DE LA
CAQUEXIA CANCEROSA
A lo largo de esta introduccién se han ido mencionando diferentes funciones y

procesos en los cuales las citoquinas estan involucradas en el sindrome
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caquéctico. En este apartado incluyo las citoquinas como biomarcadores y hago
mencion a algunas funciones no nombradas en los apartados anteriores.

Como se menciond anteriormente (ver apartado 1.2.5), la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias puede dirigir el proceso de caquexia. El conocimiento del efecto
del incremento en los niveles de las citoquinas pro-inflamatorias en caquexia,
proviene de estudios en animales y con justificacion en trabajos con seres
humanos (Subahs et al, 2011). Modelos tumorales en roedores muestran un
incremento en la produccion de citoquinas sistémicas inflamatorias, lo cual se
correlaciona con el aumento de la pérdida de peso (Matthys et al., 1991; Dohone
2011).

Las citoquinas pro-inflamatorias de interés como biomarcadores incluyen el TNF-

a, IL-6 y IL-1 principalmente y en segunda medida IFN-Y.

3.1.14.1. TNF-a
También denominado caquéctina, es producido por macrofagos y células natural
killer (T Herper cell) (Janeway y Travers 1997). En caquexia, en algunas ocasiones
las concentraciones de esta citoquina aumentan, y se ha demostrado que este
incremento hace disminuir la ingesta alimentaria y el peso corporal e incrementa la
temperatura corporal. Ademas, las sintesis de glucogeno, lipidos y proteinas
disminuyen, mientras que la glucogénesis, la protedlisis y la lipolisis aumentan a
medida que ocurre la degradacion, los carbohidratos, los lipidos y las proteinas
son sintetizadas a una menor velocidad. Ademas el TNF-a puede inducir la
produccion de IL-1 (Janeway y Travers 1997; McDevitt et al., 1995; De Blaauw et
al., 1997; Gambardella et al., 1997).En un estudio con ratas portadoras del
hepatoma Yoshida AH-130, se observo una mayor degradacion de proteinas en el
musculo Gastrocnemius, el corazén y el higado. Cuando a estos animales se les

administré6 anti-TNF- a, se observdé una disminucion en la degradacion de
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proteinas, lo que sugiere la participacion del TNF- a en el proceso de degradacion
(Costelli et al., 1993). Otro estudio realizado en ratones portadores del carcinoma
pulmonar de Lewis demostré la relacion que tiene el TNF- a en la caquexia
cancerosa. En este caso se utilizaron ratones deficientes para el receptor tipo | del
TNF- a y ratones salvajes para el receptor. Al comparar la pérdida de musculo y
grasa entre los dos grupos, se observd que los ratones de tipo salvaje la pérdida
era mayor. En los ratones de tipo salvaje también se observé un aumento en la
tasa de degradacidn de proteinas, acompafada por la activacion de la via
ubiquitina-proteasoma (Llovera et al., 1998). En otro estudio con otro modelo
experimental en ratones de caquexia, el adenocarcinoma de colon C26, se
observé que los ratones portadores del tumor desarrollaron caquexia a los nueve
dias después de la inoculacion de las células tumorales que se asocié a un
aumento significativo en los niveles de TNF- a (Chen y Qui 2011). Los estudios
realizados con humanos también muestran un aumento en los valores del TNF- a
en pacientes con cancer. En un estudio en donde se valoré la pérdida de masa
muscular debida al cancer, se observd que el musculo esquelético de pacientes
caquécticos exhibia un aumento en la expresion y actividad de la sefalizacion del
TNF- a, en los niveles de mRNA del TNF-a-, la activacion del receptor TNF (TNFR)
1y los niveles de TNF- a asociado a TNFR1 (Ramamoorthy et al., 2009). En otro
estudio realizado en el ano 2007 con pacientes con cancer de pulmén, se observo
un aumento significativo en los niveles de TNF- a en suero de pacientes
caquécticos en comparacion con los niveles de los pacientes no caquécticos

(Fortunati et al., 2009).

3.1.14.2. IL-6
Por otro lado, la IL-6 participa en diversas funciones en los mecanismos de
defensa, a través de la regulacion de la respuesta inmune (Yanagawa et al., 1995).

Al igual que el TNF-a y la IL-1, los niveles de IL-6 incrementan en pacientes con
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caquexia cancerosa (Yeh y Schuster 1999). La IL-6 incrementa la sintesis de
proteina hepatica, induciendo la produccion de proteinas de fase aguda, la lipolisis
y sintesis de acidos grasos. De igual manera, la IL-6 incrementa la degradacion de
la proteina muscular al activar las vias proteoliticas no lisosomal (proteasoma) y
lisosomal (catepsinas) (Yee y Schuster 1999; McDevitt et al., 1995; De Blaauw et
al., 1997; Janeway 1997; Gambardella et al., 1997; Laviano et al., 1996; Yanagawa
et al., 1995). En modelos experimentales de caquexia, como en el caso del
adenocarcinoma de colon C26, se observé que el desarrollo de la caquexia va
unido al aumento de la IL-6 ((Chen y Qui 2011). En un estudio realizado con
muestras de pacientes caquécticos y no caquécticos con adenocarcinoma ductal
pancreatico, se observo en pacientes caquécticos sobreexpresion de los niveles de
IL-6 en las muestras de pancreas y en suero (Martignoni et al., 2005). De igual
manera, la IL-6 es una de las citoquinas mas ampliamente estudiadas por su
potencial de inducir fatiga en los pacientes con cancer. En un estudio realizado en
2008 por Inagaki y colaboradores en pacientes con cancer, se observé un aumento
de los niveles de IL-6 en los pacientes que presentaban fatiga clinica en
comparacion de aquellos que no la presentaban. En estudios realizados en
pacientes con cancer colorectal metastasico también se observo la relacion de los
niveles altos de IL-6 con la fatiga y la pérdida de apetito (Kurzrock 2001; Rich et
al., 2005).

Yataka y colaboradores en 2014 estudiaron el comportamiento de algunos
biomarcadores de caquexia en pacientes con cancer pancreatico. Los resultados
mostraron un aumento del doble en los niveles de IL-6 y TNF- a en los pacientes
con caquexia (IL-6: Pacientes con caquexia: 13.8 pg/ml, pacientes sin caquexia:
6.8 pg/ml, p=0.35; TNF- a: Pacientes con caquexia: 7.1 pg/ml, pacientes sin
caquexia: 3.3 pg/ml, p=0.27) (Yataka et al. 2014). Otro estudio realizado por Kim y
colaboradores 2012 en pacientes con cancer de pulmén, demostré que los

pacientes que experimentaban pérdida de peso mostraron un aumento de los
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niveles de IL-6 (Kim et al. 2012). Estos resultados confirman una vez mas la

influencia de estas citoquinas pro-inflamatorias en el sindrome caquéctico.

3.1.14.3. IL1
Por su parte, la IL-1 es una citoquina producida por los leucocitos, y que estimula
la produccién de IL-6 (Janeway 1997). Las concentraciones de IL-1 incrementan
en el estado caquéctico y causan efectos similares a los observados con el TNF-a.
Diversos estudios han demostrado que la IL-1 induce la anorexia, causando por
tanto pérdida de peso, ya que la IL-1 incrementa las concentraciones de triptéfano
en el plasma, lo que se asocia con la induccion de la anorexia; eventualmente las
concentraciones de ftriptéfano también se encuentran aumentadas en liquido
cefalorraquideo, lo que resulta en un incremento en la produccion de serotonina, lo
cual induce anorexia (Laviano et al., 1996; Picton 1998). En un estudio realizado
por Scheede-Bergdahl y colaboradores con pacientes afectados por un cancer
avanzado, demostrd la asociacion de la IL-1B con la pérdida de peso, la
sarcopenia, astenia y pérdida de apetito, concluyéndose asi que la IL-1B es una
citoquina que refleja las caracteristicas mas destacadas de la caquexia cancerosa
(Scheede-Bergdahl et al, 2012). De igual manera se demostré la asociacion de los

niveles altos de IL-1B y TNF- a con la hospitalizacion.

3.1.14.4. IFN-Y

El IFN-Y es producido por células T y Natural Killer activadas y tiene actividades

bioldgicas que se solapan con las del TNF-a. Se ha sugerido que el IFN-Y juega un

papel en la caquexia cancerosa a partir de estudios mediante su neutralizacion con
anticuerpos para atenuar la pérdida de peso en modelos experimentales tumorales

(Tisdale 2009). Matthys y colaboradores en 1991, consiguieron revertir en ratones
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el sindrome de desgaste asociado al crecimiento del carcinoma pulmonar de

Lewis, usando un anticuerpo monoclonal contra el IFN-Y, indicando asi que la

produccién endogena de IFN-Y tiene lugar en ratones portadores del tumor y esta

implicada en algunos de los cambios metabdlicos caracteristicos de la caquexia

cancerosa (Matthys et al., 1991). Otros estudios han demostrado que niveles altos
en suero de IL-6 y bajos de IFN-Y se relacionan con una supervivencia mas corta

en pacientes con cancer de pulmoén (Martin et al., 1999). Un estudio realizado por
Cannon y colaboradores con modelos animales de carcinoma escamocelular de

cabeza y cuello usando lineas celulares procedentes de tumores humanos,
demostré que los niveles de IFN- YIL-1 a e IL-1B en los animales portadores del

tumor JHUO022 de cabeza y cuello que desarrollaron caquexia fue superior al de los

animales sin caquexia (Cannon et al., 2007).

3.1.15. PROTEINA C REACTIVA (CRP)
La determinacion de los niveles plasmaticos de la CRP es el método mas
predominante para evaluar la magnitud de la respuesta inflamatoria sistémica
(Gabay y Kushner 1999). Las concentraciones elevadas de CRP en el momento de
admision al hospital son indicadores de un incrementado riesgo de mortalidad: hay
un incremento de 22,8 veces la mortalidad en pacientes con niveles de CRP muy
elevados (superior a 80mg/L) (Marsik et al, 2008). Diversos estudios han
demostrado que un nivel elevado de CRP en el momento del diagndstico es un mal
pronostico en pacientes con tumores pancreaticos, de pulmén, melanomas,
mieloma multiple, linfoma, de ovario, renal y gastrointestinal (Scott et al., 2003;
Deans et al., 2009). Un estudio realizado por Kemik y colaboradores con pacientes
de cancer de colon demostré la asociacién de los niveles altos de CRP con

caquexia cancerosa (Kemik et al, 2010). Estos estudios avalan la utilizacion de la
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CRP como un predictor en el estudio de la respuesta inflamatoria (Gockel et al.,
2006; Nozoe et al., 2001) y su relacion con la pérdida de peso (Krzystek-Korpacka

et al., 2007)

3.2. TECNICAS INDICATIVAS DE CAQUEXIA
Existen diversidad de técnicas utilizadas en la practica clinica permiten caracterizar
el desgaste del musculo esquelético. Algunas de ellas, como es el caso de la
tomografia computarizada, también permiten observar si hay distribucion alterada
de la grasa corporal, acumulacién de tejido adiposo visceral y acumulacion
patolégica de lipidos en los tejidos (Nedergaard 2013). Las técnicas mas utilizadas

en la clinica son:

3.2.1. AREA MUSCULAR DE LA PARTE CIRCULAR DEL BRAZO POR
ANTROPOMETRIA

Las medidas antropométricas hacen referencia a la medicion mecanica de las

proporciones corporales. Aunque esta medicion es facil de realizar no esta bien

validada en poblaciones enfermas y requiere habilidad manual. El valor de

referencia para el area muscular de la parte circular del brazo para determinar la

existencia de caquexia (es en hombres menor a 32 cm? y en mujeres menor a 18

cm? (Nedergaard et al., 2013; Fearon et al., 2011; Fearon et al., 2013).

3.2.2. INDICE APENDICULAR DE MUSCULO ESQUELETICO
DETERMINADO POR ABSORSIOMETRIA ENERGETICA DUAL

DE RAYOS X (DEXA)
En la técnica de DEXA la masa muscular es medida indirectamente a través de la
absorcion de rayos X. Es una técnica facil de utilizar, aunque presenta
inconvenientes en sujetos con edema. La técnica se basa en medir la transmision

de un haz de fotones de rayos X con dos picos de energia a través del cuerpo del
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paciente (Larkin et al., 2008). Los valores de referencia son: hombre inferior a 7,26
kg/m2 mujeres inferior a 5,45 kg/m2 (Nedergaard et al., 2013; Fearon et al., 2011;
Fearon et al., 2013). Los valores obtenidos por fuera de los rangos de referencia

pueden ser indicativos de una situacion patoldgica.

3.2.3. INDICE DE MASA CORPORAL TOTAL DETERMINADO POR
IMPEDANCIA BIOELECTRICA

El indice de masa corporal total libre de grasa sin hueso es una medida indirecta
del musculo a través de la impedancia eléctrica. Es facil de utilizar, pero de la
misma manera que el DEXA, puede presentar problemas en pacientes con edema
y su utilizacion esta pobremente validada en poblaciones fragiles (Nedergaard et
al., 2013). Esta técnica se fundamenta en la oposicion de las células, los tejidos o
liquidos corporales al paso de una corriente eléctrica (Ellis 2000). La masa libre de
grasa contiene la mayoria de fluidos y electrolitos corporales, siendo un buen
conductor eléctrico (baja impedancia u oposicion), mientras que la masa magra
actua como un aislante (alta impedancia). El valor de la impedancia (medida en
ohm) proporciona una estimacion directa del agua corporal total y permite estimar
indirectamente la masa libre de grasa y la masa magra (Quang et al., 2007,
Kuriyan et al., 2008). Los valores de referencia para el indice de masa corporal
son: hombres menor a 14,6Kg/m2; mujeres 11,4kg/m2 (Nedergaard et al., 2013;
Fearon et al., 2011; Fearon et al., 2013). De igual manera que el apartado anterior,
los valores obtenidos por fuera de los rangos de referencia pueden ser indicativos

de una situacion patoldgica.
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3.2.4. IDENTIFICACION DE DESGASTE MUSCULAR A TRAVES DE
TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA (CT) Y RESONANCIA
MAGNETICA (RMI)

La CT y RMI miden el volumen muscular con rayos X o escaner RMI 3D. Son el
maximo estandar para la medicion de desgaste muscular, con una fiabilidad alta.
Las diferencias entre CT y RMI se observan en la Tabla 2. Las desventajas de
estas técnicas reside en que son operacionalmente complejas y costosas
(Nedergaard et al., 2013; Fearon et al., 2011; Fearon et al., 2013). El analisis de
imagenes obtenidas por CT y MRI revela desgaste muscular en pacientes de
quienes clinicamente no se sospecharia que tuvieran ningun déficit en la masa o
composicion corporal. También son de gran utilidad en condiciones donde la
pérdida de peso, y masas muscular y grasa se encuentran enmascaradas, como
en el caso de pacientes con obesidad sarcopénica y aquellos en que la ganancia
de peso es en forma de ascitis o edema periférico (Fearon et al.,, 2013). Los
valores de referencia para el indice de musculo esquelético lumbar determinado
por escaner de imagen oncoldgica (CT y MR) son: hombre inferior a 55 cm?/m?,
mujeres inferior a 39cm?m? (Nedergaard et al., 2013; Fearon et al., 2011; Fearon
et al., 2013). Al igual que en los dos apartados anteriores los valores por fuera del

rango de referencia pueden ser indicativos de una situacion patoldgica.

3.2.5. DINAMOMETRIA MANUAL
La dinamometria manual (medicién de la fuerza de la mano) es un método
validado para la evaluacién nutricional; es util, barato, simple y rapido, y permite
identificar a aquellos pacientes que estan en mayor riesgo de desarrollar
complicaciones relacionadas con la malnutricidon o inanicion. La dinamometria tiene
mayor sensibilidad, especificidad y valores predictivos que el indice de prondstico
nutricional (NPI) para la deteccion de complicaciones y mortalidad entre pacientes

sometidos a cirugias mayores debido a tumores abdominales (Luna-Heredia et al.,
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2005). La medida de la fuerza de la mano es un buen sustituto de la fuerza
muscular generalizada, ya que se correlaciona con la fuerza de las extremidades

inferiores en la poblacion de pacientes adultos y sanos (Rantanen et al., 1994).

Tabla 2. Diferencias entre Tomografia computarizada (CT) y Resonancia Magnética (RMI).

CT RMI

No utiliza radiacion, se basa en campos magnéticos y

Utiliza Rayos X ondas de radio

Es mas lenta de realizar: requiere entre 30 minutos y

Es mas rapida de realizar 1 hora

Los equipos para realizarla son mas

g Los equipos para realizarla son caros
econdémicos

El paciente puede llevar marcapasos u

X o El paciente no se puede llevar objetos metalicos
objetos metalicos

Tiene menor resolucion espacial Tiene mayor resolucion espacial
Tiene buena sensibilidad para detectar Tiene mejor sensibilidad para distinguir entre materia
calcificaciones, tumores meningeos y gris y blanca. Técnica mejor para el estudio del
hemorragias agudas, parenquimatosas o cerebelo, la fosa posterior, los I6bulos temporales, la
subaracnoideas médula espinal y el tronco cerebral.

3.2.6. TEST DE LA MARCHA DE 6 MINUTOS
Las pruebas de caminar son simples, econdmicas y seguras. Se relacionan mas
cercanamente a las tareas o actividades diarias, que las pruebas de ejercicio. De
igual manera, son mas sencillas si se comparan con la cinta de correr (treadmill), la
cual puede ser intimidatoria para pacientes fragiles, mayores o que estén muy
incapacitados, en los cuales la velocidad del ejercicio no esta bajo el control del
paciente. Las evidencias hasta el momento sugieren que los resultados de la
prueba de caminar son altamente reproducibles y muestran una correlacion entre
moderada y fuerte con otras mediciones de la capacidad de ejercicio y con las
medidas de estatus funcional reportadas por el paciente. La prueba de caminar
durante 6 minutos es igual de eficiente a la de 12 minutos y tiene la ventaja de ser
menos estresante para el paciente y, por consiguiente, mas relacionado a las
actividades del dia a dia de pacientes moderada o severamente limitados (Guyatt

et al., 1985).
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Las técnicas cualitativas descritas en el apartado anterior han sido ampliamente
utilizadas en estudios con pacientes con cancer asociados a pérdida de peso,
desgaste muscular y estudios propiamente relacionados con caquexia cancerosa
(Lundholm et al, 1994; Jiang et al., 2013; Scheede-Bergdahl et al., 2012;

Mantovani et al., 2010; Vigano et al., 2013).

3.2.7. VALORACION DE LA ACTIVIDAD FiSICA
La actividad fisica de un paciente con caquexia cancerosa se correlaciona
objetivamente con la etapa de la enfermedad, el estado funcional y la calidad de
vida. La funcionalidad fisica disminuye a medida que la muerte se acerca y es un
marcador de prondstico para supervivencia en pacientes paliativos. Ademas, la
funcionalidad fisica es una variable clave para tomar decisiones clinicas, que
incluyen opciones de tratamiento, planificacion de cuidados, necesidad de
asistencia domiciliaria y para determinar metas realistas de rehabilitacion. Por lo
tanto, su monitorizacion da como resultado estimaciones objetivas de la funcion del
paciente en respuesta al cancer. Los pacientes con cancer que pierden peso,
reducen la magnitud de su déficit energético a través de reducciones en la
actividad fisica. En ocasiones esta reduccion puede ser significativa. La pérdida de
la funcién fisica da como resultado: empeoramiento del estado general,
disminucion en la capacidad para desarrollar actividades de la vida diaria, una
disminucion en las relaciones sociales, y un deterioro en la imagen corporal. Todo
lo cual se manifiesta como una calidad de vida reducida (Dahele et al., 2007;

Ferriolli et al., 2012; Helbostad et al., 2011).

45



INTRODUCCION

3.2.71. Escala de funcionalidad fisica relacionada con la movilidad
(PFM)

Es una herramienta desarrollada por Helbostad y colaboradores en el afio 2011,
en base a un estudio con 664 respuestas de pacientes paliativos de cancer y 186
de pacientes con dolor cronico. PFM es un instrumento para medir la actividad
fisica basado en cuestionarios existentes y validados. Para ello se identificaron
aspectos del funcionamiento fisico utilizados previamente para la evaluacién en
poblaciones fragiles en general y pacientes paliativos en particular. Los items se
clasificaron de acuerdo con las dimensiones del dominio de actividad de las guias
internacionales de clasificacion de funcionamiento y salud (ICF, por sus siglas en
ingles). El cuestionario fue desarrollado para ser utilizado en medios electronicos,
que tienen la ventaja de poder contener un mayor numero de items que los
cuestionarios tradicionales de papel. El cuestionario final se construyé con 21
items previamente reportados en la literatura, que van desde el “sentarse sin
ayuda’ hasta “correr”. La escala PFM se construyé con la intencién de ser
unidimensional y cubrir un amplio rango de funcionamiento, lo cual se confirmé a

través del estudio en el que se aplico (Helbostad et al., 2011).

3.2.8. VALORACION DE LA CALIDAD DE VIDA DEL PACIENTE
La calidad de vida (CDV) representa la diferencia entre el estado ideal de la
persona y su estado actual. La intencion de la medida de la calidad de vida es
intentar minimizar esta diferencia. El propdsito de cualquier terapia anticaquéctica
es el de mejorar la supervivencia y la calidad de vida. Las principales razones para
estimar la calidad de vida son: 1. escoger las mejores opciones de tratamiento
cuando se conoce que la toxicidad es alta, 2. cuando el cancer es avanzado vy el
tratamiento paliativo es el objetivo final, 3. evaluar el impacto econémico de la

salud, 4. prediccidon de prognosis. A continuacién se describen algunas de las
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escalas mas utilizadas para la valoracién de la calidad de vida de pacientes

afectados por una enfermedad.

3.2.8.1. Escala ECOG
Es una herramienta usada para medir el impacto que tiene la enfermedad de un
paciente sobre las actividades de su vida diaria y la calidad de vida. Se utiliza con
el fin de determinar prondsticos y tratamientos apropiados. Las puntuaciones
varian desde cero (sin discapacidad), hasta 5 (muerte). Fue desarrollado por el
grupo oriental cooperativo de Oncologia (Eastern Cooperative Oncology Group)
con el objetivo de facilitar y estandarizar los ensayos clinicos en todo el mundo

(Oken et al., 1982; Vigano et al., 2014).

3.2.8.2. Escala EORTC-QLQ-C30
La escala EORTC QLQ-C30 (EORTC Quality of Life Group) es una herramienta
estandar europea para la evaluacién de la calidad de vida. Aporta informacion
sobre la funcion (funcionalidad fisica), sintomas individuales (como por ejemplo
fatiga) y estado de salud global / calidad de vida. La escala evalua los sintomas

sobre los 7 dias previos a la administracion del cuestionario (Aaroson et al., 1993).

3.2.9. SISTEMA DE EVALUACION DE SINTOMAS DE EDMONTON
El sistema de evaluacion de sintomas de Edmonton (ESAS por sus siglas en
inglés) es un cuestionario compuesto de 9 preguntas que evalla la severidad de
los sintomas sobre una escala de cero (sin sintomas) a 10 (maximos sintomas).
Los sintomas evaluados por ESAS son: dolor, presencia de nauseas, cansancio,
somnolencia y desgana, pérdida del apetito, dificultad respiratoria, depresion,

ansiedad y bienestar (Bruera et al., 199; Vigano et al., 2014).
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3.2.10. ESCALA DE IDENTIFICACION DE FRAGILIDAD (FTS)
El FTS permite una monitorizaciéon y evaluacion precisa de los individuos. Se
establecid dentro del Estudio Toledo de Envejecimiento Saludable (ETES),
orientado al estudio de los diferentes modelos de fragilidad y envejecimiento. Se
desarrollé sobre un total de 1972 mujeres y hombres de 65 afios de edad o mas.
La escala mide 7 dimensiones de fragilidad (balance de energia, nutricidn, sistema
nervioso, sistema vascular, fuerza, resistencia, velocidad al caminar). La escala
esta compuesta por 12 items, cada uno de los cuales se ponderé con base en los
quintales de su distribucién en el estudio de poblacion. La validez se evalud
probando su asociacion con factores relacionados con la fragilidad y su valor
predictivo de eventos adversos. EI FTS se asocia con muchos de los factores
ligados con la fragilidad, y se relaciona con la incidencia de hospitalizacién y

mortalidad (Garcia-Garcia et al., 2014).

3.2.11. ESCALA DE PRONOSTICO GLASGOW
La escala de pronostico Glasgow (GPS, por sus siglas en inglés) es una
puntuacion que muestra un valor prondstico significativo en varios tipos de
tumores, tales como cancer de pulmoén, colorrectal, renal y gastroesofagico (Li et
al., 2013). Se basa en la inflamacion, e incluye la determinacién de los niveles de
la CRP y la albumina. Como se mencioné anteriormente, la CRP es un reactante
de fase agua sintetizado por los hepatocitos como un marcador esencial de
inflamacioén sistémica. La albumina representa un marcador de estatus nutricional,
asi como una proteina negativa de fase aguda. La concentracién de albumina
disminuye al tiempo que la CRP aumenta. Los pacientes con un nivel elevado de
CRP (superior a 10mg/L) e hipoalbuminemia (inferior a 35g/L) obtienen una
puntuacion de 2. Los pacientes en quienes solamente una de estas dos

anormalidades bioquimicas esta presente, obtienen una puntuacién de 1, y los
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pacientes en los cuales ninguna de estas dos anormalidades se encuentra

presente obtienen una puntuacion de 0 (Li et al., 2013).

3.2.12. ESCALA DE PRONOSTICO GLASGOW MODIFICADA
La escala de prondstico Glasgow modificada (mGOP, por sus siglas en inglés)
combina las concentraciones de CRP y albumina para crear un sistema simple de
puntuacion, el cual es un factor de prondstico independiente de la etapa de la
enfermedad y tratamiento. De igual manera, predice supervivencia, de tal modo
que los pacientes con niveles de CRP < 10mg/L y niveles de albumina = 35 g/L
obtienen una puntuacién de 0; los pacientes con un nivel de CRP superior 10mg/L
obtienen una puntuacion de 1; y por ultimo un nivel de CRP superior 10mg/L y
albumina inferior a 35g/L equivale a un 2 en el mGPS (Donohoe et al., 2011;

Proctor et al., 2013).

3.2.13. INDICE DE KARNOFSKY (IK)
El IK es una escala funcional desarrollada en oncologia y ampliamente utilizada.
Es util para predecir la evolucion en pacientes oncolégicos y geriatricos. El IK se
utilizd por primera vez en 1948 para valorar el estado funcional de pacientes
oncoldgicos tratados con quimioterapia. Desde entonces ha sido ampliamente
utilizado en estudios clinicos, mostrando buena correlacion con otras medidas
funcionales y de bienestar. Entre sus aplicaciones podemos citar: 1) establecer
criterios de conveniencia para llevar a cabo distintos tratamientos en pacientes en
pacientes con cancer; 2) medir de forma global el estado funcional en pacientes
oncoldgicos; 3) predecir la evolucion y la supervivencia en dichos pacientes; 4)
valorar el prondstico y riesgo en pacientes geriatricos; y 5) como indicador de
calidad de vida en pacientes con accidente cerebro-vascular, cancer o nutricion
parenteral domiciliaria. IK es una escala descendiente, que va desde la normalidad

(puntuacién=100) hasta la muerte (puntuacién =0). De esta manera, los pacientes
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con un valor igual o superior a 60 son capaces de satisfacer la mayoria de sus
necesidades, mientras que un valor inferior a 50 esta fuertemente asociado a un

desenlace fatal en menos de seis meses (Puiggros et al., 2009).

3.2.14. EVALUACION GLOBAL SUBJETIVA GENERADA POR EL
PACIENTE

La evaluacién global subjetiva generada por el paciente (PG/SGA, por sus siglas

en inglés) es utilizada en pacientes con cancer. Contiene dos secciones: una de

autoinforme que incluye elementos relacionados con la historia clinica, cambios en

el peso y la ingesta alimentaria, diversos sintomas gastrointestinales y la habilidad

funcional; la segunda seccién hace referencia a la exploracion fisica que completa

un profesional de la salud (Gabison et al., 2010; Vigano et al., 2014).

3.2.15. HERRAMIENTAS DE EVALUACION DE MALNUTRICION
La malnutricién se define como la condicion que se desarrolla cuando el cuerpo
humano no recibe la correcta cantidad de nutrientes (energia, proteinas, minerales
y vitaminas), y que puede ocurrir también en individuos sanos. La malnutricion se
caracteriza por pérdida de peso, basada en pérdida de masa grasa en primera
instancia. Por definicion, puede ser revertida con terapia nutricional. Un
instrumento para evaluar la caquexia deberia ser una herramienta que pueda
evaluar un grupo de variables principales para clasificar y fenotipar la caquexia
cancerosa y actuar como un instrumento de guia de las decisiones clinicas,
adecuado para mejorar los resultados. Hoy por hoy no existen herramientas de
evaluacion comun o medidas validadas para todos estos dominios. Debido a la
ausencia de una herramienta especifica de evaluacion de caquexia, las
herramientas para la valoracion de la malnutricion son usadas en la practica clinica
(Blum y Strasser 2011). A continuacién se citan las herramientas utilizadas para la

valoracion de la malnutricion.
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3.2.15.1. aPG-SGA:
Es una forma condensada del PG-SGA, que contiene Unicamente el componente
de autoevaluacion relacionado con los sintomas de la caquexia cancerosa. Se
puede completar de manera rutinaria y rapida. Reporta problemas nutricionales
sintomaticos y funcionales que son medidos en 4 secciones. La seccién 1 se
enfoca en el peso y los cambios de peso; la puntuacion maxima es 5. La seccion 2
esta enfocada sobre la ingesta alimentaria, con una puntuacion maxima de 4. La
seccion 3 mide el perfil sintomatico, y tiene una puntuacibn maxima de 24.
Finalmente, la seccién 4 evalla el estatus funcional, con una puntuacion maxima
de 3. Los puntos se totalizan para obtener la puntuacion global que varian entre
cero (sin problemas) y 36 (problemas graves) (Stoyanoff et al., 2009; Vigano et al.,

2014).

3.2.15.2. Cuestionario simplificado nutricional de apetito (SNAQ)
El SNAQ es un cuestionario sencillo de 4 items, derivado de un cuestionario mas
amplio de 8 items: el Cuestionario de Apetito del Consejo de Nutricion (CNAQ).
SNAQ evalua los factores que afectan la ingesta alimentaria, basado en apetito,
sensacion de saciedad, sabor y frecuencia de alimentacion, que corresponden a
las preguntas 1, 2, 4 y 6 del CNAQ. Una puntuacién menor o igual que 14 indica un
riesgo significativo de una pérdida de peso de, por lo menos, un 5% en 6 meses

(Wilson et al., 2005).

3.2.15.3. Mini evaluacion nutricional (MNA)
La MNA incluye el indice de masa corporal, pérdida de peso, y el contorno de la
pantorrilla como medida antropométrica. La ingesta alimentaria es medida pero no
los sintomas de impacto nutricional. No hay una seccién para medir la enfermedad

subyacente que implique catabolismo, pero hay preguntas sobre el impacto fisico y
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psicoldgico. EI MNA no incluye valores de laboratorio. Es rapido y eficiente de

utilizar (Gioubasanis et al., 2011).

3.2.15.4. Herramienta de evaluacion de malnutricion (MST)
El MST es una herramienta de evaluacion facil de usar, y de exploracion de
nutricion aceptable; combina preguntas sobre pérdida de peso no intencionado
reciente y apetito. No hay preguntas acerca de la enfermedad subyacente o el
impacto de la malnutricidon. Esta validado en oncologia en pacientes hospitalizados

y ambulatorios (Neelemaat et al., 2011).

3.2.15.5. Herramienta universal de evaluacion de malnutricion (MUST)
El MUST es una herramienta de evaluacion del Grupo Asesor de Malnutricion de la
Asociacion Britanico para Nutricion Parenteral y Enteral. Se usan tres criterios para
determinar el riesgo general de malnutricion: 1) La condicion clinica: presencia de
enfermedad; 2) Las medidas antropométricas: evalla los cambios en el peso
calculando el indice de masa corporal; 3) Ingesta: la frecuencia y los componentes
de la ingesta. Cada parametro puede ser puntuado y se calcula el riesgo total de
malnutricion. Los tres criterios son predictores del resultado clinico, y juntos son
mejores predictores que cada uno por separado. Debido a que es facil de usar, el
MUST es una herramienta de evaluacion frecuentemente usada para pacientes en
la practica general a pesar de no ser especifico para cancer (Boleo-Tome et al.,

2011).

3.2.15.6. Evaluacion de riesgo nutricional 2002 (NSR-2002)
Es una herramienta de evaluacién para malnutricion desarrollada por Kondrup vy
colaboradores (2002) y ampliamente usada en hospitales en Europa. EI NRS-
2002 se elabor6 sobre los resultados del MUST, y afiade una escala para la

severidad de la enfermedad. En esta herramienta la edad contribuye a la
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puntuacion si el paciente tiene al menos 70 afnos, y clasifica el estado nutricional

del paciente en 4 categorias si se necesita dieta artificial (Velasco et al., 2011).
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La caquexia es un sindrome asociado a enfermedad subyacente (cancer,
enfermedad pulmonar obstructiva, sepsis, insuficiencia cardiaca crénica o SIDA,
entre otras), su caracteristica mas importante es la pérdida de masa muscular, con
o sin pérdida de masa magra y se presenta con diversos grados de severidad en
cerca de la mitad de pacientes afectados por este sindrome. La caquexia esta
asociada con un mal estado fisico, mala calidad de vida, alta mortalidad y
morbilidad, funcién fisica disminuida, reduccion de la tolerancia a la terapia
anticancerigena y disminucion de la supervivencia (Evans et al., 2008; Haehling

2010; Van de Meij 2013).

La gravedad de la caquexia en pacientes con cancer varia desde trastornos
inflamatorios no sintomaticos y minima pérdida de peso y masa muscular en las
primeras etapas, hasta una atrofia muscular severa y un bajo estado funcional en
pacientes que no responden al tratamiento contra el cancer. En pacientes
caquécticos, una pérdida del 25% del peso corporal representa aproximadamente
un 75% de reduccion en las proteinas del musculo esquelético, y la muerte
normalmente ocurre cuando la disminucién del peso es alrededor del 30% (Fearon,

2008; Durhan et al., 2009).

A pesar de que cada vez estan mejor documentadas las causas, los sintomas y la
progresion de la caquexia cancerosa, todavia no hay una herramienta de
evaluacién clinicamente util que rapidamente identifique los pacientes con
caquexia cancerosa y permita una intervencion médica y nutricional mas temprana
(Vigano et al., 2014). En los ultimos afios el sindrome de caquexia ha tomado una
relevancia creciente y la comunidad cientifica y médica ha aumentado su interés
por diagnosticar, clasificar y combatir adecuadamente este sindrome. Es por esto

que existe la necesidad de detectar marcadores caquécticos estandarizados que
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puedan ser medidos dentro de una escala capaz de clasificar el grado de

severidad de este sindrome.

Por estas razones, junto con las comentadas a lo largo de esta introduccién, nos

propusimos desarrollar un método que permita evaluar de manera cuantitativa

el grado de caquexia en pacientes afectados por distintos tipos de cancer.

Por esta razon, los objetivos concretos de esta tesis doctoral han sido:

1.

El desarrollo de una escala cuantitativa que permita clasificar en
diferentes grados de severidad los pacientes afectados de caquexia
cancerosa. Esta escala la definimos a lo largo de esta tesis como CASCO (de
las siglas en inglés CAchexia SCOre).

Una vez definidos los parametros que configuran esta escala, se procedié a su
validacién mediante la aplicacion de esta herramienta a pacientes afectados
por distintos tipos de tumor los cuales presentaban distintos grados de
caquexia y su posterior analisis estadistico.

Al igual que en los pacientes afectados por el cancer, no existe ninguna
herramienta de clasificacion de la caquexia cancerosa en modelos tumorales
experimentales, de manera que el tercer objetivo de esta tesis doctoral ha sido
el desarrollo de un sistema de clasificacion de la caquexia cancerosa para
tres modelos experimentales: Hepatoma ascitico Yoshida AH-130, carcinoma

pulmonar de Lewis y Adenocarcinoma de colon C26.
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1. MEDICIONES Y CUESTIONARIOS DE PARA LA VALORACION DEL GRADO DE
CAQUEXIA CANCEROSA EN HUMANOS MEDIANTE EL USO DE CAchexia SCOre

(CASCO)

Para desarrollar y validar CASCO, se contd con la colaboracion de 2 hospitales
nacionales e internacionales que nos aportaron datos de los pacientes cancerosos
y de los sujetos control (sujetos sanos o pacientes sin enfermedad oncolégica). El
Hospital Policlinico de Cagliari (Italia) nos aparté datos de pacientes y de sujetos
control, mientras que el Banco de Sangre y Tejidos de Barcelona nos cedio
muestras de sujetos control y nos permitio realizar los cuestionarios a los donantes
en el mismo momento de la extraccion de sangre.

Tal y como se definira en el apartado 1. de Resultados, CASCO tiene en cuenta
cinco componentes para clasificar el grado de severidad de la caquexia cancerosa:
1) pérdida de peso y composicion corporal; 2) inflamacion, alteraciones
metabdlicas e inmunosupresion; 3) anorexia; 4) actividad fisica; y 5) calidad de
vida. A continuacion se detallan los materiales y métodos para determinar los
parametros comprendidos en los cinco componentes descritos. Segun el
parametro analizado, se describen algunas metodologias diferentes entre los
sujetos reclutados en ltalia y en Barcelona, tal y como se detalla en cada

componente estudiado.

El modelo utilizado de CASCO para la obtencion de la clasificacion de los

pacientes y sujetos controles se puede consultar en el Anexo 1.
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1.1. PERDIDA DE PESO Y COMPOSICION CORPORAL

1.1.1. MEDICION DEL PESO CORPORAL

Italia

La medicion del peso de los sujetos de estudio se realizé en la balanza Healt (o
meter modelo 592KLS, Bridgeview, IL, USA).

Barcelona

La medicién del peso de los sujetos control se realizé en la balanza Tanita

(Monitoring your Health, modelo BC 545N, Japdn).

1.1.1. MEDICION DE LA COMPOSICION CORPORAL

Italia

La medicién de la composicidn corporal se realizé por cuatro métodos diferentes
(Bioimpedancia eléctrica, Imagenes de Tomografia computarizada, Resonancia
Magnética y DEXA (Absorciometria Energia Dual de rayos X), dependiendo de la

idoneidad del paciente y de la disponibilidad de las exploraciones médicas.

Barcelona
La medicion de la composicion corporal se realizd mediante la bioimpedancia
eléctrica, utilizando el monitor Tanita (Monitoring your health, Segmental Body

Composition monitor, modelo BC 545N, Japén).

1.1.1.1. Bioimpedancia eléctrica

El analisis de la impedancia eléctrica que se llevo a cabo en ltalia, se llevé a cabo
con un analizador de impedancia bioeléctrica Akern STA/BIA serie 101 (Akern,
Florencia, Italia), utilizando el estandar de colocacién de 4 electrodos y la induccion

de una corriente eléctrica de 800 mA a una frecuencia de 50 kHz. Los datos de la
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composicion corporal se obtuvieron a partir de la correlacion entre la resistencia y
la reactancia. Durante la medicion con el bioimpedenciometro, el paciente se
encontraba tumbado de espalda, con los brazos y las piernas ligeramente alejados
del tronco del cuerpo. Los electrodos de medicion se colocaron entre las manos y
los pies. Los datos obtenidos en las mediciones fueron procesados por el software
Akern BodyGram 3.1 (Akern, Florencia, Italia), para obtener los porcentajes de los
diferentes compartimentos del cuerpo, que se definen como el porcentaje de la
masa corporal magra (masa corporal magra, LBM), masa muscular (MM), masa
grasa (FM), agua corporal total (TBW) y angulo de fase (PA); este dultimo
parametro es una medida importante de la proporcion adecuada entre los

diferentes compartimentos del cuerpo.

1.1.1.2. Tomografia Computarizada y Resonancia magnética

Este método consiste en colocar los componentes en relacion dimensional de
grasa visceral y subcutanea y de masa magra del cuerpo en la misma region,
representada principalmente por los musculos para-espinales. La técnica de
analisis se basa en la adquisicibn de imagenes mediante tomografia
computerizada o resonancia magnética (MRI) de la region abdominal a nivel de las
vértebras L2-L3. La discriminacion entre los tejidos se basa principalmente en las
caracteristicas de la calidad de los pixeles que componen la imagen, en virtud del
hecho de que diferentes tejidos tienen rangos muy especificos de intensidad de
luz. Las imagenes se obtuvieron en el Servicio de Radiologia del Hospital de la
Universidad de Cagliari a través del software Tomovision Slice Omatic (Montreal,
Canada). El analisis se realizd en modo semiautomatico, y con la técnica de
“segmentacion” se seleccionaron las areas del tejido adiposo visceral, la grasa
subcutanea vy el tejido muscular. El tejido muscular (TM) se calculé con imagenes

de TC a nivel de L-3 divididas por el cuadrado de la altura.
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1.1.1.3. Absorciometria de Energia Dual de rayos X (DEXA)
Se utilizé el DEXA para evaluar las diferencias en la densidad de los diferentes
tejidos. Se extrapolé en particular la masa corporal magra y la masa grasa. El

instrumento utilizado fue el escaner Lunar Hologic (USA).

1.2.  INFLAMACION, ALTERACIONES METABOLICAS E

INMUNOSUPRESION

1.2.1. INFLAMACION

1.2.1.1. Determinacion de IL-6

Italia y Barcelona

La IL-6 se determind por ELISA “sandwich”, que se basa en el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra epitopos especificos de las moléculas (Immunotech,
Marsella, Francia). Las pruebas se llevaron a cabo a temperatura ambiente con un
aparato DiaSorin Etilab (Guidonia, Italia), de forma rapida, semiautomatica y de
acuerdo con las especificaciones de la casa comercial, para reducir al minimo el
riesgo de errores analiticos. La absorbancia se midié mediante espectrofotometria
a una longitud de onda de 450nm. Los resultados se expresaron en pg/mL. Los
coeficientes de variacion para estos métodos, de acuerdo con los procedimientos

de control de calidad, fueron menores al 5%.

1.2.1.2. Determinacion de la Proteina C Reactiva

Italia
Los niveles séricos de PCR se determinaron por nefelometria, prueba de HsCRP
(proteina de alta sensibilidad C reactiva) a través del analizador AU640

centralizado automatico (Olympus, Alemania). Los resultados se expresaron en
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mg/L. Los coeficientes de variacion para estos métodos, de acuerdo con los

procedimientos de control de calidad, eran siempre inferiores al 5%.

Barcelona

Los niveles séricos de PCR se determinaron por nefelometria, a través del

analizador METROLAB 2300 (RAL, Técnicas de laboratorio, Barcelona).

1.2.2. ALTERACIONES METABOLICAS
1.2.21. Determinaciones bioquimicas: Albumina, pre-albumina,
lactato, urea, triglicéridos y glucosa

Italia

Los niveles circulantes de estos metabolitos se obtuvieron en una muestra de
sangre venosa periférica en tubos de suero (BD Vacutainer, California, USA). Se
analizaron por el método colorimétrico enzimatico de rutina y nefelométrico
(Olympus, Alemania). El coeficiente de variaciébn para este método, en
conformidad con los procedimientos de control de calidad, fue siempre menor al

5%.

Barcelona

La determinacion de los niveles circulantes de estos marcadores se realizd a
través de una muestra de sangre venosa periférica extraida en tubos de suero (BD
Vacutainer, Califormia, USA), cedidas por el Banco de Sangre y Tejidos de
Barcelona. Se analizaron por el método colorimétrico enzimatico en el equipo
METROLAB 2300 (RAL, Técnicas de laboratorio, Barcelona). El coeficiente de
variaciéon para este método, en conformidad con los procedimientos de control de

calidad, fue siempre menor al 5%.
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1.2.2.2. Medicién de la concentracion de Hemoglobina

Los valores de Hemoglobina fueron medidos en el equipo Culter, Beckman Coulter
IL Tops IL instrumentation Laboratory, (Lexintong, USA).
1.2.3. INMUNOSUPRESION

El contaje de linfocitos absolutos se midié en un equipo Culter, Beckman Coulter IL
Tops IL (instrumentation Laboratory), Lexintong, USA.

1.3.  ACTIVIDAD FiSICA
Para valorar la Actividad Fisica se utilizé el cuestionario de Actividad Fisica (ver
descripcion en apartado de resultados CASCO 1.3).

1.4. ANOREXIA
La Anorexia se valoré utilizando el Cuestionario Simplificado de Evaluacion

Nutricional (SNAQ) (ver descripcién en apartado de resultados CASCO 1.4).

1.5. CALIDAD DE VIDA
Para valorar la Calidad de Vida, se utilizdé una parte (25 preguntas) del cuestionario
EORTC QLQ-C30 con permiso de EORTC Quality of Life Group (ver descripciéon

en apartado de resultados CASCO 1.5).

1.6. SUJETOS DE ESTUDIO

Se evaluaron 269 sujetos adultos. Esta muestra fue dividida en dos grupos:

1) Sujetos Control: sujetos sanos o pacientes sin enfermedad oncoldgica;

2) Sujetos Pacientes: pacientes con enfermedad oncoldgica.
Una vez analizados los datos, la muestra objeto de estudio estuvo configurada por
un total de n=264 sujetos entre pacientes y controles. El numero total de pacientes
fue n= 169 y de controles n= 95.
En la tabla 8 del apartado de Resultados de CASCO se detallan los tipos de
cancer que padecian los pacientes. Para la seleccién de la muestra se aplicaron

los criterios de inclusion/exclusion que se detallan en el apartado 1.6.1.
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1.6.1. CRITERIOS DE INCLUSION/EXCLUSION

En este caso soélo se describen los criterios de inclusion, puesto que los criterios de

exclusiéon son el supuesto de no cumplir el criterio de inclusion.

1.6.1.1.  Criterios de inclusion sujetos Control

Como criterio de inclusiéon se tuvo en cuenta ser mayor de edad y no padecer

enfermedad oncoldgica.

1.6.1.2.  Criterios de inclusion y exclusion de sujetos Pacientes

Como criterio de inclusién para los sujetos pacientes, fue el diagnéstico para la
enfermedad neoplasica y ser mayor de edad. Se excluyeron los pacientes con
enfermedad mental diagnosticada o deterioro cognitivo grave. Los pacientes
afectados por alteraciones nutricionales o estados inflamatorios que conducen a

pérdida de peso corporal fueron excluidos del estudio.

1.7. PROCEDIMIENTO DE RECOGIDA DE DATOS

Italia

La recogida de los datos, toma de muestras y analisis de las mismas fue dirigida
por la Dra. Clelia Maddedu de la Universidad degli Studi di Cagliari (Italia). La
ejecucion estuvo a cargo de personal cualificado, destacando en especial al Dr.
Roberto Serpe, el cual realizaba la parte de los cuestionarios a los pacientes con
cancer, evaluacion del peso corporal y composicion corporal. Los procedimientos
necesarios para la recogida de los datos y muestras de sangre fueron aprobados

por el comité ético de la Universidad degli Studi di Cagliari.

Barcelona
Tras la preparacion del instrumento necesario para la ejecucion clinica del

proyecto, se prepararon los documentos oficiales para gestionar la autorizacion
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oportuna del Comité Etico de la Universidad de Barcelona y el Banco de Sangre y
Tejidos de Barcelona, siendo valorado favorablemente (Anexo 2). Asimismo se
preparé la documentacion necesaria para dar informacion a los sujetos
participantes y solicitar su consentimiento para participar en el estudio (Anexo 3). A
los sujetos participantes (donantes de sangre del Hospital Vall de Hebrén), tras
informarles del estudio y solicitarles que firmaran el consentimiento informado, se
les peso y realizo la medicion de la composicidn corporal. Una vez realizado este
procedimiento, los pacientes pasaban a la donacién de sangre, vy en este
momento se les pedia que respondieran a la parte de cuestionarios del
instrumento que configura la investigacion: CASCO. La aplicacion del cuestionario

fue realizada por la doctoranda.

1.8. ANALISIS ESTADISTICO

Para validar la escala CASCO se analizaron las propiedades métricas de la escala.
En concreto, se realizd6 un analisis de consistencia interna mediante el
coeficiente a de Cronbach. Sus valores estan comprendidos entre O y 1.

La validez de constructo se estimé utilizando una técnica para reducir la
dimensionalidad de tres de los componentes de CASCO, Actividad Fisica,
Anorexia y Calidad de Vida. La técnica utilizada fue el Analisis de Componentes
Principales. También se realizé un analisis para la adecuacion muestral mediante
la medida de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) y la prueba de esfericidad de Barlett.

El estadistico KMO contrasta si las correlaciones parciales entre las variables son
suficientemente pequefas; permite comparar los coeficientes de correlacion
observados con los coeficientes de correlacion parcial. Varia entre 0 y 1, los

valores pequefos indican que el andlisis factorial puede no ser una buena idea,
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dado que las correlaciones entre los pares de variables no pueden ser explicadas
por otras variables (Pérez 2004)

La prueba de esfericidad de Barlett, por su parte, contrasta la hipétesis nula de
que la matriz de correlaciones es una matriz de identidad, en cuyo caso no
existirian correlaciones significativas entre las variables y el modelo factorial no
seria pertinente (Pérez 2004)

La validez concurrente se realizO mediante el andlisis de correlaciones de la
puntuacion de caquexia (hace referencia a la puntuacion obtenida en el
cuestionario CASCO), la escala ECOG vy la clasificacion del paciente segun el
diagnéstico subjetivo de caquexia por un oncologo especializado (ver resultados
CASCO apartado 3.3). Para este analisis se calcul6 el coeficiente de correlacion
de Spearman (rho).

Finalmente se realiz6 un analisis de conglomerados de K medias para
diferencias los estadios en los que la escala CASCO puede clasificar a los
pacientes.

Para el analisis de los datos se utilizé el paquete estadistico SPSS para Windows

(IBM SPSS Statistics 20).
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2. MEDICIONES PARA LA VALORACION DEL GRADO DE CAQUEXIA

CANCEROSA EN MODELOS EXPERIMENTALES MEDIANTE EL USO DE

Animal CAchexia SCOre (A-CASCO)

2.1. ANIMALES Y CONDICIONES DE EXPERIMENTACION
Los experimentos presentados se realizaron con ratas machos de la cepa Wistar
(Harlan Interfauna Ibérica), ratones machos de la cepa C57BL/6J (Harlan
Interfauna Ibérica) y ratones machos de la cepa Balb/c (Harlan Interfauna Ibérica).
Los animales se mantuvieron estabulados en condiciones ambientales estandar
(22 £ 2 C de temperatura, humedad relativa del 70 — 80%, ciclo de iluminacién de
12 horas diarias de luz), con libre acceso al pienso y al agua. Todos los protocolos
utilizados fueron previamente autorizados por el Comité Etico de la Universidad de

Barcelona, y la manipulacién siguio la normativa de la Comunidad Europea.

2.2. MODELOS EXPERIMENTALES

2.2.1. HEPATOMA ASCITICO YOSHIDA -130

El hepatoma ascitico Yoshida AH-130 es un tumor de rapido crecimiento (tiempo
de duplicacién de 24 horas) que contiene células poco diferenciadas y que causa,
en las ratas portadoras, una rapida pérdida de peso corporal y del contenido
proteico del musculo esquelético, asi como otras importantes alteraciones
metabdlicas (Baccino et al.,, 1984). Las células tumorales se recogieron con una
jeringa estéril directamente de la cavidad peritoneal de una rata con un tumor en
una fase exponencial (7 dias después de la inoculacion), se diluyeron en PBS
estéril (tampon fosfato salino, Lonza grupo, Suiza) a una concentracién de 10*
células/mL, y se inocularon mediante una inyeccién intra peritoneal de 2 mL (10°
células) a cada una de las ratas del grupo de portadores de tumor (Figura 8). Al

final del periodo experimental se recogié el tumor de la cavidad peritoneal y se
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midié su volumen en una probeta graduada. En un tubo Eppendorf se mezclaron
875 pL de PBS, 100 uL de azul de tripano y 25 pL de la suspension de células
tumorales, se agitdé suavemente, y se colocaron 20 pL en el hematocitometro. Se
contaron las células de 6 cuadrantes de cada uno de los cuadrantes (X) y se
calculd la media de los 16 cuadritos que componen un cuadrante; teniendo en
cuenta que la suma de los 16 representa un volumen de 0.1 mm?, el nimero de
células se calcula de la siguiente forma: X * 16 * F (factor de dilucién) * 10* =

numero de células /mL.

Figura 8. A. Inoculacion células tumorales Yoshida AH-130. B.

Crecimiento del tumor siete dias después de su inoculacion.

2.2.2. CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS (LLC)

El LLC constituye un modelo experimental de caquexia caracterizado por el
crecimiento de un tumor primario solido, en este caso en una de las patas
posteriores, y por la aparicion de metastasis pulmonares. También es de

crecimiento rapido y provoca un elevado grado de caquexia.

Para proceder a su inoculacién, en un tubo Eppendorf se mezclaron 400 yL de
PBS, 50 uL de azul de tripano y 50 pL de la suspension de células tumorales, se
agité suavemente, y se colocaron 20 uL en el hematocitometro. Se contaron las
células de 6 cuadrantes de cada uno de los cuadrantes (X) y se calcul6 la media

de los 16 cuadritos que componen un cuadrante; teniendo en cuenta que la suma
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de los 16 representa un volumen de 0.1 mm® el numero de células se calcula de la

siguiente forma: X * 16 * F (factor de dilucién) * 10* = nimero de células /mL.

Se inyectaron intramuscularmente 200 uL de una suspension que contenia 5x10°
células tumorales (Figura 9). Las células se obtuvieron de tumores en fase
exponencial de crecimiento de ratones a los que se les habia inyectado la misma
cantidad de células 15 dias antes. El contaje de las células se llevo a cabo de la
misma manera que el modelo anterior pero, al tratarse de un tumor solido,
previamente se disgregaron las células y se resuspendieron en PBS estéril. Ya

que lo describes en AH130 podrias poner lo que se hace en LLC:

Figura 9. A. Inoculacion células tumorales LLC. B. Crecimiento del

tumor catorce dias después de su inoculacion.

2.2.21. Determinacion de las metastasis pulmonares

Una vez lavado el pulmoén se separaron los 5 l6bulos pulmonares y se pesaron
(peso total del pulmén). El numero de metastasis se estimd visualmente en funcion
de su superficie: Tmm?, 4mm? 9mm?, 16mm?, y 25mm?, y se clasificaron en los
tipos 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente. Se calcul6 el peso de las metastasis mediante
la formula 4/3[r°. Se consideré que cada metastasis se aproxima a una geometria

esférica, donde “r’ es su radio.
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2.2.3. ADENOCARCINOMA DE COLON C26

El adenocarcinoma de Colon C26 es un tumor ectdpico implantado en ratones de
la cepa Balb/c que se caracteriza por inducir la pérdida severa de peso en el
huésped, la cual es causada en gran medida por la pérdida de masa muscular.
También presenta pérdida del tejido adiposo y alteraciones metabdlicas, lo que
representa un buen modelo experimental para el estudio de la caquexia cancerosa

(Aulino et al., 2010).

Las células de adenocarcinoma de colon C26 se mantuvieron in vitro en Medio
Dulbeccos’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Invitrogen) suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 100U/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina, 100
pg/mL de piruvato sédico, 2 mM de L-glutamina, a 37C en una atmosfera de 5%
de CO, en aire. El dia de la inoculacion del tumor, las células fueron tripsinizadas y
resuspendidas en solucion salina estéril. Para su inoculacion se inyectd 100uL de
la solucion salina estéril con una concentracion de 5x10° células tumorales en el
dorso (Figura 10). El contaje de las células se llevd a cabo de la misma manera

que los modelos anteriores.

Figura 10. Inoculacion de las
células C26.
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2.3. DISENO DE LOS EXPERIMENTOS

Las Figuras 11, 12 y 13 muestran los disefios de los experimentos para cada

modelo tumoral.

2.3.1. YOSHIDA AH -130

Inoculacién
células

tumorales

Procesamiento
de las muestras
obtenidas

\%

%

Dia 0 2 4 6 8 10 11 Fin A-CASCO
Inicio pruebas A-CASCO A-CASCO A-CASCO A-CASCO A-CASCO A-CASCO
A-CASCO

Figura 11. Planteamiento del experimento para valorar el desarrollo de la

- Caquexia a lo largo del crecimiento tumoral. Las ratas Wistar fueron inoculadas con
—~ %} el hepatoma ascitico Yoshida AH-130 (n=36). A dia 2, 4, 6, 8, 10 y 11 después de la

inoculacion del tumor se realizd el sacrificio y obtencion de muestras de sangre y

tejidos (n por dia= 11 animales 5 controles y 6 portadores de tumor). De igual manera durante

el tiempo de experimento se realizaron las mediciones contempladas en A-CASCO.
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2.3.2. CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS

Procesamiento
Inoculacién de las muestras
células obtenidas
tumorales

% V
T

Dia g 4 6 10 14 18 20 Fin A-CASCO

A-CASCO A-CASCO A-CASCO A-CASCO  A-CASCO
A-CASCO

Inicio pruebas
A-CASCO

Figura 12. Planteamiento del experimento para valorar el desarrollo de la

Caquexia a lo largo del crecimiento tumoral. Los ratones C57BL6 fueron

inoculados con el Carcinoma Pulmonar de Lewis (n=36). A dia 4, 6, 10, 14, 18
y 20 después de la inoculacion del tumor se realizo el sacrificio y obtencién de
muestras de sangre y tejidos (n por dia= 11 animales: 5 controles y 6 portadores de tumor). De
igual manera, durante el tiempo de experimento se realizaron las mediciones contempladas en
A-CASCO.

2.3.3. ADENOCARCINOMA DE COLON C26

.. Procesamiento
Inoculacién
de las muestras

células R
obtenidas

tumorales

V \%
| | |

0 6 14 20 Fin A-CASCO

Inicio pruebas ~ A-CASCO g A-CASCO A-CASCO 24
A-CASCO 15
A-CASCO

Dia

A-CASCO
A-CASCO
Figura 13. Planteamiento del experimento. Para valoral i ucsanollo de la caquexia a lo largo

del crecimiento tumoral. Los ratones Balb/c fueron inoculados con el
adenocarcinoma de colon C26 (n=56). A dia 6, 8, 14, 15, 20 y 24 después

de la inoculacion del tumor se realizé el sacrificio y obtencion de muestras

de sangre y tejido (n por dia = 12 animales: 5 animales control y 7
portadores de tumor). De igual manera, durante el tiempo de experimento se realizaron las

mediciones contempladas en ACASCO.
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2.4. ANESTESIA Y SACRIFICIO

Al finalizar los experimentos, los animales fueron pesados y anestesiados
intraperitonealmente con 2mL/Kg de una mezcla (3:1) de ketamina (Imalgene®,
Merial, Francia) y xilacina (Rompum®. Bayer, Alemania). En las ratas y ratones, la
muerte se provocd por la exanguinacion (aorta en rata y corazdén en raton)
después de la abertura de la cavidad peritoneal y asegurada mediante la ruptura

del diafragma.
2.5. EXTRACCION DE TEJIDOS Y SANGRE

En ratas se abrio la cavidad abdominal, se extrajo el tumor y una vez visualizada la
aorta se procedid a la extraccion de la muestra de sangre con una jeringa
heparinizada de 5 mL; esta sangre se deposité en un tubo que se mantuvo frio en
hielo. En los ratones la sangre se obtuvo mediante puncion directa al corazén con
una jeringa heparinizada de 1 mL; la sangre obtenida se depositdé en un Eppendorf
y se mantuvo en fria en hielo. En las dos especies, una vez obtenidas las muestras
de sangre se procedidé a extraer los tejidos, que inmediatamente se congelaron en

nitrégeno liquido por freeze-clamping y pesado, y se congelaron a -80<C.
2.6. PRUEBAS PARA LA APLICACION DE A-CASCO

Al igual que en CASCO, A-CASCO también tiene en cuenta cinco componentes
para clasificar el grado de severidad de la caquexia cancerosa en los animales
experimentales: 1) pérdida de peso corporal y disminucion del peso del musculo
Gastrocnemius; 2) inflamacioén y alteraciones metabdlicas; 3) anorexia; 4) actividad
fisica; y 5) calidad de vida. A continuacién se detallan los materiales y métodos

para determinar los parametros comprendidos en los cinco componentes descritos.
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2.6.1. PERDIDA DE PESO Y DISMINUCION DEL PESO DEL MUSCULO

GASTROCNEMIUS

2.6.1.1. Peso corporal

En los tres modelos experimentales (Yoshida AH-130, LLC y C26) el control del
peso del animal se realizo el primer dia del inicio del experimento (dia cero) y los

dias de sacrificio (Ver apartado 3.3 Disefio de los Experimentos).

2.6.1.2. Disminucion del peso del musculo Gastrocnemius

Como se describié en la introduccion, el sindrome de la caquexia afecta al musculo
esquelético en general. En A-CASCO se cuantifica la disminucién del peso del
musculo gastrocnemius, ya que en experimentos anteriores realizados en el grupo
se demostrd la equivalencia que tiene la pérdida de peso de este musculo con
respecto a los demas, y acorde también con la pérdida de masa muscular (para
mayor informacion, ver el apartado de Resultados 5.1.1 referentes a A-CASCO).
Sin embargo, en los experimentos descritos en esta tesis también se realizaron,
ademas, las mediciones de los musculos soleus, extensor digitorum longus (EDL)
y tibialis, aunque los resultados de dichas mediciones no estén incluidas dentro de

la escala A-CASCO.

2.6.2. INFLAMACION Y ALTERACIONES METABOLICAS

2.6.2.1. Inflamacién

La inflamacion se determind mediante los niveles de IL-6 y una proteina de fase
aguda, como es el Amiloide Sérico A (SAA) en plasma de animales control y

portadores de tumor.

Los niveles plasmaticos de las dos proteinas se analizaron por ELISA (Enzyme

Linked Immuno — Sorbey Assay). Concretamente, para la IL-6 se utilizé un kit de la
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casa comercial Biovendor (Espafa), en el caso de las ratas y en el caso de los
ratones un kit de la casa comercial Diaclone (Francia) y para el SAA un kit de

ELISA de la casa comercial Cusabio Biotech (China) para las dos especies.

2.6.2.2. Alteraciones metabdlicas
2.6.2.2.1. Medicion de los parametros bioquimicos: albumina, lactato,

triglicéridos, glucosa y urea.

La medicion de la los parametros bioquimicos se realizé mediante analisis de
reacciones colorimétricas en el equipo METROLAB 2300 de la empresa RAL

Técnicas de Laboratorio, (Barcelona).

2.6.2.2.2. Hematocrito en Rata

La sangre total se extrajo de las ratas siguiendo el protocolo que se explica en el
apartado 2.5 de Materiales y Métodos. El hematocrito fue medido en el analizador

Coulter, de la empresa Beckman Coulter International S.A (Suiza).

2.6.2.2.3. Hematocrito en Raton

La sangre total se extrajo siguiendo el protocolo que se explica en el apartado 2.5
de Materiales y Métodos. Una gota de la sangre extraida se colocé en tubos
capilares de hematocrito Fi Il, los cuales fueron centrifugados en una centrifuga de
hematocrito durante 5 minutos a 800g. El hematocrito se calculé como porcentaje

de hematocrito de la sangre total.

2.6.3. ACTIVIDAD FiSICA

2.6.3.1. Medida de la actividad fisica total

La actividad fisica total se determind durante las 24 horas antes del sacrificio de
los animales mediante el sistema IR ACTIMER System y el software ACTITRACK

(Panlab Harvard Apparatus, Spain). El IR Actimer permite el estudio de la actividad
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locomotora espontanea en roedores. El aparato utiliza un sistema de sensores de
actividad que traducen los cambios de posicion y frecuencia que se dan sobre un
patron de infrarrojos —a causa de los movimientos de los animales-, en unidades
arbitrarias de actividad. Proporciona una medida de la
actividad total de los animales de experimentacion, asi como
otros parametros relacionados (movimientos locomotores y
estereotipados, velocidad y distancia recorrida, entre otros).
Durante la medicidon, cada animal se encuentra de manera

independiente en una jaula, con acceso libre al pienso y al

Figura 14. Actividad fisica total
(IR Actimeter System and
Actitrack software from Panlab,

agua (Figura 14).

2.6.3.2. Medida de la fuerza de traccion
La fuerza muscular se cuantific6 mediante un dinamdmetro, concretamente el
aparato Grip-strength (Panlab, Barcelona), formado por una barra conectada a un
transductor de fuerza. Para la medicion, el animal se sujeta por la base de la cola 'y
se baja en direccién a la barra, dejando que se agarren a ésta con la patas
delanteras y posteriormente se tira para atras en el plano horizontal (Figura 15) La
fuerza aplicada a la barra justo antes de perder la
sujecion se mide como un pico de tension, y
posteriormente se transforma en valores numéricos,
los cuales seran expresados como g/g de peso inicial.

Se obtuvieron al menos tres medidas por animal, Y se

hizo la media para su analisis posterior. ‘
Figura 15. Medicion de la fuerza
de tracciéon (medida con el
dispositivo grip-strength Panlab-
Harvard Apparatus, Espafia.
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2.6.4. ANOREXIA

En A-CASCO, la anorexia es valorada con el control de la ingesta del animal a lo
largo del experimento; este control se hace mediante el peso de la comida ingerida

a diferentes dias:

- En el modelo tumoral Yoshida AH-130, la comida fue pesada los dias 0, 2, 4,
6, 8, 10 y 11 de crecimiento tumoral.

- En el modelo tumoral Carcinoma Pulmonar de Lewis, la comida fue pesada
los dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 y 20 de crecimiento tumoral.

- En el modelo tumoral Adenocarcinoma de colon C26, la comida fue pesada
durante todos los dias que durd el experimento (de dia cero a dia 24), con el

objetivo de determinar en qué momento se inici6 la anorexia.

A pesar de todas estas medidas, en A- CASCO solo se tiene en cuenta el peso de

la comida a dia de sacrificio.

2.6.5. CALIDAD DE VIDA

Para determinar la calidad de vida de los animales experimentales se procedi6 a
evaluar tres parametros: signos de malestar fisicos, valoracion del estado
emocional del animal mediante el test intruso-residente, y el test de natacion

forzada, tal y como se detallan a continuacion.

2.6.5.1. Signos de malestar

Los signos de malestar que se valoraron en A-CASCO son: ojos cerrados,
piloereccién, dacriorrea (secrecion de porfirina por la glandula de Harder,
localizada en los ojos; es un signo tipico de situaciones de estrés en roedores),
inmovilizacion, consistencia de las heces para determinar si hay diarrea o

estrefimiento, y temblores. Para verificar qué signos presentaba el animal, éste fue
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observado durante unos minutos antes de realizar las pruebas de intruso—
residente y nado forzado, tanto a dia cero (para comprobar que el animal no

presentaba ningun signo de enfermedad) como el dia de sacrificio.

2.6.5.2. Paradigma intruso-residente

Este paradigma se basa en un comportamiento natural que tienen algunos
roedores, que consiste en el establecimiento de un territorio por un macho
residente y su defensa contra los machos intrusos con los que el residente no esta
familiarizado (Martinez et al., 1998). En A-CASCO, el paradigma intruso—residente
mide el porcentaje de tiempo durante el cual el roedor residente se interesa por el

roedor intruso, durante un tiempo total de dos minutos.

En el caso de las ratas se utiliza una reja para poner dentro al animal intruso, la

cual se coloca dentro de la jaula en el momento de hacer la medicién (Figura 16).

En el caso de los ratones se disefiaron rejas especiales (Figura 17), las cuales
fueron colocadas dentro de las jaulas del animal desde el dia de inicio del
experimento, ya que los ratones necesitan un tiempo mayor para acostumbrarse a

los objetos extrafos.

residente en rata.

Figura 16.Paradigma intruso
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Figura 17.Modelo de reja utilizada en la valoracion del Paradigma intruso

residente en raton

2.6.5.3. Test de natacion forzada

El test de natacion forzada consiste en la cuantificacion del porcentaje del tiempo
durante el cual el roedor (rata o raton) presenta una actitud activa para salir del
agua, durante un tiempo total de un minuto y medio. Para realizar el test se utilizd
un recipiente lleno de agua tibia (24-26°C), hasta 30 cm. Después de realizar el
test de paradigma intruso-residente, el animal fue colocado con suavidad dentro
del reciente con agua y observado para cuantificar los intentos de salida del agua
durante el tiempo establecido (Figura 18). Después de la prueba, el animal se secé
y se devolvio a su jaula. Con esta prueba se valoro la disminucion de la calidad de
vida del animal, asi como su estado fisico valorando los intentos activos de huida

(Hebert et al., 1998).

Figura 18. Test de natacion

forzada.

81



MATERIALES Y METODOS

2.7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis de los datos se realiz6 mediante la comparacion de medias por el test
de la t-Student. Los resultados estan corregidos por el método de Bonferroni y la

probabilidad de error utilizada es de tipo | (0.005).

2.7.1. IMPUTACION DE DATOS FALTANTES

La imputacion de datos perdidos se realizé con la media del grupo en cuestién con

el programa IBM SPSS Statistic 20.
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RESULTADOS CASCO

1. CAQUEXIA SCORE (CASCO)

Como consecuencia de la reflexion sobre los conceptos relacionados con
caquexia, y de la importancia que tiene poder identificar y clasificar dicho sindrome
correctamente, nos propusimos desarrollar una herramienta para dicha finalidad:

“CASCO” (CAquexia SCOre)

CASCO es una escala cuantitativa disefiada para clasificar el grado de caquexia
en pacientes con cancer. El planteamiento teérico de CASCO (Argilés et al 2011),
clasifica la caquexia en cuatro categorias: leve, moderada, severa y fase terminal.
Para obtener esta clasificacion, la escala evalua cinco condiciones, que son los

componentes de CASCO (Figura 19).

PERDIDA DE PESO K\II_EI'IIEAR“,/’!\?)(I:(;CI)\II\IJE S/
goCR%“éiiilggg S / METABOLICAS /
CASCO INMUNOSUPRESION
(1Al
ACTIVIDAD / AN(CA?\IF:E))(IA
FisICA
(AFI)
CALIDAD DE
VIDA
(CDV)

Figura 19. Componentes de CASCO

Los componentes de CASCO se eligieron teniendo en cuenta la implicacion de
cada uno de ellos dentro del desarrollo y curso del sindrome caquéctico asociado
al cancer. Una vez elegidos, se analiz6 la importancia y relevancia que cada uno
de ellos representa en la caquexia cancerosa para distribuir de la manera mas

objetiva posible el peso de cada componente en la puntuacién final de CASCO.
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1.1. PERDIDA DE PESO Y COMPOSICION CORPORAL
La pérdida de peso y composicion corporal es un componente esencial de la
definicion de caquexia (Evans et al.,, 2008 y Fearon et al., 2011). Es el requisito
mas importante, ademas de la presencia de una enfermedad subyacente (distintos
tipos de canceres en este caso). Tanto la pérdida de musculo como la de tejido
graso coexisten en el paciente caquéctico, pero es importante destacar que son los
cambios que puedan producirse en relacion con la masa corporal magra las que
tienen mas importancia a nivel funcional. Desde este punto de vista, una
disminucion de la masa corporal magra en el paciente caquéctico representa un
deterioro en el rendimiento fisico y, por tanto, en la calidad de vida. (Argilés et al.,

2011).

El peso de la componente “Pérdida de Peso y Composicion Corporal (PCC)” ha
sido establecido en un 40% de la puntuacion total de CASCO (Tabla 9). Para
obtener la puntuacion de PCC se realizan dos mediciones: por un lado, la Pérdida
de Peso (PP), que representa un 32% de la puntuacion final y se clasifica en 5
categorias. La Tabla 3 muestra la clasificacion correspondiente a la pérdida de
peso y como se traduce en los puntos que se sumaran para obtener la puntuacion

final de CASCO.

Tabla 3. Clasificacion y puntuacion para la componente Pérdida de Peso.

Clasificacion PP Puntos

<5% 0
25% 8
210 % 16
=215 % 24
=20 % 32
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Por otro lado, la segunda medicion es la Composicion Corporal (CC) y
representa el 8% de la puntuacion final de PCC. Los cambios en la composicion
corporal se dividen en 2: 1) sin cambios en la composicion corporal o 2) cambios

superiores al 10%. La Tabla 4 muestra la clasificacion y los puntos obtenidos.

Tabla 4. Clasificacion y puntuacion en la componente de Composicion Corporal.

Clasificacion Puntos

Sin cambios en la Puntos obtenidos en pérdida de
composicion corporal peso x 1

Puntos obtenidos en pérdida de
Cambios > 10% peso x 1.25

Como se observa en la tabla anterior, para obtener la puntuacion final de la
Composicién Corporal es necesario multiplicar los puntos de la Pérdida de Peso
por 1 o por 1.25, segun sea el caso, de tal manera que un paciente con cambios
en la composicion corporal superiores al 10% y una pérdida de peso mayor al
15%, que equivale a 24 puntos, obtiene una puntuacién en composicion corporal
de: 24 puntos PP * 1,25 = 30 puntos. Estos 30 puntos son los que se suman a la

puntuacion final de la escala CASCO.

1.2. INFLAMACION / ALTERACIONES METABOLICAS /
INMUNOSUPRESION (IAl)

El segundo componente de CASCO son las Alteraciones Metabdlicas, Inflamacion

e Inmunosupresion. A este componente se le ha asignado un peso de un 20%

dentro de la escala CASCO (Tabla 9). La puntuacién se obtiene sumando los

puntos obtenidos en la medicion de los parametros alterados en alteraciones

metabdlicas inflamacion e inmunosupresion, tal y como se detallan a continuacion.
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1.2.1. INFLAMACION
La inflamacién es un componente muy importante de la respuesta caquéctica.
Esta valoracion se hace midiendo tanto los niveles de Proteina C Reactiva (CRP)
como los de la interleuquina-6 (IL-6). Estas han sido incluidas en CASCO teniendo
en cuenta que la CRP es el método mas habitual para evaluar la magnitud de la
respuesta inflamatoria sistémica (Gabay y Kushner 1999), y que la IL-6 se ha
escogido ya que estimula la produccion de proteinas de fase aguda e incrementa
la degradacion de proteina muscular (caracteristica comun en la caquexia) al
activar las vias proteoliticas no lisosomal (proteasoma) y lisosomal (catepsinas)
(Yee y Schuster 1999; McDevitt et al., 1995; De Blaauw et al., 1997; Janeway
1997; Gambardella et al., 1997; Laviano et al., 1996; Yanagawa et al., 1995).
Estudios en pacientes con cancer pancreatico demuestran claramente que éstos
presentan una respuesta inflamatoria, caracterizada por niveles incrementados de
proteinas de fase aguda, tales como la CRP y citoquinas como por ejemplo la IL-6
(para mayor informacion respecto a la CRP e IL-6, ver introduccién apartados
1.2.5, 1.6.14 y 1.6.16). El componente inflamatorio constituye un 40% del 1Al en
CASCO. La Tabla 5 muestra los valores y la puntuacion correspondiente para la

PCRYy IL-6.

Tabla 5. Parametros, valores y puntuacién de los componentes de la Inflamacion.

Parametro Valores m

5 mg/L < CRP < 10 mg/L
CRP 10 mg/L < CRP <20 mg/L
CRP > 20mg/L
Valor normal 6 no analizado
4 pg/mL < IL-6 <10 pg/mL
10 pg/mL < IL-6 < 30 pg/mL
IL > 30 pg/mL

Valor normal 6 no analizado

oA WON O B ODN
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1.2.2. ALTERACIONES METABOLICAS

El segundo aspecto valorado son las Alteraciones Metabdlicas que se encuentran
en la mayoria de los pacientes caquécticos. En este aspecto, hemos incluido
proteinas y otras moléculas que tienen un papel importante en el sindrome
caquéctico, como son la albumina, pre-albumina, lactato, triglicéridos, hemoglobina
(en CASCO nos referimos a anemia), urea, niveles de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y el test de tolerancia a la glucosa / indice HOMA alterado. Las
alteraciones metabdlicas representan un 40% del 1Al en CASCO.

Los valores de cada medicion y los puntos correspondientes se indican en la Tabla
6.

Tabla 6. Parametros, valores y puntos correspondientes a la componente de las

Alteraciones Metabdlicas.

W
< 1,6 mg/dL 1

> 200 mg/dL 1
“ Hb < 12 g/dL 1
=

Niveles en suero > 300 FORTU 1
de ROS

Test de tolerancia 1
a la glucosa

lindice HOMA

alterado

> 50 mg/dL 1

En estas valoraciones, se otorga la puntuacion de 1 cuando el resultado del
analisis es inferior o superior a los niveles de una persona sana segun el

parametro analizado.
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1.2.3. INMUNOSUPRESION

Finalmente, la Inmunosupresion puede ser un marcador temprano de caquexia, ya
que puede aparecer antes de que se produzca cualquier pérdida de peso (Faber et
al., 2009). Por tanto, se considera que la medicidén de la respuesta inmune podria
ser también un buen indicador para un sistema de clasificaciéon de caquexia. Para
valorar la inmunosupresion, se miden los valores absolutos de los linfocitos
obteniendo una puntuacion de 4 en CASCO los valores inferiores a 1200/uL. El

peso de la Inmunosupresion se ha establecido en un 20% de 1Al en CASCO.

1.3.  ACTIVIDAD FiSICA

El tercer componente se relaciona con la actividad fisica. Fue incluido en CASCO
puesto que una disminucion relativamente pequefia en la masa muscular debido al
sindrome caquéctico, puede hacer que se produzca un descenso significativo en
las actividades fisicas que estan relacionadas con la funcionalidad muscular
(Maddocks et al., 2010; Fouladium et al., 2007). Por lo tanto, consideramos que la
medicion de la actividad fisica es un componente esencial de cualquier sistema de
clasificacién de caquexia.

El peso establecido para la Actividad Fisica es de un 15% de la escala de caquexia
(Tabla 9). Para valorar este componente se utiliza, o bien 1) un cuestionario
subjetivo sobre la Actividad Fisica, o bien 2) una monitorizacion objetiva de la

Actividad Fisica.

1.3.1. CUESTIONARIO SUBJETIVO SOBRE LA ACTIVIDAD FiSICA.

El cuestionario consta de 5 preguntas que valoran la actividad fisica durante los 7

dias antes (semana anterior) de la medicion; las preguntas son las siguientes:
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1. ¢Ha notado alguna disminucién en particular en las actividades fisicas
(p.e., en el trabajo, en casa, en el ocio, etc) que normalmente lleva a cabo
durante el dia?

2. ¢Tiene alguna dificultad para realizar actividades que requieren un
esfuerzo importante, como llevar una bolsa de compra pesada o una
maleta?

3. ¢Ha notado alguna pérdida de la fuerza en la mano?

4. ¢Le cuesta mas trabajo subir escaleras?

5. ¢Se ha sentido cansado(a) después de caminar aproximadamente medio

kildbmetro?

Las preguntas 1, 3, 4 y 5 fueron disefiadas en base a las pruebas de
monitorizacion ya que si éstas no son posibles, las preguntas pueden suplir estas
valoraciones. La pregunta 2 fue extraida del 1995 EORTC Quality of life Group.
QLQ-C30 y es usada con permiso de la European Organisation for Research and

Treatment of Cancer.

Las opciones de respuesta para este cuestionario son 4, y se muestran en la Tabla

7 junto con la puntuacion correspondiente.

Tabla 7. Opciones de respuesta y puntuacion del componente Actividad Fisica

segun el cuestionario subjetivo.

En absoluto  Un poco Bastante ~ Mucho

Puntos (Preguntas 1y 2) 0 1,5 3 4,5

Preguntas 3,4y 5
Puntos (Preguntas 3-5) 0 1 1,5 2
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1.3.2. MONITORIZACION OBJETIVA DE LA ACTIVIDAD FiSICA

Por su parte, la monitorizacion objetiva de la Actividad Fisica se realiza mediante la

medicion de:

1. la reduccion de la actividad total,
2. la reduccién de la fuerza de la mano,
3. lareduccion de la subida de escaleras,

4. la reduccion de la distancia caminada en 6 minutos.

Al tratarse de reducciones en cada uno de los parametros medidos, es
indispensable que exista una medida inicial tomada el dia en que se aplica el
cuestionario CASCO, y una segunda medida tomada en la segunda visita del
paciente al hospital u oncologo. El resultado de estas mediciones es expresado en

forma de porcentaje de reduccion.

La puntuacion para la monitorizacion de la Actividad Fisica segun la monitorizacion

objetiva corresponde a:

- Reduccion de la Actividad Total: Un porcentaje inferior a 25 equivale a 0
puntos; un porcentaje de 25 a 50 equivale a 3 puntos; un porcentaje de 51 a 75
equivale a 6 puntos y un porcentaje de 76 a 100 equivale a 9 puntos.

- La puntuacién para la reduccion de la fuerza de la mano, reduccién al subir
escaleras, y la reduccion de la distancia caminada en 6 minutos, corresponde a
la siguiente clasificaciéon: un porcentaje menor a 25 equivale a 0 puntos; un
porcentaje de 25 a 50 es equivalente a 1 punto; un porcentaje de 51 a 75

equivale a 1,5 puntos y una puntuacion de 76 a 100 es equivalente a 2 puntos.

Cuando la valoracion de la monitorizacion objetiva es posible so6lo cuenta la
puntuacion de ésta; de no ser posible obtener estos resultados en la puntuacion

final de CASCO, so6lo se tiene en cuenta el cuestionario subjetivo de Actividad
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Fisica, que como se indicé anteriormente, presenta una relacion de las mediciones

hechas en la monitorizacion de la Actividad Fisica.

1.4. ANOREXIA

La anorexia es el cuarto componente de CASCO. La anorexia es una caracteristica
comun en pacientes que padecen caquexia cancerosa (Laviano et al., 2005). El
peso que se aplicé al componente de Anorexia fue un 15% de la escala CASCO

(Tabla 9).

Para evaluar si un paciente presenta anorexia utilizamos el cuestionario SNAQ,
que es una forma sencilla y rapida de valorar la anorexia (para mayor informacion,
ver introduccion apartado 3.2.15.2). Este cuestionario consta de 4 preguntas con 5
opciones de respuesta, que valoran las ganas de comer, la sensacion de saciedad,
el sabor y la cantidad de la comida ingerida.
Las preguntas y opciones de respuesta son:

1. Mi apetito es: a. Muy pobre; b. Pobre; c. Normal; d. Bueno, e. Muy

bueno.

2. Cuando como: a. Me siento saciado después de comer sélo unos pocos

bocados;, b. Me siento saciado después de comer un tercio de una
comida; c. Me siento saciado después de comer media comida; d. Me
siento saciado después de comer la mayor parte de la comida; e.
Dificilmente me siento saciado.

3. La comida me sabe: a. Sin sabor; b. Mal; c. Normal; d. Bien; e. Muy

bien.

4. Normalmente como: a. Menos de una comida al dia; b. Una comida al

dia; c¢. Dos comidas al dia; d. Tres comidas al dia; e. Mas de tres

comidas al dia.
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Los puntos correspondientes a cada respuesta dada por el sujeto, se asignan de la
siguiente manera: a=1, b=2, ¢=3, d=4, e=5. La suma de la puntuacién individual de
los items constituye la puntuacion del cuestionario. Para que la puntuacion

obtenida pueda ser sumada a CASCO, se asigno la siguiente equivalencia:

e Un sujeto que obtenga 20 puntos en el cuestionario SNAQ, representa que
no tiene anorexia; por tanto obtiene cero puntos en Anorexia en la escala
CASCO;

e una puntuacién entre 13 a 19 en el SNAQ es equivalente a 3 puntos en
Anorexia en CASCO;

e una puntuacion entre 11 a 12 puntos en el SNAQ equivalen a 6 puntos en
Anorexia en CASCO;

e una puntuacién entre 8 a 10 puntos en el SNAQ representan 9 puntos en
Anorexia en CASCO;

e una puntuacién entre 6 a 7 puntos en el SNAQ equivalen a 12 puntos en
Anorexia en CASCO;

e una puntuacién entre 1 a 5 puntos en el SNAQ representan 15 puntos en

Anorexia en CASCO.

1.5. CALIDAD DE VIDA
Finalmente el ultimo componente de CASCO es la calidad de vida. Los cambios en
el peso corporal, la disminucion de la actividad fisica y las alteraciones
metabdlicas, se ven reflejadas en la calidad de vida. Por tanto, es esencial
considerarla (Fouladium et al., 2007; Granda-Cameron et al., 2010). Para valorar la
calidad de vida utilizamos el cuestionario de calidad de vida, que es un
cuestionario de 25 preguntas, que corresponde a una adaptacion del cuestionario
QLQ-C3 y son usada con permiso de la European Organisation for Research and

Treatment of Cancer. De la misma manera que el cuestionario de Actividad Fisica,
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el cuestionario de Calidad de Vida hace la valoracion de la calidad de vida durante

la semana anterior a la medicion. Las preguntas del cuestionario son:

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

¢ Tiene que permanecer en la cama o sentado en una silla durante el dia?
¢Necesita ayuda para comer, vestirse, asearse o ir al servicio?

¢Ha tenido algun impedimento para hacer su trabajo u otras actividades
cotidianas?

¢Ha tenido algin impedimento para realizar sus aficiones u otras
actividades de ocio?

¢ Tuvo sensacion de falta de aire o dificultad para respirar?

¢Ha tenido dolor?

¢Necesito parar para descansar?

¢Ha tenido dificultades para dormir?

¢Se ha sentido débil?

¢Ha tenido nauseas?

¢Ha vomitado?

¢Ha estado estrefiido/a?

¢Ha tenido diarrea?

¢lInterfirié algan dolor en sus actividades diarias?

¢Ha tenido dificultades en concentrarse en cosas como leer el periédico o
ver la television?

¢ Se sintié nervioso/a?

¢Se sintié preocupado/a?

¢Se sintio irritable?

¢2Se sintié deprimido/a?

¢Ha tenido dificultades para recordar cosas?

¢Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en su vida familiar?
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22. ¢;Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en sus actividades
sociales?

23. ¢Le han causado problemas econémicos su estado fisico o el tratamiento
médico?

24. ;Como valoraria su salud general durante la semana pasada?

25. ;Coémo valoraria su calidad de vida en general durante la semana pasada?

Las opciones de respuesta en este caso son 4, la misma categoria para las
preguntas 1 a la 23 y diferente categoria para las preguntas 24 y 25. En |la Tabla 8

se muestran las categorias y puntuaciones correspondientes.

Tabla 8. Opciones de respuesta y puntuacién del componente Calidad de Vida.

Preguntas Opciones de respuesta

Preguntas 1 a 23 En lo absoluto Un poco Bastante Mucho
Puntos 1 2 3 4

Preguntas 24 y 25 Excelente Bueno Malo Muy malo
Puntos 1 2 3 4

La puntuacién final corresponde a la suma de los puntos que se clasifica de la
siguiente manera:
- Una puntuacién final menor o igual a 25 equivale a cero en la escala
CASCO;
- una puntuacion mayor que 25 y menor o igual que 50 equivale a 3 puntos,
- una puntuacion mayor que 50 y menor o igual que 75 equivale a 5 puntos

- una puntuacion mayor que 75 equivale a 10 puntos en CASCO.

A la Calidad de Vida se le ha otorgado un peso de un 10% de la escala CASCO

(Tabla 9).
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Tabla 9. Tabla resumen de los componentes de CASCO, las medidas realizadas y

los porcentajes correspondientes.

Sintoma % Medida Parametro

CRP en suero

Inflamacion

IL-6 en suero

AlbUumina en suero

Pre-albumina en suero

Lactato en suero
INFLAMACION / Triglicéridos en suero

ALTERACIONES

A i Urea en suero
METABOLICAS / 20 Alteraciones !

INMUNOSUPRESION metabolicas Anemia

(1A1) Nivel plasmatico de ROS

Test de tolerancia
a la glucosa

indice HOMA alterado

Numero Absoluto

Inmunosupresion . .
P de linfocitos

Cuestionario de 5
preguntas relacionadas
con la actividad fisica.

ACTIVIDAD
FiSICA 15 Pregunta 2 traducida
(AFI) literalmente del 1995
EORTC grupo de calidad
de vida. Extraida del QLQ-
C30y usada con permiso
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1.6. CUESTIONARIO CASCO

El cuestionario CASCO es la herramienta disefiada para la recogida de los datos.
Refleja los cinco componentes, los parametros analizados, los puntos
correspondientes a cada medicion, y los calculos necesarios para dar la
puntuacion final y la correspondiente clasificacién. Fue disefiado por nuestro grupo
de investigacion en colaboracion con el Dr. Serpe, integrante del grupo de la Dra.
Maddedu de la Universita degli Studi di Cagliari (Italia). El disefio informatico fue
elaborado en colaboracién con el grupo de trabajo encabezado por Lourdes Jordi y
realizado por Salvador Mena, responsable del Area de Investigacién por contrato
de la Fundacion Bosch i Gimpera (UB).

El cuestionario consta de 8 partes y se detalla en el Anexo 1:

- La primera parte (Figura 20) corresponde a los datos personales del sujeto,
enfermedad que padece, tipo de tratamiento que recibe, y el diagnéstico
subjetivo de caquexia por un oncélogo especializado, que forma parte del
cuestionario durante el proceso de validacion (la informacién respecto a la
pregunta al oncologo especializado se explica con mayor detalle en el

apartado 1.9. de resultados).

CACHEXIA SCORE

CUESTIONARIO CASCO

(Edicién sometida a validacion) Imprimir Enviar por email Borrar
Pais | ©  Codigo del paciente Select.0. .

Namero de referencia |0
Enfermedad subyacente l
Iniciales del paciente
Tratamiento
. (farmacos, nutricién, otros)
Fecha de nacimiento

Antes de aplicar CASCO, cual es su percepcién de gravedad de la caquexia del paciente
’— valorado en la escala siguiente:(normal, cia del cuadro caquéctico) 0 1 2 3 4 5 6 7
Fecha 8 9 10/ (Eeminal, caquenis svidents)

Grado de caquexia

Figura 20. Primera seccion del cuestionario CASCO.
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- En la segunda parte (Figura 21) se encuentran los valores calculados para
cada uno de los componentes de CASCO, la puntuacion final de CASCO y

la correspondiente clasificacion.

Figura 21. Segunda parte del cuestionario CASCO.

- La tercera parte (Figura 22) hace referencia al primer componente de
CASCO: Pérdida de peso y Composiciéon Corporal. Aparte de la
clasificacion de la Pérdida de Peso y la Masa Corporal Magra, el
cuestionario cuenta con una casilla destinada para escribir el tipo de
metodologia utilizada para hacer la medicion de la masa magra y tres
casillas correspondientes al calculo de la pérdida de peso en el sujeto. Esta
parte es de gran importancia y ayuda al médico, puesto que se tiene un
registro previo de la pérdida o ganancia de peso que puede ser comparada

de manera mas exacta en una segunda valoracion.

PERDIDA DE PESO Y COMPOSICION CORPORAL (PCC)

Pérdida de peso corporal Masa Corporal Magra (MCM)
0O<5% () Sin cambios en MCM Psn indclii
() > 0igual al 5%, leve () Pérdida de MCM > 10 %

()= ¢ igual al 10%, moderada
() > Gigual al 15%, severa Metodologia

() > 6 igual al 20%, terminal % Perdida de peso |0

Peso final

Figura 22. Tercera parte del cuestionario CASCO

- En la cuarta parte (Figura 23) del cuestionario se encuentra el segundo
componente de CASCO: Inflamacién / Alteraciones Metabdlicas /

Inmunosupresion A su vez, se encuentra dividida en 3 apartados que
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corresponden a los resultados de las valoraciones de la 1) Inflamacion
(CRP e IL-6), 2) Alteraciones Metabdlicas (Albumina, Pre-Albumina,
Lactato, Triglicéridos, Anemia (nivel de hemoglobina), Urea, Niveles en
plasma de ROS y Test de tolerancia a la glucosa / indice HOMA
(HOmeostasis Model Assessment) alterado), y 3) la ultima parte

correspondiente a la Inmunosupresién (valores absolutos de linfocitos).

INFLAMACION / ALTERACIONES METABOLICAS / INMUNOSUPRESION (IAl)

CRP en suero IL6 en suero

5mg/l < CRP < 10 mg/I 4 pg/ml < IL6 < 10 pg/ml
INFLAMACION 10 mg/l < CRP < 20 mg/l 10 pg/ml < IL6 < 30 pg/ml

CRP > 20 mg/I IL6 > 30 pg/ml

Valor normal 6 no analizado Valor normal 6 no analizado

Albdmina en suero < 3.2 g/dL Anemia: Hb < 12 g/dL
ALTERACIONES Pre-Albumina en suero < 1.6 mg/dL Urea en suero > 50 mg/dL
METABOLICAS*

Lactato en suero > 2.2 mM Niveles en suero de ROS> 300 FORT U

Triglicéridos en suero > 200 mg/dL Testdetoleranciaa la glucosa/ndice HOMA alterado
* Los pardametros no analizados deben dejarse en blanco :

Glucosa Insulina . HOMA

INMUNOSUPRESION* Valores absolutos de linfocitos

* Los parémetros no analizados deben defarse en blanco

Copyright © 2011 Universitat de Barcelona
Autores: Josep M. Argilés, Francisco J. Lopez-Soriana y Silvia Busquets Pag2de5

Figura 23 Cuarta seccion del cuestionario CASCO.

- La quinta parte (Figura 24) hace referencia a la Actividad Fisica, en

particular al cuestionario subjetivo de la Actividad Fisica.
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Estamos interesados en recoger informacién sobre su estado de salud. Por favor, responda a todas las preguntas.
No hay respuestas correctas o incorrectas. La informacién suministrada se conservara en la mas estricta confidencialidad.

ACTIVIDAD FISICA (AFI)

Durante la semana pasada:

1. ¢Ha notado alguna disminucion en particular en las actividades Enabsoluto Unpoco Bastante Mucho
fisicas (p.e., en el trabajo, en casa, en el ocio, efc) que
normalmente lleva a cabo durante el dia? QO 9] O O

2. iTiene alguna dificultad para realizar actividades que requieren un (@) (@) (@) (@)

esfuerzo importante, como llevar una bolsa de compra pesada o
una maleta? [1]

3. iHa notado alguna pérdida de la fuerza en la mano? O @) O (@]
4. ;Lle cuesta mas trabajo subir escaleras? (@) O ) (®)
5. ;Se ha sentido cansado(a) después de caminar aproximadamente (@) 0 ®) O

medio kilobmetro?

[1] La pregunta 2 ha sido extraida del 1995 EORTC Quality of Life Group. QLQ-C30. Usada con permiso

Figura 24. Quinta parte del cuestionario CASCO.

- En el sexto apartado (Figura 25) se encuentra el cuestionario para valorar
la Anorexia (Simplified Nutrition Assessment Questionnaire o SNAQ).

ANOREXIA (ANO) @

1. Mi apetito es: 2. Cuando como:
() Muy pobre (). Mesiento saciado después de comer s6lo unos pocos bocados
O Pobre () Mesiento saciado después de comer un tercio de una comida
(@) Regump://www.fbg.ub.edu/index.php?option:onmm&tﬁmﬂ%@g&ﬁ&midmmma
O Bueno () Mesiento saciado después de comer la mayor parte de la comida
() Muy bueno (O Dificilmente me siento saciado
3. Lacomida me sabe: 4. Normalmente como:
() Muy mal (O Menos de una comida al dia
O Mal () Unacomida al dia
(O Regular (O Dos comidas al dia
() Bien () Tres comidas al dia
(O Muy bien () Mas de tres comidas al dia

[2] Las preguntas 1-4 han sido extraidas del SNAQ del programa GRECC de St Louis del ST Louis VA Center. Usado con permiso

Figura 25. Sexta parte del cuestionario CASCO.
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- La séptima parte (Figura 26) corresponde al cuestionario de Calidad de

Vida (adaptacion del QLQ-C30 y utilizado con permiso de EORTC Quality

of Life Group).

CALIDAD DE VIDA (CDV)

D

T

2.

1

1

1

1

14.

15.

16.

17.

18.

19

20.

2

b

22,

23

24,

25

Las preguntas 1-25 tienen copyright de 1995 EORTC QLQ. Extraidas del QLQ-C30 y utilizadas con permiso

urante la semana pasada:

;Tiene que permanecer en la cama o sentado en una silla durante el dia?
iNecesita ayuda para comer, vestirse, asearse o ir al servicio?
. ¢Ha tenido algin impedimento para hacer su trabajo u otras actividades

cotidianas?

. ¢Ha tenido algin impedimento para realizar sus aficiones u otras actividades
de ocio?

. ¢Tuvo sensacion de falta de aire o dificultad para respirar?

. {Ha tenido dolor?

. ¢Necesito parar para descansar?

. ¢Ha tenido dificultades para dormir?

. ;Se ha sentido débil?

0. ;Ha tenido nauseas?

1. jHa vomitado?

2. iHa estado estrenido?

3. ;Ha tenido diarrea?

;Interfirio algtin dolor en sus actividades diarias?

iHa tenido dificultades en concentrarse en cosas como leer el periédico o ver la
television?

iSe sintié nervioso/a?

iSe sinti6 preocupado/a?

. ¢Se sintié deprimido/a?

;Ha tenido dificultades para recordar cosas?

* ¢ Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en su vida familiar?

¢Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en sus actividades
sociales?

- ;Le han causado problemas econémicos su estado fisico o el tratamiento
médico?

iComo valoraria su salud general durante la semana pasada?

" ¢ Cémoe valoraria su calidad de vida en general durante la semana pasada?

En absoluto Un poco

o

2 E @ @ @ @ @ @6 a8

©)
@)

iSesintié irriti’i‘?’l‘i:l?:h’www.fbg.ub.edulim:le)(.php?opticon=com_c-:antenthtaQ:view&id

o
@)
o

0

@)

Excelente

O
@)

Figura 26. Séptima seccion del cuestionario CASCO.

Bastante
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- Y finalmente la octava parte (Figura 27) corresponde a la monitorizacién
objetiva de la Actividad Fisica (Actividad total, fuerza de la mano, subida de

escaleras, distancia caminada en 6 minutos).
ACTIVIDAD FISICA (AFI) (Cont.)

Monitorizacion

La monitorizacién tendra lugar al tiempo que se llena el cuestionario, normalmente en el momento del diagnéstico. Si
no esta disponible la menitorizacién, se usara siempre el cuestionario. El primer calculo del nivel de caquexia
utilizara los valores del cuestionario. Los calculos posteriores usaran los valores monitorizados de acuerdo con la
siguiente escala:

1. Actividad Total:

Test Previo F it Reduc_cmn de la A.(tIVIdal-i Total 0
a partir de la medida previa en %

Test Actual Fecha Valor

2. Fuerza de la mano:

Test Previo Fotha Valoi Reduc‘cmn dela F_uerza df-‘ la mano 0
a partir de la medida previa en %

Test Actual Fecha Valor

3. Subida de escaleras:

Reduccion de la Subida de escaleras
ji Val
Tty Feche g a partir de la medida previa en % v

Test Actual Fecha Valor

4. Distancia caminada en 6 minutos:

Test Previo Fecha Valor Reduccién de la distancia caminada
en 6 minutos a partir de la medida 0
http://www.fhguireduintdexphploption=com_contqnids derosiewid=2518&Itemid=
Test Actual ’ Fecha " \Paic?r I

Figura 27. Octava parte del cuestionario CASCO.

El cuestionario CASCO fue traducido al idioma inglés, espafol, italiano vy
portugués, ya que hemos trabajado en su validacion con grupos de lItalia y Brasil, y
ademas porque esperamos que CASCO sea una herramienta utilizada en

diferentes centros médicos y hospitales.
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1.7. CLASIFICACION DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO
Teniendo en cuenta los criterios de inclusion y exclusion descritos en el apartado
de Materiales y Métodos 1.6.1, los sujetos del estudio se clasificaron de la

siguiente manera (Tabla 10).

Tabla 10. Clasificacion sujetos del estudio (total pacientes y controles n =281).

Sujetos del g e
J . Clasificacion Enfermedad
estudio
Sujetos E—
sanos
Enfermedad de
Parkinson, n=95
enfermedades
Controles Pacientes sin autoinmunes, —
enfermedad gastritis, asma,
oncoldgica hipertension, rinitis
alérgica, dolores
musculares, niveles
elevados de colesterol —
—
Tracto digestivo, pulmén,
i ginecoldgicos, cabeza y
Carcinoma cuello, prostata,
e neuroepdoprmo y
oncolégicos urinario ~— | n=186
Mesotelioma, linfoma
Otros y
sarcoma
—_—
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1.8.  ANALISIS BIOMETRICO DE LA ESCALA CASCO
1.8.1. ANALISIS DE FIABILIDAD DE CASCO
Se realizdé un estudio de fiabilidad para estimar la consistencia interna de tres de
los componentes de CASCO (Actividad Fisica, Anorexia y Calidad de Vida). Se
calculd el estadistico a de Cronbach (el indicador mas utilizado para estimar la
consistencia interna), con el que se estudio la concordancia entre las puntuaciones

de los sujetos entre los items y el total de la escala (Abad et al., 2011).

En los componentes Actividad Fisica y Calidad de Vida se obtuvo un a de
Cronbach con valores de 0,928, y 0,945 respectivamente, los cuales corresponden
a un nivel excelente de fiabilidad. En el componente Anorexia el a de Cronbach
alcanzé un valor de 0,793, lo que corresponde a un nivel bueno (Muiiz 2005).
Estos resultados aportan una evidencia que indica que los tres factores estudiados

son consistentes y estables en sus mediciones.

1.8.2. ANALISIS DE LA VALIDEZ DE CONSTRUCTO
Los estudios de validez aportan significado a las puntuaciones que estamos
obteniendo, permitiéndonos conocer si el uso que pretendemos hacer de ellas es o

no adecuado.

Una vez estimada la fiabilidad de los tres componentes de CASCO nombrados en
el apartado anterior, se aplicé una técnica para reducir la dimensionalidad de cada
uno de los componentes de CASCO, con el objetivo de agrupar las variables
correlacionadas entre si en dimensiones mas generales. Con esto se espera que
los factores extraidos expliquen una importante proporcion de la varianza, de
forma que puedan ser utilizadas para representar a esas variables (Abat et al,,
2011). En los tres casos (Actividad Fisica, Anorexia y Calidad de Vida) la técnica

para reducir la dimensionalidad fue el Analisis de Componentes Principales.
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Previamente se analizaron diferentes medidas de adecuacién para saber si se
daban las condiciones para reducir la dimensionalidad en los tres componentes.
Para ello se utiliz6 la medida de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO), que evalua la
dependencia de las variables, y la prueba de esfericidad de Barlett, obteniéndose

para el componente de Actividad Fisica un valor de KMO de 0,887 y para la

prueba de esfericidad de Barlett un valor de x> de 1028,274 con 10 grados de

libertad y un grado de significacién estadistica p<0,001. Para el componente de
Anorexia se obtuvo un valor de KMO de 0,775 y para la prueba de esfericidad de

Barlett un valor de x* de 369,735 con 6 grados de libertad y un grado de

significacion estadistica p<0,001. Finalmente, para el componente de Calidad de

Vida el valor de KMO fue de 0,929 y para la prueba de esfericidad de Barlett el

valor de yx? fue 4038,972 con 300 grados de libertad y un grado de significacion

estadistica de p<0,001.
Los resultados muestran que en los tres componentes de CASCO analizados tiene
sentido reducir la dimensionalidad, puesto que en cada uno de ellos el modelo no

se ajusta a esfericidad y, por tanto, las variables presentan correlacion entre ellas.

Posterior a la estimacion de la adecuacion muestral se procedié a utilizar la
técnica de Analisis de Componentes Principales, con el objetivo basico de reducir,
simplificar y estructurar la informacion inicial del numero de variables introducidas
en los tres componentes de CASCO. En funcién de los resultados, se tomaron
como nuevas variables los factores hallados, estableciendo puntos de corte para
los autovalores y pesos, de modo tal que la pérdida de la varianza total fuera la

minima. A continuacion se presentan los resultados de este analisis.

e En el componente de Actividad Fisica se explica el 77,82% de la varianza
con un factor, mostrando que es una escala unidimensional. La Tabla 11

muestra las cargas factoriales para los items en Actividad Fisica. La menor

107



RESULTADOS CASCO

carga factorial obtenida fue 0,816 (en la siguiente pregunta: ;Ha notado
alguna pérdida de fuerza en la mano?) y la mayor fue de 0,913 (¢Le cuesta

mas trabajo subir escaleras?).

Tabla 11. Matriz de componentes de las variables de Actividad Fisica con sus

cargas factoriales en un factor.

items 1 Factor

¢Ha notado alguna
disminucién en particular

en las actividades fisicas (p.e.,
en el trabajo, en casa, en el
ocio, etc) que normalmente
lleva a cabo durante el dia?

0,885

¢ Tiene alguna dificultad

para realizar actividades

que requieren un esfuerzo
importante, como llevar una
bolsa de compra pesada o una
maleta?

0,893

¢Ha notado alguna pérdida

de fuerza en la mano? 0,816

¢Le cuesta mas trabajo subir

escaleras? 0,913

¢Se ha sentido cansado(a)
después de caminar
aproximadamente medio
kilometro?
T —

0,9

% Varianza explicada 77,82

Todas significativas a un nivel p<0,01

Para el componente de Anorexia se explica el 63,44% de la varianza con
un factor. De igual manera que en la Actividad Fisica, el componente de
anorexia es unidimensional. En este caso, la menor carga factorial fue
0,605 (“Normalmente como”...) y la mayor fue de 0,867 (“Cuando como”...)

(Tabla 12).
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Tabla 12. Cargas factoriales de las variables de Anorexia en un factor.

Items 1 Factor ‘
Mi apetito es : 0,862
Cuando como: 0,867
la comida me sabe: 0,822
Normalmente como: 0,605
% Varianza explicada 63,44

Todas significativas a un nivel p<0,01

e En el caso del componente de Calidad de Vida se explica el 44,22% de la
varianza con un factor, mostrando ser una escala unidimensional. La Tabla
13 muestra las cargas factoriales para los items en calidad de vida. Los
valores obtenidos van de 0,395 (“;Ha tenido diarrea?”) a 0,82 (“;Necesito

parar para descansar?’).

Tabla 13. Cargas factoriales de las variables de Calidad de Vida en un factor.

items 1 Factor

¢ Tiene que permanecer en la cama o sentado en 078
una silla durante el dia? ’
¢Ha tenido algun impedimento para hacer su 0796
trabajo u otras actividades cotidianas? ’
¢Necesita ayuda para comer,

- - A 0,444
vestirse, asearse o ir al servicio?
¢Ha tenido alguin impedimento para realizar sus 0742
aficiones u otras actividades de ocio? ’
¢ Tuvo sensacion de falta de aire o dificultad 0627
para respirar? ’
¢Ha tenido dolor? 0,707
¢Necesito para para descansar? 0,82
¢Ha tenido dificultades para dormir? 0,709
¢ Se ha sentido débil? 0,709
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items 1 Factor
¢Ha tenido nauseas? 0,609
¢Ha vomitado? 0,493
¢Ha estado estrenido? 0,455
¢Ha tenido diarrea? 0,395
clInterfirio algun dolor en sus actividades 0716
diarias? ’
¢Ha tenido dificultades en concentrarse en 0661
cosas como leer el periédico o ver la television? ’
¢Se sintié nervioso/a? 0,56
¢ Se sinti6 preocupado/a? 0,623
¢ Se sintio irritable? 0,472
¢ Se sinti6 deprimido/a? 0,657
¢Ha tenido dificultades para recordar cosas? 0,531
¢Ha interferido si estado fisico o el tratamiento 0767
médico en su vida familiar? ’
¢Ha interferido su estado fisico o el tratamiento
. . . 0,717
médico en sus actividades sociales?
¢Le han causado problemas econémicos su 0622
estado fisico o el tratamiento médico? ’
¢ Coémo valoraria su salud general durante la 0772
semana pasada? ’
¢Como valoraria su calidad de vida en general 0784
durante la semana pasada? ’
S ———————————————
% varianza explicada 44,22

Todas significativas a un nivel p<0,01
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1.9. ESTUDIO DE VALIDEZ CONCURRENTE

La validez concurrente es el grado hasta el cual el instrumento mide lo mismo que
miden otros instrumentos ya existentes, considerados como medidas adecuadas
del mismo rasgo; es decir, se da cuando el instrumento evaluado se correlaciona
con algun criterio existente que mida lo mismo.

Para estimar la validez concurrente de la escala CASCO se incluyé en el
formulario la clasificacion del paciente segun el diagnostico subjetivo de caquexia
por un oncologo especializado. Esta clasificacion se realiza mediante la siguiente
pregunta: “Antes de aplicar CASCO, ;cual es su percepcion de gravedad de la
caquexia del paciente valorado en una escala de 0 a 10, indicando el 0 ausencia
del cuadro caquéctico y el 10 caquexia evidente en una fase terminal?”. La
respuesta es dada por el médico que valora al paciente, el cual debe ser un
experto en el tema y tener conocimiento de la evoluciéon o mejora de la enfermedad
en cada sujeto.

De igual manera, se estudidé la correlacién entre los resultados de la escala
CASCO con los resultados de la escala ECOG, una herramienta usada para medir
el impacto que tiene la enfermedad de un paciente sobre las actividades de su vida
diaria y la calidad de vida (para mayor informacion acerca de la escala ECOG, ver

introduccion apartado 3.2.8.1).

Las correlaciones se obtuvieron mediante Rho de Spearman, un coeficiente de
correlacion que determina si existe una relacion estadisticamente significativa
entre dos variables con escala ordinal (Tabla 14). La puntuacion de caquexia es el

valor obtenido de las mediciones en el cuestionario CASCO.

Se obtuvo una correlacion excelente (Mufiz 2005) entre la puntuacion de caquexia
(CASCO) y la clasificacion del médico (r=0,673; p<0,001), teniendo en cuenta para

el analisis tanto sujetos pacientes como controles (n=264). De igual manera, se
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hizo un analisis s6lo con los sujetos pacientes (n=169) y se obtuvo una correlacion
buena (Mufiz 2005) entre la puntuacion de caquexia y la clasificacion del médico
(r=0,412; p<0.001). Estos resultados muestran que CASCO es un instrumento

valido que puede ser utilizado para identificar y clasificar la caquexia.

Tabla 14. Validacion concurrente escala CASCO. Correlaciones con criterios
convergentes.

Diagnéstico subjetivo de caquexia por Escala ECOG

un oncologo especializado

Pacientes y Controles Pacientes Pacientes

CASCO r= 0,673 ** 0,412* 0,290 **

**p< 0.01.

Por otro lado, se obtuvo una correlacion suficiente (Muhiz 2005) entre la
puntuacion de caquexia y la escala ECOG (Tabla 14 r=0.290; p<0.001), resultado
esperable puesto que la escala ECOG valora el estado de salud general y las
actividades diarias que un paciente puede llevar a cabo. La significacion
estadistica existente puede atribuirse a que dentro de la escala ECOG hay
medidas que pueden ser similares a mediciones realizadas en CASCO, pero que
en este caso no valoran la caquexia. Un ejemplo de esto es la valoracién que hace
el ECOG respecto a los sintomas que impiden realizar trabajos: el enfoque que
tiene la medicion hace referencia a un estado general con restricciéon o no de la

actividad fisica, pero no directamente a un estado caquéctico.

1.10. ANALISIS DE CONGLOMERADOS PARA LA ESCALA CASCO
En el planteamiento tedrico de la escala CASCO se postuld que la caquexia puede

ser clasificada en 4 estadios: leve, moderada, severa y fase terminal, dependiendo
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los sintomas que tenga el paciente y la severidad de éstos. Para establecer si
estos 4 estadios se encontraban presentes en la muestra de pacientes estudiada
(n=186) se realizdé un analisis de conglomerados, para clasificar grupos de sujetos
con datos similares (Kaufman y Rousseuw 2005). Se utilizé el analisis de
conglomerados de K medias calculado con la distancia Euclidiana.

El primer grupo tuvo una media de 13,21 (n=56; SD=3,786; IC 95%= 12,19 —
14,22); el segundo grupo una media de 27,37 (n=58; SD=4,154; IC 95%= 26,28 —
28,46); el tercero presentd un valor medio de 44,94 (n=42; SD=4,38; IC 95%=
43,57 — 46,31); y el cuarto grupo una media de 61,27 (n=30; SD=5,76; IC 95%=
59,12 — 63,42). La Figura 28 muestra un diagrama de cajas con la distribucion de
los grupos de clasificacion segun la puntuacién de caquexia. El grupo 4 presenta
una mayor dispersion en comparacion a los grupos 1, 2 y 3, observando que la
mayoria de los sujetos de este grupo presentan puntuaciones de caquexia por

encima de la mediana.

a0+

| &

1m
o

Puntuacion de Caquexia

204

I

T T T T
1 2 3 4

Grupo de Clasificacion

Figura 28. Diagrama de cajas para los grupos de clasificacion.
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Posteriormente se determind si las varianzas en los grupos eran iguales. Para esto
se realizdé la prueba de homogeneidad de varianzas, utilizando la prueba de
Levene como método de analisis. El resultado obtenido fue de 2,346 con 3 grados
de libertad (gl) para las diferencias inter-grupos y 165 grados de libertad para las
diferencias intra-grupos, con un valor de p>0,05. Se cumplié la condicion de
homogeneidad de varianzas o homoscedasticidad; por lo tanto, tiene sentido hacer

un analisis de la varianza y establecer si los grupos son diferentes entre ellos.

Se observé que existia diferencia entre los grupos, con un valor de F=810,645;
gl=3; p<0,01. De igual manera se realizé el test de Bonferroni para estudiar la
existencia de diferencias entre los pares de grupos. Los resultados de este analisis
se observan en la Tabla 15. No se encontré similitud en los grupos, ya que todas
las comparaciones presentaban diferencias estadisticamente significativas
(p<0,001). Se destaca la existencia de una progresién en la diferencia de medias
del grupo 1 al grupo 4, siendo la mayor diferencia entre el grupo 1 y 4. Estos
resultados aportan una evidencia empirica a favor de la gravedad de los pacientes
del grupo 4 en relacién al resto. Los sujetos del grupo 1 no tienen caquexia; a
medida que aumenta la numeracion del grupo también se observa un incremento
en los niveles de caquexia; lo que explica que las diferencias entre los grupos
extremos, {grupo 1 (sin caquexia) y grupo 4 (nivel mas alto de caquexia)} sea

mayor.
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Tabla 15. Comparaciones entre los grupos de clasificacion de caquexia. La letra | y

J hace referencia al grupo de clasificacion.

Grupo de Grupo de Clasificacion Diferencia de
Clasificacion medias (I-J)

-13,882
-30,92 ¢
-48,202 *
13,882 *
-17,038 *
-34,32 %
30,92 *
17,038 *
-17,283 *
48,202 *
34,32
17,283 *

Nl =] & N =] B WO =2 O DN

w

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05

1.11. ESCALA CASCO
El planteamiento tedrico publicado en 2011 dividia la escala en leve, moderada,
severa y fase terminal (Argilés et al, 2011). Con el andlisis de conglomerados se
confirmd que la escala presenta 4 grupos, pero con una clasificacién del nivel de
caquexia diferente al descrito en el planteamiento tedrico. La division de los grupos
seria la siguiente:
- Un primer grupo que representa los pacientes sin caquexia.
- El segundo grupo hace referencia a los pacientes con caquexia leve.
- El tercer grupo refiere a los pacientes con caquexia moderada
- Finalmente, el cuarto grupo representa la caquexia en estado avanzado. Esta
categoria agrupa los valores de caquexia severa y fase terminal del modelo

tedrico.

Los puntos de corte para cada grupo se muestran en la figura 29.
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‘XS14’ 15 < X £ 28 \293Xs46} \47SXS1OOI
Pacientes sin Caquexia Caquexia Caquexia
caquexia Leve Moderada Avanzada

Figura 29. Puntos de corte de los 4 grupos clasificados en CASCO

1.12. MiniCASCO (MCASCO)

Tras el estudio estadistico de CASCO, se desarroll6 un nuevo enfoque para la
clasificacion del grado de caquexia con una escala simplificada que mantiene los 5
componentes descritos en CASCO: Pérdida de Peso y Composicion Corporal,
Alteraciones Metabdlicas, Inflamacién e Inmunosupresion, Actividad Fisica,
Anorexia y Calidad de Vida, pero utilizando los parametros mas relevantes de cada
componente. Esta escala recibe el nombre de MiniCASCO (MCASCO) vy la

reduccion de los parametros a analizar se realizo de la siguiente manera:

e EI componente de Pérdida de Peso y Composicion Corporal se
mantiene con las mismas condiciones que en CASCO.

e EI componente de Inflamaciéon, Alteraciones metabodlicas e
inmunosupresiéon se redujo teniendo en cuenta la importancia de cada
uno de los parametros utilizados en la definicion del sindrome caquéctico y
su medicién en la practica clinica. De esta manera, este componente
quedo reducido a 4 parametros en vez de 11 (Figura 30).

e Para simplificar los componentes de Actividad Fisica y Anorexia se
realiz6 un Analisis de Consistencia Interna (fiabilidad si se elimina el
elemento) y un Analisis Factorial de Componentes Principales (carga

factorial). Para ello se calcul6 en cada componente los valores del a de
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Alteraciones
Metabélicas —

Inmunosupresion

Cronbach, primero con todos los items (Tabla 16) y posteriormente
excluyendo cada item dentro del componente correspondiente (Tablas 17 y
18). En el analisis de Componentes Principales se estimé la carga factorial
que representa cada item dentro del componente correspondiente (Tablas
19 y 20). Para elegir los items a excluir, se tuvieron en cuenta los valores
de a de Cronbach que aumentaron al eliminar el item (Tablas 16 y 17), y
los items con las cargas factoriales mas bajas (Tablas 19 y 20). Para
eliminar las preguntas menos relevantes, se compard el valor de a de
Cronbach obtenido con todos los items (Actividad fisica: 5 items; Anorexia:
4 items; Tabla 16), con los valores de a de Cronbach obtenidos en cada
item por separado (Tablas 17 y 18), los items con las puntuaciones mas

bajas fueron eliminados.

Parametros CASCO Parametros MCASCO

—

- Albuimina
- Pre-albumina

- Lactato Albtimina
- Anemia (Hb) :>
- Triglicéridos Anemia (Hb)

- Urea

- Estrés oxidativo
- Test de
toleranciaala
glucosa

~—

., __—| Proteina C Reactiva . .
Inflamacion Proteina C Reactiva

—_ :
Interleuquina 6

Valor absoluto de :> Valor absoluto de
linfocitos linfocitos

Figura 30. Reduccion parametros medidos en el componente de Alteraciones Metabdlicas,

Inflamacién e inmunosupresion.
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Tabla 16. Valor de a de Cronbach para el componente de Actividad Fisica y Anorexia.

Componente a de Cronbach N deitems
Actividad Fisica 0.885 5
Anorexia 0.804 4

Tabla 17. Valor de a de Cronbach al eliminar items en el componente de Actividad

Fisica. Los valores con un circulo rojo representan los items que cuando son eliminados la

consistencia interna aumenta.

items componente Actividad Fisica

a de Cronbach
si se elimina el
elemento

é¢Ha notado alguna disminucidn en particular en

las actividades fisica (p.e., en el trabajo, en casa, en
el ocio, etc) que normalmente lleva a cabo durante
el dia?

¢éTiene alguna dificultad para realizar actividades que
requieren un esfuerzo importante, como llevar una
bolsa de compra pesada o una maleta?

0.861

éHa notado alguna pérdida de la fuerza en la

IRONC

aproximadamente medio kilometro?

0.878
mano?
éLe cuesta mas trabajo subir escaleras? 0.855
éSe ha sentido cansado(a) después de caminar 0.856
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Tabla 18. Valor de a de Cronbach al eliminar los items en el componente de Anorexia.
Los valores con un circulo rojo, representan los items que cuando son eliminados la

consistencia interna aumenta.

a de Cronbach si se

items componente Anorexia  elimina el elemento

Mi apetito es: 0.704

Cuando Como:

0.7
La comida me sabe:
Normalmente como:

Tabla 19. Cargas factoriales para el componente de Actividad Fisica. Los valores con

circulo azul representan los items con menor carga factorial.

items Componente Actividad Fisica Carga factorial
éHa notado alguna disminucidn en particular en
las actividades fisica (p.e., en el trabajo, en casa, en 0.885

el ocio, etc) que normalmente lleva a cabo durante
el dia?

¢éTiene alguna dificultad para realizar actividades
que requieren un esfuerzo importante, como llevar 0.893

una bolsa de compra pesada o una maleta?

é¢Ha notado alguna pérdida de la fuerza en la 0.816
mano?

éLe cuesta mas trabajo subir escaleras? 0.913

¢éSe ha sentido cansado(a) después de caminar

. s 0.9
aproximadamente medio kilometro?

119



RESULTADOS CASCO

Tabla 20. Cargas factoriales para el componente de Anorexia. Los valores con circulo

azul representan los items con menor carga factorial.

items componente Anorexia Carga factorial

Mi apetito es: 0.862

Cuando como: 0.867

La comida me sabe: < 0.822 )
Normalmente como:

De esta manera el componente de Anorexia quedo reducido a dos items en vez

de cuatro (Figura 31), y el componente de Actividad fisica a dos en vez de cinco

(Figura 32).
ANOREXIA
Mi apetito es: Cuando como: La comida me Normalmente
’ sabe: como:
Fiabilidad si se elimina el item Carga factorial
Mi apetito es: Cuando como:

Figura 31. Reduccién de items del componente de Anorexia.
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Actividad Fisica

¢Ha notado alguna
disminucion en
particular en las
actividades fisicas
(p.e., en el trabajo, en
casa, en el ocio, etc)
que normalmente
lleva a cabo durante el
dia?

¢Tiene alguna
dificultad para
realizar actividades
que requieren un
esfuerzo importante,
como llevar una
bolsa de compra
pesada o una
maleta?

¢Ha notado
alguna pérdida
de la fuerza en la
mano?

RESULTADOS CASCO

éLe cuesta
mas trabajo
subir
escaleras?

Fiabilidad si se elimina el item

trabajo subir
escaleras?

éLe cuesta mas

éSe ha sentido
cansado(a) después
de caminar
aproximadamente
medio kilémetro?

Carga factorial

¢Se ha sentido
cansado(a) después
de caminar
aproximadamente
medio kilometro?

Figura 32. Reduccién de items del componente de Actividad Fisica.

e Para reducir el componente de Calidad de Vida (25 items) se realiz6 un

Andlisis de items. De los resultados obtenidos se tuvo en cuenta la

ponderacion de los pesos de las variables y se utilizd el coeficiente de

discriminacioén, que es un coeficiente de correlacion entre las puntuaciones

en el item y la puntuacion global en el cuestionario, como punto de

referencia para la eliminacion de los items. El valor utilizado del coeficiente

de discriminacion fue 0.3, puesto que es el valor utilizado con mayor

frecuencia (Mufiz, 2005). Los items con un coeficiente de discriminacion

inferior a 0.3 fueron eliminados. Los resultados para estos analisis se

presentan en la Tabla 21.
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Tabla 21. Valor del coeficiente de discriminacion para los items de Calidad de Vida. CDV
hace referencia a cada una de las 25 preguntas que configuran el cuestionario de Calidad

de Vida. Los valores marcados con un circulo rojo corresponden al item a eliminar.

Coeficiente de

ftem discriminacion
CDhV 1 0.447
covz  (04%0)
CDV 3 0.456
cDV 4 0.342
CDV 5 217
CDV 6 0.304
CDV 7 0.537
DV 8 (0.266)
CDV 9 0.646
CDV 10
CDV 11 @
CDhV 12
CDV 13
CDV 14 0.310
CDV 15 0.316
CDV 16 @
CDV 17 @
CDhV 18
CDV 19 @
CDV 20
CDV 21 0.358
CDV 22
CDV 23
CDV 24 0.487
CDV 25 0.474
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El componente de Calidad de Vida queddé reducido a 11 items en vez de 25 (Figura

33).
CASCO

N items
¢Tiene que permanecer

1 enlacamaosentado en
una silla durante el dia?
¢Ha tenido algun

2 impedimento para hacer
su trabajo u otras
actividades cotidianas?
éNecesita ayuda para

3 comer, vestirse, asearse o
ir al servicio?
¢Ha tenido algun

4 impedimento para realizar
sus aficiones u otras
actividades de ocio?
¢Tuvo sensacion de falta de

5 aire o dificultad para
respirar?

6 ¢Hatenido dolor?
¢Necesito para para

7
descansar?
¢Ha tenido dificultad para

8 )
dormir?

9 (Se ha sentido débil?

10 ¢Ha tenido nauseas?

11 ¢Havomitado?

12 ¢Ha estado estrefiido?

13 ¢Hatenido diarrea?

MINI CASCO
N. CASCO items N.
' MCASCO
¢ Tiene que permanecer
1 en la cama o sentado en 1
una silla durante el dia?
éNecesita ayuda para
3 comer, vestirse, asearse o 2
ir al servicio?
¢Ha tenido algun
a impedimento para realizar 3
sus aficiones u otras
actividades de ocio?
6 ¢Ha tenido dolor? 4
¢Necesitd para para
7 5
descansar?
9 ¢Se ha sentido débil? 6
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14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

CASCO

items

éInterfirié algun dolor en
sus actividades diarias?

¢Ha tenido dificultades en
concentrarse en cosas
como leer el periddico o
ver la television?

¢éSe sintid nervioso/a?

¢éSe sintié preocupado/a?

éSe sintid irritable?

¢éSe sintié deprimido?

¢Ha tenido dificultad para
recordar cosas?

éHa interferido su estado
fisico o el tratamiento
médico en su vida familiar?

¢Ha interferido su estado
fisico o el tratamiento
médico en sus actividades
de sociales?

¢Le han causado
problemas econdmicos su
estado fisico o el
tratamiento médico?

¢Coémo valoraria su salud
general durante la semana
pasada?

¢Coémo valoraria su calidad
de vida en general durante
la semana pasada?

N. CASCO

14

15

21

24

25

MINI CASCO

items

éInterfirié algun dolor en
sus actividades diarias?

¢Ha tenido dificultades en
concentrarse en cosas
como leer el periddico o
ver la televisidon?

éHa interferido su estado
fisico o el tratamiento
médico en su vida
familiar?

é¢Coémo valoraria su salud
general durante la semana
pasada?

¢Coémo valoraria su calidad
de vida en general durante
la semana pasada?

N.
MCASCO

10

11

Figura 33. Reduccién de items del componente de Calidad de Vida.

La Tabla 22 muestra la escala MCASCO con los parametros, los valores y la

puntuacién correspondiente a cada medicion.
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Tabla 22. Escala MCASCO. En el componente de Calidad de Vida, las opciones de
respuesta de la pregunta 10 y 11 es Excelente, buena, mala y muy mala. La conversion de
este componente en MCASCO se mantiene de la misma manera que para CASCO (ver

apartado de 1.5 de resultados CASCO).

Puntos

Sintoma % Medida Parametros Valores Puntos
totales

5 mg/I < CRP <10 mg/I 4
10 mg/I < CRP <20 mg/| 6
» Inflamacién Niveles de Proteina C
Inflamacién/ Reactiva en suero CRP >20 mg/I 8
Alteraciones 20 Valor normal o no 0
metabdlicas/ analizado
Inmunosupresion Alteraciones Albdmina en suero <3.2g/dL 4
metabglicas Anemia Hb < 12 g/dL 4
Inmunosupresion Niveles de linfocitos <1200/uL 4
absolutos
Le cuesta mads trabajo
subir escaleras
e En absoluto: 0
Actividad Cuestionario . Poco: 3
Se h tid d
Fisica = = Actividad Fisica ehna slen a0 cap sado Bastante: 5,25
después de caminar
. . Mucho: 7,5
aproximadamente medio
kilometro
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Una vez obtenido MCASCO, se realizé un estudio de correlaciéon con CASCO para
observar la concordancia entre las dos escalas. Para este analisis se utilizé el
coeficiente de correlacion de Pearson, observandose una correlacion excelente

(r=0,964) entre las dos escalas. Los resultados de este analisis se observan en la

Figura 34.
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Figura 34. Correlacién entre MCASCO y CASCO.

Con los resultados presentados en este apartado MCASCO demuestra ser una
herramienta util para el diagnostico y clasificaciéon de la caquexia cancerosa,
siendo una version simplificada de CASCO vy por lo tanto mas rapida y sencilla de

aplicar a los pacientes.
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2. ESCALA PARA CLASIFICAR LA CAQUEXIA CANCEROSAEN

ANIMALES EXPERIMENTALES: Animal CAchexia SCOre (A-CASCO)

La escala A-CASCO es la adaptacion de la escala CASCO a modelos
experimentales de caquexia cancerosa (en modelos de rata y ratén). Mantiene el
formato ya mencionado de CASCO con los cinco componentes principales:

1) Pérdida del peso corporal y disminucion de la masa del musculo

gastrocnemius o GSN (PPDG)

2) Inflamacién y Alteraciones Metabdlicas (IAM)

3) Actividad Fisica (AFI)

4) Anorexia (ANO)y

5) Calidad de Vida (CDV)

Los componentes medidos en la escala, se obtuvieron mediante revision
bibliografica combinada con la experiencia de nuestro grupo de investigacion. De
la misma manera que en CASCO, en el disefo de la escala el porcentaje, los
valores, los puntos y la puntuacion total se distribuyeron dependiendo la
importancia que tiene cada uno de los componentes en el desarrollo de la
caquexia cancerosa y segun un criterio subjetivo basado en la amplia experiencia
de los investigadores del grupo Bioquimica y Biologia Molecular del Cancer en los

modelos experimentales que se analizan.

126



RESULTADOS A-CASCO

2.1. COMPONENTES DE A-CASCO

Los componentes de A-CASCO se observan en la figura 35.

Pérdida de peso corporal y Inflamacién /
disminucién de lamasa del | / Alteraciones Metabdélicas
musculo Gastrocnemius (IAM)
(PPDG)
Anorexia
Actividad Fisica (ANO)

(AFI)

Calidad de Vida
(CDV)

Figura 35. Componentes A-CASCO

A-CASCO se diferencia de CASCO ya que se incluyen modificaciones de algunos
parametros que difieren entre humanos y animales de experimentacion y
corresponden a los parametros y mediciones realizados dentro de la escala,
puesto que al trabajar con modelos experimentales no es posible aplicar los
mismos protocolos de medicidn que en seres humanos. Por ello, la escala ha sido
adaptada con mediciones y pruebas que permiten valorar las mismas condiciones
qgue en los humanos:

2.1.1. PERDIDA DEL PESO CORPORAL Y DISMINUCION DEL PESO DEL

MUSCULO GSN

Como se comenté en el apartado de resultados CASCO 1.1, éste es un
componente esencial en toda definicion de caquexia. En A-CASCO se analiza, por
un lado la pérdida de peso corporal que sufre el animal portador de tumor, en este
caso la determinacioén se realiza con el peso al inicio del experimento y el peso del

animal después de extraer el tumor el dia del sacrificio.
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Por otro lado, y ya que la determinacién de la disminucion de la masa muscular
mediante las técnicas de composicion corporal no pudo ser realizada ni por
bioimpedancia electroscopica (por su baja reproducibilidad con los aparatos
disponibles actualmente en el mercado), ni por la determinacion analitica de
cantidad proteica (ya que en este caso se utilizaria la totalidad del animal para
realizar tal determinacion) se utilizé el porcentaje de pérdida de masa muscular de
un musculo representativo: el musculo Gastrocnemius (GSN). EI GSN es el
musculo esquelético mas grande de la extremidad inferior de ratas y ratones y lo
podemos considerar representativo de la masa muscular magra. Hemos incluido el
musculo GSN ya que es uno de los mas utilizados en estudios genéticos y
bioguimicos en el campo de la caquexia tanto en estudios propios del grupo como
en el de otros grupos y se considera fiable para valorar la pérdida del tejido magro
en los animales afectados por este sindrome (Penna et al. 2011; Springer et al.

2014; Gallot et al 2014; Busquets et al. 2012).

2.1.2. INFLAMACION Y ALTERACIONES METABOLICAS
La inflamacion se valora mediante la medicion de los niveles plasmaticos del
Amiloide Sérico A (ASA) y de la Interleuquina 6. EI ASA y la IL-6 se incluyeron
teniendo en cuenta el papel fisioldgico en condiciones catabdlicas de esta proteina
y citoquina en los modelos experimentales (Cray et al., 2009; Sultan et al., 2011; Li
y Liao 1991; Tsoli et al.,, 2014). Para las Alteraciones Metabdlicas se miden los
niveles plasmaticos de albumina, triglicéridos, urea, lactato, glucosa y hematocrito
(Anemia) Estos parametros han sido incluidos teniendo en cuenta la importancia

que representan en el sindrome caquéctico.

2.1.3. ACTIVIDAD FiSICA
Se valora la medida de la fuerza de traccion del animal y la medida de la actividad

fisica total durante las 24 horas previas al sacrificio Materiales y Métodos apartado
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2.6.3); estas mediciones pretenden ser equivalentes a las mediciones subjetivas y
objetivas realizadas para determinar el grado de actividad fisica realizada en

CASCO, debida a la imposibilidad de aplicar un cuestionario en estos casos.

2.1.4. ANOREXIA
Para determinarla se tiene en cuenta la disminucién o aumento de la ingesta de
comida del animal en los diferentes dias del experimento (ver Materiales vy

Métodos apartado 2.6.4).

2.1.5. CALIDAD DE VIDA
Se valora mediante:

e |os signos de malestar presentados por el animal en el momento del
sacrificio (ojos cerrados, piloereccién, dacriorrea, inmovilizacion, temblor,
variaciones en el aspecto de las heces),

e ¢l paradigma intruso — residente (ver Materiales y Métodos apartado
2.6.5.2),

e el test de nado forzado (ver Materiales y Métodos apartado 2.6.5.3).

Estas pruebas son indicativas de la calidad de vida del animal a causa de la
enfermedad. Estas pruebas y signos de malestar se incluyeron puesto que en
modelos experimentales no es posible realizar la valoracién de la calidad de vida

con cuestionarios utilizados en humanos.

2.2. PROTOCOLO DE APLICACION DE A-CASCO
El siguiente protocolo se desarrollé con el objetivo de poder aplicar la escala, ya
que para obtener la puntuacion final y la clasificacion es necesario hacer una serie

de calculos que permitan obtener un valor cuantificable. Para utilizar la escala A-
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CASCO es necesario que exista un grupo control (animales sanos) que puedan ser
comparados con el grupo experimental, dado que los calculos y las puntuaciones

se basan en la comparacién entre ambos grupos.

2.2.1. PERDIDA DE PESO CORPORAL Y DISMINUCION DEL PESO DEL
MUSCULO GASTROCNEMIUS (PPDG)

En el apartado 1.1 se comenté que la componente PPC en CASCO representa un

40% del valor total de la escala. En A-CASCO, el peso de la Pérdida de Peso

Corporal y Disminucion del peso del musculo Gastrocnemius (PPDG) también se

valora en un 40%. Este valor se obtiene de la siguiente manera:

2.211. Pérdida de Peso
La pérdida de peso corporal representa 32 puntos de la puntuacién final de PPDG
y clasifica la pérdida de peso en 5 categorias teniendo en cuenta la especie a la
cual se aplica. La clasificacion, valores y puntuacion pueden verse en las tablas 23

y 24.

Tabla 23. Clasificacion pérdida de peso corporal en el modelo experimental de
caquexia cancerosa en ratas (Hepatoma Ascitico Yoshida AH-130). Los valores
indican el porcentaje de pérdida de peso. Los puntos son los que se tendran en

cuenta en la suma total de puntos en el resultado global de A-CASCO.

. Puntos
Medida Valores Puntos
totales
<5% 0
>5% 8
Pérdida
de 32 >15% 16
Peso rata
>30% 24
>250% 32
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Tabla 24. Clasificacion pérdida de peso en los modelos de caquexia cancerosa en
ratones (LLC i C26). Los valores indican el porcentaje de pérdida de peso. Los
puntos son los que se tendran en cuenta en la suma total de puntos en el resultado

global de A-CASCO.

P
Medida untos Valores | Puntos
totales
<2% 0
>29
Pérdida % 8
de , 32 >212% 16
Peso raton
>15% 24
>25% 32

Esta clasificacion se utiliza para los animales portadores de tumor, puesto que en
los animales control el peso aumenta. Este aumento se calcula con el valor del
peso inicial y el peso final, obteniéndose un porcentaje de crecimiento en el control
que es utilizado para el calculo de la disminucion de peso en los animales
portadores de tumor. El porcentaje de crecimiento se calcula de la siguiente

manera:

Incremento de peso = (peso inicial — peso final)/peso inicial

De la misma manera que en el los animales control, en los animales portadores de
tumor se tiene en cuenta el peso inicial y el peso final (al cual se le resta el peso
del tumor). Ademas, en estos animales se tiene en cuenta el efecto del tumor
sobre el crecimiento del animal, ya que el hecho de padecer el tumor provoca una
inhibicion del crecimiento. Asi, la diferencia entre peso inicial y peso final (sin el

tumor) corregida con el crecimiento de los controles (los cuales son de la misma
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edad y peso, hecho que nos permite conocer el crecimiento que tendria lugar en
estos animales si no hubieran sido inoculados con el tumor) nos da la informacién
de cuanto ha dejado de crecer el animal y, por tanto, cuanto ha disminuido su

peso. El calculo se realiza de la siguiente manera:
0% Vi i ., _ | (Peso tedrico — Peso Real) ]
% Disminucion de peso /Peso teérico | % 100

El peso real se refiere al peso del animal a dia de sacrificio sin el tumor.

En la férmula anterior se tiene en cuenta el peso tedrico que hace referencia a
cuanto deberia pesar el animal si no hubiera tenido el tumor, el cual se calcula de

la siguiente manera:

Peso tedrico = (Peso inicial X % de crecimiento de grupo control) + Peso inicial

2.21.2. Disminucién de peso del musculo Gastrocnemius (GSN)
Como se comentd anteriormente, el peso del musculo esquelético GSN es uno de
los valores de referencia para medir la caquexia en los animales portadores de
tumor. Para hacer esta medicion, primero se halla el incremento del peso del
musculo en los animales control y posteriormente se estima el porcentaje de
disminucion del peso del musculo en los animales portadores de tumor. Para ello

se utiliza la siguiente formula:

Peso GSN adia de sacrificio
Media del peso GSN grupo control a dia de sacrificio

% Disminucion GSN = ( ) x 100 — 100

El porcentaje hallado es el que se utiliza para obtener la puntuacion final. La escala
describe la disminucion de peso del musculo GSN como: “cambios en el peso del

GSN” vy los clasifica en tres valores segun aparecen en la Tabla 23:

132



RESULTADOS A-CASCO

Para calcular los puntos totales del componente PPDG, se debe multiplicar los
puntos obtenidos en pérdida de peso por 0, por 1 o por 1,25 segun corresponda

(Tabla 25).

Tabla 25. Clasificacion de la disminucién del peso del musculo GNS.

Clasificacion Puntos

Sin cambios en la
disminucion de peso del
musculo GNS cambios <

10%

Cambios > 10% Puntos obtenidos en pérdida de peso x 1

Puntos obtenidos en pérdida de peso x 0

Puntos obtenidos en pérdida de peso x

Cambios > 20% 1.95

Asi, en caso de tener un animal que ha obtenido 16 puntos en la pérdida de peso y
que en la composicion corporal ha sufrido cambios menores al 10%, tendria una
puntuacion final de 16. Por otro lado, si un animal ha obtenido 32 puntos en la
pérdida de peso y en la composicion corporal ha sufrido cambios mayores al 20%,

tendria una puntuacion final de 40.

2.2.2. INFLAMACION Y ALTERACIONES METABOLICAS (IAM)

Este componente representa un 30% de la escala A-CASCO (al igual que su
componente analoga en CASCO). Este valor resulta de la suma de la inflamacion,
que representa un 16%, y de las alteraciones metabdlicas, que representan un
14%.

La inflamacion y las alteraciones metabdlicas hacen referencia a la comparacion
entre el grupo portador de tumor y el grupo control, ya que de esta manera se
minimizan los cambios de los valores segun edad o cepa utilizada.

La puntuacion correspondiente a la inflamaciéon y alteraciones metabdlicas se

obtiene cuando el valor del animal portador de tumor es diferente a la media de los
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animales control; si el valor es igual a la media de animales control, los puntos
obtenidos son 0 (Tabla 26)

El célculo que se utiliza para hallar la disminucion/aumento en la inflamacion vy
alteraciones metabdlicas para que los valores puedan ser comparados entre

grupos es el siguiente:

% disminucion 6 aumento IAM

_ ( Medicion B dia de sacrificio
" \Media de medicién C grupo control a dia de sacrificio

)x100—100

La medicién B hace referencia al valor obtenido en cada uno de los parametros
medidos en este apartado (SAA, IL-6, Albumina, etc.) y la medicion C hace
referencia a la media de los valores obtenidos en el grupo control en estas

mediciones.

Tabla 26. Puntuacién a aplicar segun las variaciones respecto los valores control

de los parametros considerados en la componente de inflamacion y alteraciones

metabdlicas.
Sintoma | % Medida PUTES Parametros puntua si existe: | Puntos
totales
SAA en plasma Diferencia con el 8
control
Inflamacion 16
IL-6 en plasma Diferencia con el 8
control
Albumina en Diferencia con el
2,33
plasma control
Lactato en Diferencia con el
2,33
plasma control
1AM 30
Triglicéridos Diferencia con el 2133
Alteraciones en plasma control ’
e 14
metabolicas Urea en Diferencia con el
2,33
plasma control
Diferencia con el
Glucosa en plasma 2,33
control
Hemoglobina en sangre total Diferencia con el 2,33
control
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2.2.3. ACTIVIDAD FiSICA (AFI)
La actividad fisica representa un 10 % de la escala A-CASCO vy se obtiene de la

suma de la valoracion de Actividad Total (AT) y Fuerza de Traccion (FT).

2.2.3.1. Actividad Total (AT)
Este parametro tiene un peso en la puntuacién final del 6%. Con los valores
obtenidos en la medicion de la Actividad Total (ver Materiales y Métodos apartado
4.1), se calcula la disminucion del movimiento de los animales portadores de tumor
comparados con el los movimientos de los animales control.
Para hallar la disminucion / aumento en la Actividad Total se realiza el siguiente

calculo:

AT a dia de sacrificio
media de AT grupo control a dia de sacrificio

% disminucion 6 aumento AT = ( ) x 100 — 100

En A-CASCO la Actividad Total se divide en tres grados dependiendo la
diminucién que presente el animal (Tabla 27) a los cuales se les otorga una
puntuacién de 0, 3 o 6 dependiendo del grado de disminucién respecto los

animales controles.

2.2.3.2. Fuerza de traccion (FT)

La fuerza de traccion representa un 4% de la puntuacion final del componente de
Rendimiento Fisico. Al igual que en los parametros anteriores, con los valores
obtenidos en la medicion de la fuerza de traccion (ver Materiales y Métodos
apartado 2.6.3.2), se halla el porcentaje de aumento o disminucion, utilizando la

siguiente férmula:

FT adiade sacrificio
media de FT grupo control adia de sacrificio

% disminucion 6 aumento FT = ( ) x 100 — 100
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Una vez obtenidos los porcentajes de aumento o disminucion, se comparan el

grupo control y el portador de tumor.

En A-CASCO la diminucion en la fuerza de traccion se clasifica en 4 grados (Tabla
27) a los cuales se les otorga una puntuacion de 0, 1, 2 0 4 dependiendo del grado

de disminucion respecto los animales controles.

Tabla 27. Clasificacion y puntuacion componente Actividad Fisica. En la tabla se
observa los parametros que componen el componente de Actividad Fisica, el
intervalo de los porcentajes de disminucion y los puntos correspondientes a cada

intervalo.

Punt " L
Componente | % untos Parametros | Disminucion | Puntos
totales
de 0a9,99% 0
Actividad de 10% a 3
total 20,99%
>de 21% 6
Actividad
10 10 de 0-4,99% 0
Fisica de 5% - .
Fuerza de 20,99%
T ..
raccion | 4e21%-30% | 2
>de 31% 4

2.2.4. ANOrexia (ANO)
La anorexia representa un 14% de la escala A-CASCO. Se calcula mediante la
medicion de la ingesta del animal (ver Materiales y Métodos apartado 2.6.4). De la
misma manera que en los componentes anteriores, en la anorexia se utilizan los
porcentajes de disminucion o aumento. Para calcular este porcentaje se utiliza la

siguiente férmula:
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% disminuciéon 6 aumento Ingesta

Ingesta a dia de sacrificio
=( - - __,)xlOO—lOO
media de la Ingesta grupo control a dia de sacrificio

Esta disminucién se clasifica en cuatro grados dependiendo del porcentaje de
disminucion de la ingesta comparado con los controles (Tabla 26) a los cuales se
les otroga una puntuacion de 0, 5, 7 o 10 dependiendo del grado de disminucion

respecto los animales controles.

Tabla 28. Clasificacion y puntuacion componente Anorexia. En la tabla se observa
los intervalos de los porcentajes de disminucién para el parametro de Anorexia y

los puntos correspondientes a cada intervalo.

Componente | % Puntos Parametros Valores Puntos
totales
de 0-4,99% 0
0, 1 0,
Anorexia (10| 10 Ingesta de 5% 19,99% >
de 20% a 29,99% 7
>30% 10

2.2.5. CALIDAD DE VIDA (CV)
El componente de Calidad de Vida representa un 10% de A-CASCO. Los
parametros medidos en este componente son: Signos de Malestar (SM),
Paradigma intruso-residente (IR) y Test de nado forzado (NF) (ver Materiales y

Métodos apartado 2.6.5).

Al igual que en los componentes anteriores, para dar la puntuacion final se tiene en
cuenta el porcentaje de disminuciéon segun corresponda, con la diferencia de que
en este componente no se compara el grupo portador de tumor con el grupo
control. La disminucion se calcula comparando el dia cero (dia en que el animal se
encontraba sano) con el dia de sacrificio, puesto que lo que se valora es el

deterioro de la calidad de vida de cada animal a causa de la progresion del tumor y
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el sindrome caquéctico asociado. Para calcular la diminucién o aumento tanto en
el paradigma intruso-residente como en el test de nado forzado, se utiliza la

siguiente férmula:

% disminucién calidad de vida

( Medicién B dia 0 ) % 100 — 100
Medicion C dia de sacrificio

Donde la medicién B y medicion C hacen referencia al valor obtenido en la

valoracién del animal en el intruso residente y nado forzado segun corresponda.

Los signos de malestar representan el 1% y se clasifican segun el nimero de
estos signos presentes en el mismo animal en 3 grados (Tabla 29) a los cuales se

les otorga una puntuacion de 0, 0,5y 1.

Para calcular la disminucién de interaccion de un animal portador de tumor
(paradigma intruso-residente), se realiza una medicién inicial a dia 0, y una final
el dia de sacrificio del animal. La disminucion de interaccion se clasifica en cuatro
grados segun el intervalo de disminucion donde se encuentre el valor (Tabla 29).

Este parametro representa un 4% de la puntuacion del componente.

La disminucién de los intentos de salida del agua (test de nado forzado) se
clasifica en tres grados segun el intervalo de disminuciéon del tiempo donde se

encuentre el valor (Tabla 29).
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Tabla 29. Clasificacion y puntuacion del componente Calidad de Vida. En la tabla
se observa los parametros que componen el componente de Calidad de vida, el

intervalo de los porcentajes de disminucion y los puntos correspondientes a cada

intervalo.
Componente | % Puntos Parametros Valores Puntos
totales
Signos de de0-2 0
mgalestar 3de6 0,5
406deb 1
de 0-9,99% 0
Calidad Paradigma de 10% - 30% 1
de 10 10 intruso-residente | de 31% - 60% 2
vida de 61% - 100% 4
de 0-9,99% 0
Test de nado de 10% a 30% 2
forzado de 31% -60% 3
de 61% - 100% 5

2.3. RESULTADOS PARA A-CASCO EN LOS MODELOS
EXPERIMENTALES DE CAQUEXIA CANCEROSA

A continuacion se presentan los resultados experimentales y estadisticos de los
tres modelos tumorales utilizados para el desarrollo de ACASCO. La presentacion
de los todos los resultados sigue el mismo formato en los tres casos:

1) La presentacion de los datos crudos de cada experimento (figuras 33 a 70);

2) en las Tablas 30 a 70 se muestran los porcentajes de variacion (disminucién
o incremento segun el parametro) entre valores del grupo control y valores del
grupo tumor. En estas tablas se refleja ya la imputacion de datos faltantes (que se
realizd segun se indica en el apartado 2.7.1 de Materiales y Métodos) para
completar los datos perdidos a causa de problemas con las técnicas de analisis,

por fallos experimentales o problemas propios del animal.
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3) el analisis estadistico se realizé sobre estos porcentajes de variacion que se
obtuvieron a partir de las férmulas descritas en el protocolo de aplicacién de A-

CASCO (ver apartado 2.2 de resultados A-CASCO).

2.3.1. MODELO EXPERIMENTAL HEPATOMA ASCITICO YOSHIDA AH-
130.
2.3.1.1 Pérdida de peso corporal y disminucién del peso del musculo
GSN en el modelo tumoral Yoshida AH-130.
2.3.1.1.1. Peso corporal
En la siguiente figura se observa el cambio del peso corporal de los animales
control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de
sacrificio. Se manifiesta que, a partir del dia 6 de crecimiento tumoral, el peso
corporal de los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto

los animales control (Figura 36).

Peso Corporal Yoshida AH-130
250 -
200 - *x *kk oAk
%k k%
« 150

100 @ Control

@ Tumor
50
O i

Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 11

Figura 36. Comparacién de peso corporal entre animales control y
portadores del tumor Yoshida AH-130. Los resultados son la media %
S.E.M. por 6 animales portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6, 8
y 10) y 4 animales portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 11), y 5
animales control en cada dia. Los resultados se expresan en gramos. Los
valores que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se
indican mediante ** p <0,01, ***p<0.001.
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En el caso del peso corporal, hay que tener en cuenta la inhibicién en el
crecimiento corporal a causa del tumor. Por este motivo la disminucion del peso se
corrige por el peso tedrico que el animal deberia haber tenido en caso de no haber

experimentado el crecimiento tumoral (Apartado 2.2.1 de Resultados ACASCO).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién del peso de los animales portadores de tumor con el grupo control,
y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 6 (p<0.001), y

a los dias 8 (p<0.001), 10 (p<0.001) y 11 (p<0.001) (Tabla 30).

Tabla 30. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la pérdida

de peso en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
2 -2,07 +£3,29 (5) 0+ 3,17 (6) 1,37 0,0933 0,43 -7,93 1,79
(@]
a . 4 -2,19+£2,51(5) 1,33+4,71 (6) 1,49 0,0845 0,44 -8,86 1,8
o
<
a g 6 -1,93 + 3,26 (5) 15,66 + 2,25 (6) 10,58 0,000 0,96 -21,36 -13,83
< QO
a) g 8 0+6,31(5) |30,16+3,97(6) 9,67 0,000 0,95 -37,21 -23,11
(S}
; 10 -4,95+1,25(5) | 41,33 +10,78 (6) 9,45 0,000 0,95 -57,35 -35,21
11 -0,93+5,45(4) | 44,2+7,59(5) 9,95 0,000 0,96 -55,86 -34,41

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.1.1.2. Muasculo GSN

En la siguiente figura se observa el cambio del peso del musculo GSN control
respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se
manifiesta que, a partir del dia 8 de crecimiento tumoral, el peso del musculo GSN
los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto los

animales control (Figura 37).
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Peso del musculo GSN

900 +
800 - *kk

700 - * Kk
600 -
500 -
400 -
300 -
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mg/100 g PI

@ Control

@ Tumor

Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 11

Figura 37. Comparacion del peso del musculo GSN entre animales
control y animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los
resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6, 8 y 10) y 4 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 11), y 5 animales control en cada dia. El peso del
musculo esta corregido por el peso inicial del animal (PI) (mg/g PI). Los
resultados se expresan en mg/100g PIA. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican mediante
* p<0.05, ** p <0,01, ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre el porcentaje
de disminucion del peso del musculo GSN de los animales portadores de tumor
con el grupo control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio 6 (p=0.0148), y a los dias 8 (p<0.001), 10 (p=0.0001) y 11 (p<0.001)

(Tabla 31).

2.3.1.2. Inflamacién y Alteraciones Metabdlicas

2.3.1.2.1. Inflamacién
En la siguiente figura se observa el cambio del nive los niveles plasmaticos del
ASA de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio

respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los
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niveles de ASA en los animales portadores del tumor a dia 2, 6, 10 y 11. (Figura

38).

Tabla 31. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon del peso del

musculo GSN modelo tumoral Yoshida AH-130.

Pardmetro sac?ill;cio CONTROL TUMOR t u:.il\zlaileorgl d:zT r:faerj:?o Ic
g - 2 0+1,9(5) 3,16 £ 4,44 (6) 1,47 0,0873 0,44 -8,02 1,69
% g 4 047,02 (5) 2,33+2,94 (6) 0,74 0,238 0,24 9,41 475
~ é' 6 0+4,87(5) 9,5+ 6,89 (6) 2,58 0,0148 0,65 |-17,82 -1,17
‘% 3 8 0+4,39 (5) 28,33+2,58(6) | 13,35 0,000 097 |-33,13 -23,53
§ ; 10 0+ 34,16 (5) 34,16 £13,04 (6) | 5,736 0,0001 0,88 -47,64 -20,69
= 11 -5,44 + 2,6 (4) 36,8+10,1(5) | 8,044 0,000 0,95 |-54,66 -29,82

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto

y el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

ng/ml
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ASA Yoshida AH-130

* %k %
¥
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40
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20
10
0 : : : : : :
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Tdia2 Tdia4 Tdia6 Tdia8 Tdia10 Tdia 11

Figura 38. Comparacion de los niveles plasmaticos de Amiloide

Sérico A entre animales control y animales portadores del tumor

Yoshida AH-130. Los resultados son la media + S.E.M. por 4 animales
portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 2, 6 y 10), 5 animales
portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 4 y 8), y 3 animales portadores

del tumor Yoshida AH-130 (dia 11); y 5 animales control. Los resultados se

expresan en ng/ml. Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t de Student se indican mediante * p<0.05, ** p <0,01.
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Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién del nivel de ASA de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio dia 2
(p=0.0147); dia 4 (p<0.001); dia 6 (p<0.001;); dia 8 (p=0.025); dia 10 (p=0.001); y

a dia 11 (p=0.005) (Tabla 32).

Tabla 32. Resultados del analisis estadistico para la disminucion de los niveles plasmaticos

del ASA en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

< 2 3,43+0(5) -50,8 + 46,49 (6) 2,58 0,0147 0,65 6,76 101,7
8 4 3,43+0(5) -50,28 + 15,16 (6) 7,84 0,000 0,93 38,23 69,2
'
u 6 3,43+0(5) -39,83 £ 22,03 (6) 4,35 0,0009 0,82 20,76 65,76
w
g 8 3,64 + 26,32 (5) -34,95 + 29,68 (6) 2,25 0,0252 0,6 -0,08 77,28
§ 10 3,43+0(5) -76,81 + 29,02 (6) 6,12 0,0001 0,89 50,61 109,88
<

11 7,45 + 28,66 (4) -59,4 +29,12 (5) 3,44 0,0054 0,79 20,95 112,74

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la IL-6 de
los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los
animales control. Se manifiesta que, a partir del dia 2 de crecimiento tumoral, el
nivel de la IL-6 de los animales portadores de tumor aumenté significativamente

respeto a los animales control (Figura 39).
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Figura 39. Comparacion de los niveles plasmaticos de IL-6
entre animales control y animales portadores del tumor
Yoshida AH-130. Los resultados son la media + S.E.M. por 6 animales
portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 2), 3 animales portadores del
tumor Yoshida AH-130 (dia 4, 6, 8,10) y 1 animal portador del tumor
Yoshida AH-130 (dia 11); y 6 animales control. Los resultados se expresan
en pg/mL. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t-
Student se indican mediante * p<0.05, ** p <0,01.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion del nivel de IL-6 de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio dia 2
(p<0.001); dia 4 (p<0.001); dia 6 (p<0.001); dia 8 (p=0.001); y a dia 10 (p=0.007)

(Tabla 33).

2.3.1.2.2. Alteraciones Metabdlicas

En la siguiente figura se observa el cambio del los niveles plasmaticos de la
Albumina de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta una disminucion significativa en los
niveles de Albumina en los animales portadores del tumor a dia 4, 6 y 11. (Figura

40).
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Tabla 33. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de los

niveles plasmaticos de la IL- 6 en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
- +
2 0+0(5) 541’08(6_) 160,62 7,46 0,000 0,92 377,09 705,08
- +
4 0+0(5) 182'1?6_) 41,06 9,82 0,000 0,95 140,25 224,09
- +
3 6 0+0(5) 799’33(6_) 172,89 10,24 0,000 0,96 622,81 975,85
-472,6 £ 261
8 -5,88 + 13,14 (5) '6(6) 61,68 3,94 0,0017 0,79 199,28 734,16
- +
10 0+0(5) 132'6?6; 97,81 3 0,0074 0,7 32,79 232,53

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

g/dL

3,1
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Figura 40. Comparacion de los niveles plasmaticos de Albimina entre

animales control y animales portadores del tumor Yoshida AH-130.

Los resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6, 8, 10) y 3 animales portadores del tumor

Yoshida AH-130 (dia 11);

y 30 animales control.

Los resultados se

expresan en g/dL. Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t-Student se indican mediante * p<0.05, ** p <0,01 y ***p<0,001.

Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se

aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
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de disminuciéon de los niveles plasmaticos de la Albumina de los animales
portadores de tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas
a partir de dia de sacrificio 4 (p=0.0126), dia 6 (p=0.0045) y dia 11 (p=0.0057)

(Tabla 34).

Tabla 34. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de

los niveles plasmaticos de la Albumina en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Pardmetro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

2 2,35+2,43 (5) 6,46 £ 9,84 (6) 0,9 0,1949 0,28 -14,4 6,18
< 4 -6,96 + 7,16 (5) 2,53 +4,52 (6) 2,68 0,0126 0,66 -17,49  -1,48
g 6 -1,67 £ 6,6 (5) 8,01+ 2,67 (6) 3,31 0,0045 0,74 |-1631 -3,07
% 8 1,46 + 3,89 (5) 1,54 +5,19 (6) 0,02 0,4887 0,01 -6,46 6,3
<

10 4,99 + 4,66 (5) 1,96 +4,58 (6) 1,08 0,1531 0,34 -3,29 9,36

11 -0,35 + 3,88 (4) 7,24 + 2,84 (5) 3,4 0,0057 0,79 -12,87 -2,31

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de los
Triglicéridos de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los
niveles de los triglicéridos en los animales portadores del tumor a dia 4, 6, 8 y 10.

(Figura 41).
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Figura 41. Comparacion de los niveles plasmaticos de los
triglicéridos entre animales control y animales portadores del tumor
Yoshida AH-130. Los resultados son la media * S.E.M. por 6 animales
portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 2, 6, 8, 10), 5 animales
portadores del tumor Yoshida AH-130 (dia 4) y 3 animales portadores del
tumor Yoshida AH-130 (dia 11); y 30 animales control. Los resultados se
expresan en mg/dL. Los valores que son significativamente diferentes en

la prueba t-Student se indican mediante ** p <0,01 y ***p<0,001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion delos niveles plasmaticos de Triglicéridos de los animales
portadores de tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas
a partir de dia de sacrificio 2 (p=0.0122), dia 4 (p=0.0038), dia 6 (p=0.0012), dia 8

(p=0.0101), dia 10 (p=0.127) (Tabla 35).

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la
glucosa de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta una disminucién significativa en los
niveles de glucosa en los animales portadores del tumor a dia 4, 8, 10 y 11. (Figura

42).
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Tabla 35. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminucion de los niveles

plasmaticos de los Triglicéridos en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
2 -33,58 £26,81 (5) | 15,14 32,04 (6) 2,69 0,0122 0,66 -89,6 -7,86
- +

- 4 -2,26 £23,7 (5) 166'28(6_) 103,88 3,42 0,0038 0,75 55,76 272,28
(@]
a -1 +81,2
& 6 4,62 +13,36 (5) 49'9(86) 81,27 4,17 0,0012 0,81 70,74 238,48
@]
] -114,13 + 75,54
g 8 -15,88 + 18,76 (5) ! (36) > 2,81 0,0101 0,68 19,24 177,25
'_

10 39,52 +52,15(5) | -64,13 +72,03 (6) 2,67 0,0127 0,66 16,03 191,28

11 15,12 + 49,42 (4) -9,94 + 23,08 (5) 1,01 0,1716 0,35 -33,24 83,38

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamano de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

mg/dL

Figura 42. Comparacion de los niveles plasmaticos de la glucosa
entre animales control y animales portadores del tumor Yoshida AH-
130. Los resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del
tumor Yoshida AH-130 (dia 2, 6, 8, 10), 5 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 4) y 3 animales portadores del tumor Yoshida AH-
130 (dia 11); y 30 animales control. Los resultados se expresan en mg/dL.

Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t-Student
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Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se

aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
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de disminucién del nivel de la glucosa de los animales portadores de tumor con el
grupo control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio
4 (p=0.0001), dia 6 (p=0.0182), dia 8 (p<0.001); dia 10 (p=0.0054); dia 11

(p<0.001) (Tabla 36).

Tabla 36. Resultados del analisis estadistico para la disminucién de los niveles

plasmaticos de glucosa en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
Efecto
2 12,45 + 13,34 (5) 2,15 +31,85 (6) 0,67 0,2596 0,21 -24,42 45,02
4 -20,63 £12,52 (5) 12,52 +£9,21 (6) 5,92 0,0001 0,89 -53,59 -23,97
<
38 6 -2,8 + 16,64 (5) 16,45 + 9,08 (6) 2,44 0,0185 0,63 -37,06  -1,45
O
g 8 -0,44 + 8,23 (5) 28,29 + 8,15 (6) 5,79 0,0001 0,88 |-39,94 -17,52
10 8,44 + 22,32 (5) 39,71 +8,41 (6) 3,19 0,0054 0,72 -53,38 -9,14
11 0,98 +12,42 (4) | 41,98+10,12(5) | 5,47 0,0005 0,9 58,71 -23,28

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio del porcentaje de hematocrito de los
animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los
animales control. Se manifiesta un aumento significativo en el porcentaje del

hematocrito en los animales portadores del tumor a dia 8, 10 y 11. (Figura 43).
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Figura 43. Comparacion del porcentaje de hematocrito entre animales
control y animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los
resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6, 8 y 10) y 3 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 11), y 5 animales control en cada dia. Los resultados
se expresan en porcentaje. Los valores que son significativamente
diferentes en la prueba t de Student se indican mediante * p<0.05, *** p
<0,001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre el porcentaje
de disminucion del hematocrito de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 2
(p=0.0108); dia 4 (p=0.021); dia 8 (p=0.0168); dia 10 (p=0.002), y dia 11 (p<0.001)

(Tabla 37).

2.3.1.3. Actividad Fisica

2.3.1.3.1. Actividad total
En la siguiente figura se observa el cambio en la actividad total de los animales
portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los animales
control. Se manifiesta una disminucién significativa en la actividad total en los

animales portadores del tumor a dia 6, 8 10 y 11. (Figura 44).
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Tabla 37. Resultados del analisis estadistico para la disminucion del porcentaje del

hematocrito en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
2 -3,86 4,71 (5) 3,33+3,88(6) 2,77 0,0108 0,67 |-13,05 -1,33
|9 4 3,5+2,7(5) -4,75 + 7,41 (6) 2,34 0,0217 0,61 0,3 16,21
g 6 -0,72+£2,81(5) -1,39£5,58 (6) 0,24 0,4078 0,08 -5,58 6,91
'_
< 8 1,23 3,01 (5) -5,24 + 5,06 (6) 2,5 0,0168 0,64 0,62 12,34
T 10 0,46 2,2 (5) -18,77+11,12(6) | 3,77 0,0022 0,78 7,7 30,77
11 0,51+ 4,73 (4) -21,59+2,12(5) | 9,43 0,000 0,96 16,56 27,64

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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Figura 44. Comparacion de la actividad total entre los animales
control y los animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los
resultados son la media + S.E.M. por 5 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4) y animales portadores del tumor Yoshida AH-
130 (dia 8, 10 y 11), y 17 animales control. Los resultados se expresan en
nuimero de movimientos. Los valores que son significativamente diferentes

en la prueba t de Student se indican mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se

aplicdé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
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disminucion de la actividad total de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio dia 2
(p=0.031), dia 4 (p=0.020); dia 6 (p=0.009); dia 8 (p=0.003); dia 10 (p<0.001); y a
dia 11 (p<0.001) (Tabla 38).

Tabla 38. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon la

Actividad total en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

g 2 -1,33 + 3,18 (5) -6,83 + 4,99 (6) 2,11 0,0316 0,57 0,37 11,37
é 4 2,6 +10,23 (5) 14 £ 5,25 (6) 2,39 0,0202 0,62 -22,17  -0,62
Q

<zE = 6 -5,98 + 7,27 (5) 12 +12,16 (6) 2,89 0,009 0,69 -32,07 -3,9

'_

ge 8 246,36 (5) 29,5 + 16,32 (6) 3,52 0,0032 0,76 45,15  -9,84
)

g 10 0+7,1(5) 60,66 + 21,65 (6) 5,95 0,0001 0,89 -83,71 -37,62
‘g 11 -0,43 0 (4) 64,75 + 14,92 (5) 8,61 0,000 0,95 -83,07 -47,28

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.1.3.2. Fuerza de Traccion

En la siguiente figura se observa el cambio de la Fuerza de traccion de los
animales portadores de tumor respecto a los controles en los distintos dias de
sacrificio. Se manifiesta una disminucion de la fuerza de traccion en los animales
portadores del tumor a partir de dia 6 (Figura 45).

Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se
aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre la
disminucion de la Fuerza de traccion de los animales portadores de tumor respecto
a los animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio dia 6 (p=0.005); dia 8 (p=0.004); dia 10 (p=0.009); y a dia 11 (p<0.001)

(Tabla 39).
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Figura 45. Comparacion de la Fuerza de traccion entre los animales
control y los animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los
resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6 y 10) y 5 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 8 y 11), y 5 animales control. Los resultados se
expresan en g / g Peso inicial. Los valores que son significativamente
diferentes en la prueba t de Student se indican mediante * p<0.05, ** p
<0,01, ***p<0.001.

Tabla 39. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién de la

Fuerza de tracciéon en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Pardmetro o CONTROL TUMOR t i del IC
Sacrificio Unilateral
efecto

N 2 0+6,26 (5) 0,5+9,16 (6) 0,1 0,4602 0,03 -11,45 10,463
o
s % 4 06,78 (5) 17,83 +39,97 (6) 0,97 0,177 0,3 -59,11 23,445
w O
\% S 6 0+2,28(5) 14,83 £ 10,22 (6) 3,15 0,72 -25,47 -4,185
= <
Qe 8 0+7,7(5) 12,75 + 4,83 (6) 3,35 0,74 21,34 -4,15
Z w
s o 10 04,49 (5) 35,41 + 26,94 (69) 2,88 0,69 63,22 -7,6
(%]
o 11 -0,15+ 12,33 (4) 48,2 +15,7 (5) 5,02 0,88 -71,13 -25,58

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.1.4. Anorexia

En la siguiente figura se observa el cambio en la ingesta de los animales control
respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se

manifiesta una disminucién en la ingesta en los animales portadores del tumor a

partir de dia 6 (Figura 46).
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Figura 46. Comparacion de la ingesta entre animales control y

animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los resultados

son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor Yoshida
AH-130 (dia 2, 4, 6 y 10) y 5 animales portadores del tumor Yoshida

AH-130 (dia 8 y 11), y 5 animales control. Los resultados se expresan

en gramos corregidos por el peso inicial del animal. Los valores que

son significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante * p<0.05, ** p <0,01, ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre la
disminucion de la ingesta de los animales portadores de tumor respecto a los
animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de

sacrificio 6 (p=0.007); dia 8 (p=0.002); dia 10 (p=0.010); y a dia 11 (p=0.001)

(Tabla 40).
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Tabla 40. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de la

Ingesta en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto
pa 2 04,18 (5) 0+7,64(6) 0 0,5 0 -8,68 8,68
(%]
& 4 0+5,14 (5) -2+17,41(6) 0,24 0,4059 0,08 -16,44 20,44
Z
= 6 09,43 (5) 14,33 £ 6,31 (6) 3,01 0,0073 0,7 -25,09  -3,57
O
S 8 -1,8+12,4(5) 20,4 £ 6,88 (6) 3,76 0,0022 0,78 -35,52  -8,87
Z
S 10 -0,2+3,7 (5) 23,66 + 18,56 (6) 2,8 0,0103 0,68 43,12 -4,61
(%]
[a) 11 0,25+ 7,71 (4) 23 +8,15(5) 4,25 0,0019 0,84 -35,39 -10,1

En la tabla se muestra la media £ desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.1.5.

2.3.1.51.

Calidad de Vida

Signos de Malestar

En este parametro no fue necesaria la imputaciéon de datos perdidos. Solo se muestran los

resultados estadisticos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas a dia 4 (p<0.001); dia 6

(p<0.001); dia 8 (p<0.001); dia 10 (p<0.001); y dia 11 (p<0.001) (Tabla 41).

Tabla 41. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon de los

Signos de Malestar en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
4 0+0(5) 0,83 £ 0,64 (6) 4,5 0,0007 0,83 -1,25 -0,41
a g 6 0+0(5) 2,16 £0,4 (6) 11,78 0,000 0,96 -2,58 -1,75
[%)]
C23 Q 8 0+0(5) 1,83 +0,75 (6) 5,38 0,0002 0,87 -2,6 -1,06
<
g = 10 0+0(5) 340,63 (6) 10,51 0,000 0,96 -3,64 -2,35
11 0+0(4) 4,2 +0,44 (5) 18,52 0,000 0,99 -4,73 -3,66

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

y tamafio de la muestra entre

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.1.5.2. Paradigma Intruso — Residente
En la siguiente figura se observa el cambio en la interaccién entre el animal
residente y el intruso de los animales control respecto a los animales portadores de
tumor en los distintos dias de sacrificio. Se manifiesta una disminucion en la

ingesta en los animales portadores del tumor a partir de dia 8 (Figura 47).

Paradigma intruso - residente Yoshida AH-130

120 -

100 -

* %
80 - *%
60 - * %

mControl
40 -

@Tumor

20 -

Tiempo (%) interesado en el intruso

DO D2 D4 D6 D8 D10 D 11

Figura 47. Comparacion del paradigma intruso residente entre
animales control y animales portadores del tumor Yoshida AH-130.
Los resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6 y 10) y 5 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 8 y 11), y 5 animales control. Los resultados se
expresan en tiempo (%) interesado en el intruso. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican mediante
**p <0,01, **p<0.001.
Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucion en el Paradigma Intruso - Residente de los animales portadores de
tumor respecto a los animales control, y se observaron diferencias significativas en
la interaccion entre el animal residente con el intruso a dia 2 (p=0.046); dia 4

(p<0.001); dia 6 (p<0.001); dia 8 ( p<0.001); dia 10 (p=0.002); y dia 11 (p<0.001)

(Tabla 42).
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Tabla 42. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién en el

Paradigma Intruso — Residente en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

o) 2 -10,2 +33,1 (5) 18+ 15,1 (6) 1,88 0,0464 0,53 62,13 5,73
>
E w 4 -38,8 + 25,52 (5) 12,83 +10,51 (6) 4,55 0,0007 0,83 -77,29 -25,96
Z =
>z 6 -53,6+32,2(5) | 26,33+24,27(6) | 4,7 0,0006 0,84 -118,4 -41,47
O A
S 3 8 -8,2 +22,46 (5) 43 £ 16,01 (6) 4,41 0,0008 0,82 77,43 -24,96

o
g 10 -18,8 +34,12 (5) 66,33 + 36,99 (6) 3,93 0,0017 0,79 -134,1 -36,16
(%]
a 11 -39,25 + 26,63 (4) 73 +39,1 (5) 4,87 0,0009 0,87 -166,7 -57,81

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.1.5.3. Test de Natacion Forzada

En la siguiente figura se observa el cambio en los intentos de salida del agua de

los animales control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos

dias de sacrificio. Se manifiesta una disminucidn en el test de natacion forzada en

los animales portadores del tumor a dia 4, 8, 10y 11 (Figura 48).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se

aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la

disminucion del Test de natacién forzado de los animales portadores de tumor

respecto a los animales control, y se observaron diferencias significativas a partir

de dia de sacrificio 2 (p=0.037); dia 4 (p=0.002); dia 8 (p=0.012); dia 10 (p<0.001);

y dia 11 (p<0.001) (Tabla 43).
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Figura 48. Comparacion del test de Natacion Forzada entre animales

control y animales portadores del tumor Yoshida AH-130. Los

resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
Yoshida AH-130 (dia 2, 4, 6 y 10) y 5 animales portadores del tumor

Yoshida AH-130 (dia 8 y 11), y 5 animales control. Los resultados se

expresan en tiempo (%) de intentos de salir del agua. Los valores que son

significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican mediante
* p<0.05, ** p <0,01, ***p<0.001.

Tabla 43. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién en el

Test de natacion forzada en el modelo tumoral Yoshida AH-130.

Dia P. valor Tamafio
Pardmetro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

o 2 11,4 +19,91 (5) 34,83 + 18,65 (6) 2,01 0,55 -49,76 2,9
a
<ZK 4 15,5+ 13,35 (5) 55,6 + 20,11 (6) 3,79 0,78 -63,98 -16,21

(@]
S 2 6 24 +12,22 (5) 8+17,53 (6) 1,71 0,49 -5,1 37,1
S N
2 g 8 1,75+ 29,64 (5) 50,75 + 30,29 (6) 2,69 0,66 -90,1 -7,89
< -
E 10 0,6 +27,25 (5) 85,66 + 17,01 (6) 6,34 0,9 -115,4 -54,71
e 11 15,66 + 10,65 (4) 87,6 £ 10,96 (5) 9,89 0,96 -89,12 -54,74

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.2. MODELO EXPERIMENTAL CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS (LLC)

2.3.2.1. Pérdida de peso corporal y disminuciéon del peso del musculo

GSN en el modelo tumoral LLC.

2.3.2.1.1. Peso corporal

En la siguiente figura se observa el cambio del peso corporal de los animales
control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de
sacrificio. Se manifiesta que, a partir del dia 14 de crecimiento tumoral, el peso
corporal de los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto

los animales control (Figura 49).

En el caso del peso corporal, hay que tener en cuenta la inhibicién en el
crecimiento corporal a causa del tumor. Por este motivo la disminucion del peso se
corrige por el peso tedérico que el animal deberia haber tenido en caso de no haber

experimentado el crecimiento tumoral (Apartado 2.2.1 de Resultados A-CASCO).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion del peso de los animales portadores de tumor con el grupo control,
y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 10 (p<0.001);

dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y a dia 20 (p<0.001) (Tabla 44).
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Figura 49. Comparacion del peso entre animales control y animales
portadores del tumor LLC. Los resultados son la media + S.E.M. por 6
animales portadores del tumor LLC (dia 4, 6, 10 y 14 y 18) y 7 animales
portadores del tumor LLC (dia 20), y 5 animales control en cada dia. Los
resultados se expresan en mg. Los valores que son significativamente

diferentes en la prueba t de Student se indican mediante ***p<0.001.

Tabla 44. Resultados del analisis estadistico para la pérdida de peso en el modelo tumoral

LLC.
Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

4 0+0(5) 0,5+6,15 (6) 0,18 0,4306 0,06 -6,78 5,78
(@]
A] 6 0+0(5) -0,5+2,73 (6) 0,4 0,3476 0,13 -2,29 3,29
o g
W e 10 0+0(5) 8,83 + 2,85 (6) 6,84 0,000 0,91 -11,75  -5,91
< a.
Sz 14 0+0(5) 17,5 + 5,08 (6) 7,61 0,000 0,93 222,69 -12,3
(SN}
\g 18 0+0(5) 22 +5,65 (6) 8,61 0,000 0,94 -27,77  -16,22

20 0+0(5) 30,85+3,13(7) | 21,72 0,000 0,99 34,02 -27,69

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.2.1.2. Musculo GSN

En la siguiente figura se observa el cambio del peso del musculo GSN control
respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se
manifiesta que, a partir del dia 10 de crecimiento tumoral, el peso del musculo
GSN los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto los

animales control (Figura 50).

Peso GSN LLC
800
700 - HEx ook o *k ok
600 +

* %k ¥

n

o

o
I

400 - mControl
300 OTumor
200 +
100 +

0 - —
Dia 4 Dia 6 Dia 10 Dia 14 Dia 18 Dia 20

mg /100 g PI

Figura 50. Comparaciéon del peso del musculo GSN entre animales
control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados son la
media £ S.E.M. por 6 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 6, 10 y 14
y 18) y 7 animales portadores del tumor LLC (dia 20), y 5 animales control
en cada dia. El peso del musculo esta corregido por el peso inicial del
animal. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t de

Student se indican mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion del peso del musculo GSN de los animales portadores de tumor
con el grupo control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio 10 (p<0.001); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y a dia 20 (p<0.001).

(Tabla 45).
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Tabla 45. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion del

peso del musculo GSN en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto
o 4 -26,2 £4,81 (5) -30,16 £ 4,79 (6) 1,36 0,1029 0,41 -2,61 10,54
(%]
g Z 6 0,2+2,5(5) -2,5+6,65 (6) 0,87 0,2034 0,27 -4,31 9,71
[G]

5 9 10 0+3,08(5) 16,66 + 6,08 (6) 5,52 0,0002 0,87 23,49 -9,84
(S
23 14 0,2 £1,48 (5) 26,33+£11,27(6) | 5,17 0,0003 0,86 38,12 -14,94
=5
% = 18 05,52 (5) 30,83 +6,88 (6) 8,06 0,000 0,93 -39,48 -22,18
a

20 543,74 (5) 35,93+5,19(7) | 11,32 0,000 0,96 37,02 -24,85

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamano de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.2.2. Inflamacién y Alteraciones metabdlicas

2.3.2.2.1. Inflamacion

En la siguiente figura se observa el cambio del nive los niveles plasmaticos del

ASA de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio

respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los

niveles de ASA en los animales portadores del tumor a partir de dia 6. (Figura

51).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se

aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje

de disminucién del nivel de ASA de los animales portadores de tumor con el grupo

control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 4

(p=0.012); dia 6 (p=0.020); dia 10 (p<0.001); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y

dia 20 ( p<0.001) (Tabla 46).
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Figura 51. Comparacién de los niveles plasmaticos del ASA entre
animales control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados
son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 6,
10 y 18), y 4 animales portadores del tumor LLC (dia 14 y 20), y 12
animales control. Los resultados se expresan en ng/mL. Los valores que
son significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante p<0.05, p<0.01 y ***p<0.001.

Tabla 46. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon en los

niveles plasmaticos del ASA en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

4 16,1+ 22,05 (5) -21,09 + 23,16 (6) 2,7 0,012 0,67 6,13 68,26
<
8 6 -0,84 27,37 (5) -60,9 49,91 (6) 2,49 0,0201 0,63 3,3 116,82
e 10 2,68+11,02(5) |[-91,33+41,84(69| 4,84 0,0005 0,85 50,13 137,91
(%]
i - +
g 14 -2,48 £7,46 (5) 322’39(6_)112’32 6,29 0,0001 0,9 205,02 434,8
]}
<§( 18 11,1+22,18(5) -58,19 + 20,37 (6) 5,39 0,0002 0,87 40,26 98,33

20 -26,57 £ 36,47 (5) 56,15+ 9,07 (7) 5,85 0,0001 0,88 -114,2  -51,26

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la IL-6 de

los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los
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animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los niveles de IL-6 en

los animales portadores del tumor a dia 6, 10 y 14. (Figura 52).

IL-6 LLC
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Control TDia4 TDia6 TDia10 T Dia14 T Dia18 T Dia 20

Figura 52. Comparacion de los niveles plasmaticos de la IL-6 entre
animales control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados
son la media + S.E.M. por 4 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 14
y 18), 3 animales portadores del tumor LLC (dia 6 y dia 20), y 5
portadores del tumor LLC (dia 10) y 12 animales control. Los resultados
se expresan en pg/mL. Los valores que son significativamente diferentes

en la prueba t de Student se indican mediante *p<0.05y **p<0.01.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién del nivel de IL-6 de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 6

(p<0.001); dia 10 (p<0.001); y dia 14 (p<0.002) (Tabla 47).

2.3.2.2.2. Alteraciones metabdlicas
En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la
Albumina de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio

respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los
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niveles de Albumina en los animales portadores del tumor a partir dia 10. (Figura

53).

Tabla 47. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon de los

niveles plasmaticos de la IL- 6 en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
4 -0,38 + 29,44 (5) 15,33 £53,93 (6) 0,58 0,288 0,19 -77 45,56
- +
6 -8,81+19,71 (5) 158'9?6; 13,44 15 0,000 0,98 127,52 172,8
10 50,87 +69,89 (5) -145,4 + 49,3 (6) 5,46 0,0002 0,87 114,98 277,57
(Vo]
! - +
= 14 0+0(5) 123'0(16; 75,69 3,6 0,0029 0,76 45,73 200,3
18 19,34 +43,23 (5) | -54,32+92,54 (6) | 1,62 0,0691 0,47 28,73 176,07
-17,45 + 111,7
20 -61,01 + 35,63 (5) ! 5(7) 76 0,83 0,2125 0,25 -160,3 73,15

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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Figura 53. Comparacion de los niveles plasmaticos de la Albumina

entre animales control y animales portadores del tumor LLC. Los

resultados son la media + S.E.M. por 1 animal portador del tumor LLC (dia

4 y 6), 6 animales portadores del tumor LLC (dia 10 y 18), 4 animales

portadores del tumor LLC (dia 18) y 7 animales portadores del tumor LLC

(dia 20), y 17 animales control. Los resultados se expresan en gr/dL. Los

valores que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se

indican mediante ***p<0.001.
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Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparaciéon entre los niveles
plasmaticos de la Albumina de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 10

(p<0.001); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y a dia 20 (p=0.012) (Tabla 48).

Tabla 48. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion de los

niveles plasmaticos de la Albumina en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

< 10 -7,87 £ 6,57 (5) 31,222 £9,38 (6) 7,82 0,000 0,934 -50,4 -27,783
g 14 -5,649 + 8,59 (5) 29,47 + 4,05 (6) 8,952 0,000 0,948 -43,99 -26,244
\E 18 -1,27 £ 9,87 (5) 31,383 +5,38(6) | 6,996 0,000 0,919 -43,21 -22,094
<

20 8,389 + 20,75 (5) 29,727 £5,15 (7) 2,656 0,012 0,643 -39,24  -3,437

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra
entre paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el

tamario del efecto y el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de los
Triglicéridos de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los
niveles de los triglicéridos en los animales portadores del tumor a dia 10 y 14

(Figura 54).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion del nivel de Triglicéridos de los animales portadores de tumor con
el grupo control, y se observaron diferencias significativas a dia de 10 (p=0.008);

dia 14 (p<0.001); y dia 20 (p=0.028) (Tabla 49).
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Figura 54. Comparacion de
triglicéridos entre animales control y animales portadores del tumor
LLC. Los resultados son la media + S.E.M. por 1 animales portadores del
tumor LLC (dia 4), 3 animales portadores del tumor LLC (dia 6), 6
animales portadores del tumor LLC(dia 10, 14 y 18)
portadores del tumor LLC (dia 20), y 10 animales control. Los resultados

se expresan en mg/dL. Los valores que son significativamente diferentes

los niveles plasmaticos de

en la prueba t de Student se indican mediante ***p<0.001.

y 7 animales

los

Tabla 49. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion de los

niveles plasmaticos de los Triglicéridos en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
- +

8 10 8,40 + 46,26 (5) 149'26(5) 112,76 2,908 0,0087 0,696 35,028 280,303
=)

‘é 14 10,70 + 2,60 (5) -58,66 + 21,73 (6) | 7,031 0,000 0,92 47,049 91,687
g 18 -15,24 + 26,66 (5) | -9,57 +41,02 (6) 0,265 0,3986 0,088 -54,12 42,78
o

= 20 51,39 £ 53,26 (5) -0,18 £29,84 (79 2,156 0,0282 0,563 -1,715 104,885

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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En la siguiente figura se observa el cambio del nive los niveles plasmaticos de la
glucosa de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los

niveles de glucosa en los animales portadores del tumor a dia 4 (Figura 55).

Glucosa LLC
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Figura 55. Comparaciéon de los niveles plasmaticos de la Glucosa
entre animales control y animales portadores del tumor LLC. Los
resultados son la media + S.E.M. por 3 animales portadores del tumor LLC
(dia 4), 1 animal portador del tumor (dia 6), 6 animales portadores del
tumor LLC (dia 10, 14 y 18) y 7 animales portadores del tumor LLC (dia
20), y 13 animales control en cada dia. Los resultados se expresan en
mg/dL. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t de

Student se indican mediante ** p <0,01,

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién del nivel de la glucosa de los animales portadores de tumor con el
grupo control, y se observaron diferencias significativas a dia 4 de sacrificio

(p=0.013) (Tabla 50).

169



RESULTADOS A-CASCO

Tabla 50. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon en los

niveles plasmaticos de la Glucosa en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

4 5,91+ 14,46 (5) -10,09 £ 3,5 (6) 2,647 0,0133 0,662 2,329 29,69
< 10 4,40+13,44 (5) | -10,26 +15,17(6) | 1,678 0,0638 0,488 -5,103 34,428
o
g 14 -1,32+7,89 (5) -7,05+12,28 (6) 0,895 0,1971 0,286 -8,744 20,188
-
2 18 -0,02 £ 6,74 (5) 19,01 £ 28,17 (6) 1,465 0,0885 0,439 -48,46 10,366

20 2,02 £ 10,25 (5) -9,79+51,99 (7) 0,495 0,3157 0,155 -41,4 65,048

En la tabla se

muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio del porcentaje de Hematocrito de los

animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio

respecto a los

animales control. Se manifiesta una disminucion significativa en el porcentaje del

hematocrito en los animales portadores del tumor a dia de sacrifico 10, 14, 18 y 20.

(Figura 56).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se

aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre el porcentaje

de disminucion del Hematocrito de los animales portadores de tumor con el grupo

control, y se observaron diferencias significativas a dia de sacrificio 10 (p<0.001);

dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y dia 20 (p<0.001).
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Hematocrito LLC

70,0 ~
60,0 -
50,0
40,0
ES
30,0
20,0 -
10,0 -

0,0 - :
Control

HH

% %k %
%k 3k %k %k %k x

%k 3k %k

H

H

T T T 1

Tdia4 Tdia10 Tdia14 Tdia18 T dia20

Figura 56. Comparaciéon del porcentaje de Hematocrito entre
animales control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados
son la media + S.E.M. por 4 animales portadores del tumor LLC (dia 4 y
18), 6 animales portadores del tumor LLC (dia 14) y 7 animales
portadores del tumor LLC (dia 20), y 16 animales control. Por problemas
de obtencién de muestra a dia 6 no fue posible realizar el analisis del
hematocrito. Los resultados se expresan en %. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican

mediante ***p<0.001.

Tabla 51. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién del

Hematocrito en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

o 4 3,58 + 12,50 (5) 5,35+ 8,79 (6) 0,276 0,3945 0,092 -16,29 12,753
E 10 -0,86 + 5,03 (5) 65,53 +4,22 (6) 23,836 0,000 0,992 -72,7 -60,096
[@)
,9 14 -1,69 £ 3,68 (4) 54,56 + 7,70 (6) 14,882 0,000 0,98 -64,82 -47,711
<
2 18 0+0(5) 50,4+ 2,34 (6) | 47,661 0,000 0,998 |-52,79 -48,007
T

20 0+0(5) 45,17 £8,04 (7) | 12,385 0,000 0,969 | -53,3 -37,045

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.2.3. Actividad Fisica

2.3.2.3.1. Actividad total
En la siguiente figura se observa el cambio en la Actividad total de los animales
portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los animales
control. Se manifiesta una disminucién significativa en la Actividad total en los

animales portadores del tumor a partir de dia 6 (Figura 57).
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Figura 57. Comparacion de la Actividad total ente animales control y
animales portadores del tumor LLC. Los resultados son la media £ S.E.M. por
5 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 14 y 18), 6 animales con tumor (dia
6y 10) y 7 animales portadores del tumor LLC (dia 20), y 5 animales control en
cada dia. Los resultados se expresan en numero de movimientos. Los valores
que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucioén de la Actividad total de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a partir a dia de sacrificio 6
(p=0.006); dia 10 (p<0.001); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p=0.003); y dia 20

(p<0.001). (Tabla 52).
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Tabla 52. Resultados del analisis estadistico para la disminucién de la Actividad total en el

modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

% 4 -0,96 + 11,74 (5) -5,8+ 19,37 (6) 0,48 0,3191 0,16 -17,66 27,34
E 6 -0,25 + 10,3 (5) 16,16 + 7,38 (6) 3,08 0,0066 0,71 28,47 -4,35
Q

<Z’: = 10 0+3,24(5) 43,83 + 8,54 (6) 10,76 0,000 0,96 -53,04 -34,62

'_

ge 14 017,69 (5) 55,61+21,64(6) | 4,59 0,0006 0,83 -82,98 -28,23
-]

g 18 0+5,7(5) 58,5 + 37,57 (6) 3,41 0,0038 0,75 97,21 -19,79
‘é’ 20 0,2 +22,28(5) 78 £ 6,05 (7) 8,94 0,000 0,94 -97,18 -58,41

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.2.3.2. Fuerza de Traccion

En la siguiente figura se observa el cambio de la Fuerza de traccion de los

animales portadores de tumor respecto a los controles en los distintos dias de

sacrificio. Se manifiesta una disminucion de la fuerza de traccion en los animales

portadores del tumor a partir de dia (Figura 58).

Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se

aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la

disminucion de la Fuerza de traccion de los animales portadores de tumor respecto

a los animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de

sacrificio dia 10 (p<0.001); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p=0.003); y dia 20 (p=0.002)

(Tabla 53).
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Figura 58. Comparacion del nivel de la Fuerza de traccion entre animales

control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados son la media
+ S.E.M. por 6 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 6, 10 y 14), 5

animales con tumor (dia 18) y 7 animales portadores del tumor LLC (dia 20), y

5 animales control en cada dia. Los resultados se expresan en gr/gr peso

inicial del animal (PI). Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t de Student se indican mediante **p<0.01, ***p<0.001.

Tabla 53. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminucion de la

Fuerza de tracciéon en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

é 4 0+16,61(5) 5,5+ 10,96 (6) 0,66 0,2629 0,21 -24,35 13,35
g 6 0,2+8,1(5) -5+ 10,04 (6) 0,93 0,1882 0,29 7,44 17,84
8=z

'-ZL 8 10 0+10,44 (5) 33,5+10,4 (6) 4,78 0,0005 0,84 -49,35 -17,64
S O

§ é 14 -0,2+6,22 (5) 29 +5,96 (6) 7,93 0,000 0,93 -37,53 -20,87
g 18 010,27 (5) 27,83 15,23 (6) 3,46 0,0035 0,75 -45,99 -9,66
g 20 1,6 £20,42 (5) 29,14+ 4,29 (7) 3,52 0,0027 0,74 -44,95 -10,13

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

y tamano de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.2.4. Anorexia
En la siguiente figura se observa el cambio en la ingesta de los animales control
respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se
manifiesta una disminucion en la ingesta en los animales portadores del tumor a

dia 6, 10, 14 y 20 (Figura 59).
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Figura 59. Comparaciéon de la ingesta entre animales control y animales
portadores del tumor LLC. Los resultados son la media + S.E.M. por 5
animales portadores del tumor LLC (dia 4, 14 y 18), 6 animales con tumor (dia 6
y 10) y 7 animales portadores del tumor LLC (dia 20), y 5 animales control en
cada dia. Los resultados de la ingesta estan corregidos por el peso inicial del
animal. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t de
Student se indican mediante * p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se
aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre la
disminucion de la ingesta de los animales portadores de tumor respecto a los
animales control, y se observaron diferencias significativas a dia de sacrificio 6

(p=0.040); dia 10 (p<0.001); dia 14 (p=0.018); dia 18 (p=0.012); y dia 20 (p=0.004)

(Tabla 54).
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Tabla 54. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién de la

Ingesta en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto
pa 4 -2,6 £5,72 (5) 0,33 +18,8(6) 0,33 0,3732 0,11 -22,82 16,96
(%]
& 6 -0,2 10,49 (5) -10,5 + 6,83 (6) 1,96 0,0405 0,54 -1,55 22,15
Z
= 10 -16,6 £ 6,76 (5) -0,25+1,6 (6) 5,78 0,0001 0,88 -22,74  -9,95
O
S 14 -13,4 + 6,58 (5) 0+10,6(6) 2,44 0,0184 0,63 -25,78  -1,01
Z
S 18 -12,8 £ 8,75 (5) 0+7,21(6) 2,66 0,0129 0,66 223,67 -1,92
(%]
[a) 20 0+38,8(5) 12 +3,83(7) 3,24 0,0044 0,71 -20,23  -3,76

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

y tamano de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.2.5.

2.3.2.51.

Calidad de Vida

Signos de Malestar

En este parametro no fue necesaria la imputaciéon de datos perdidos. Solo se muestran los

resultados con diferencias estadisticamente significativas.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas a dia 10 (p<0.001); y dia

20 (p<0.001) (Tabla 55).

Tabla 55. Resultados del anadlisis estadistico para el porcentaje de disminucién de los

Signos de Malestar en el modelo tumoral LLC

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
w o
o< 10 0+0(5) 2,83+0,40(6) | 15,368 0,000 0,981 3,25 -2,417
o2
Z
g <§( 20 0+0(5) 3,71+0,48 (7) 16,762 0,000 0,983 -4,207 -3,221

.En la tabla se muestra la media * desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.2.5.2. Paradigma Intruso — Residente
En la siguiente figura se observa la puntuacion del Paradigma Intruso — Residente
de los animales control respecto a los animales portadores de tumor en los
distintos dias de sacrificio. Los resultados se muestran a partir de dia 10 ya que en
esta cepa en concreto los ratones responden al test a partir de este dia. Se
manifiesta una disminucién en la interaccion del animal residente con el intruso en

los animales portadores del tumor a dia 10, 18 y 20 (Figura 60).
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Figura 60. Comparaciéon del Paradigma Intruso — Residente entre animales
control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados son la media +
S.E.M. por 6 animales portadores del tumor LLC (dia 10, 14 y 18), y 7 animales
con tumor (dia 20), y 5 animales control en cada dia. Los resultados se
expresan en puntos. Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t de Student se indican mediante * p<0.05, ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucion en el Paradigma Intruso - Residente de los animales portadores de

tumor respecto a los animales control, y se observaron diferencias significativas en
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la interaccidon entre el animal residente con el intruso a dia 10 (p=0.004); dia 18
(p=0.0015); y dia 20 (p<0.001) (Tabla 56).
Tabla 56. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién en el

Paradigma Intruso — Residente en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
w 10 0,6 +0,54 (5) 2,33+1,03 (6) 3,352 0,0042 0,745 -2,9 -0,566

o E
‘3 E 14 1,8+1,3(5) 1,66 1,03 (6) 0,18 0,4269 0,06 -1,45 1,72
x A
= 18 0,6 0,54 (5) 2,33+0,81(6) 4,02 0,0015 0,8 2,7  -0,76
T

20 0,2+0,44 (5) 3+0(7) 16,91 0,000 0,98 -3,16 -2,43

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.25.3. Test de Natacion Forzada
En la siguiente figura se observa el cambio en los intentos de salida del agua de
los animales control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos

dias de sacrificio. Se manifiesta una disminucién en la ingesta en los animales

portadores del tumor a partir de dia 8 (Figura 61).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el anadlisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucion del nado forzado de los animales portadores de tumor respecto a los
animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio 10 (p=0.01); dia 14 (p<0.001); dia 18 (p<0.001); y dia 20 (p<0.001).

(Tabla 57).
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Figura 58. Comparacion del test de Natacion Forzada entre animales

control y animales portadores del tumor LLC. Los resultados son la

media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor LLC (dia 4, 6, 10, 14

y 18) y 7 animales portadores del tumor LLC

(dia 20), y 5 animales

control en cada dia. Los resultados se expresan en tiempo (%) de intentos

de salir del agua. Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t de Student se indican mediante * p<0.05, ***p<0.001.

Tabla 57. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucién en el Test

de natacién forzada en el modelo tumoral LLC.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t " del IC
sacrificio Unilateral
efecto

o 4 7,2+7,36(5) 12,8 +5,45 (6) 1,45 0,0904 0,43 -14,33 3,13
a
<ZE 6 13,8 + 15,49 (5) 12,16 £ 6,79 (6) 0,23 0,41 0,07 -14,12 17,39

(@]
\CZJ 2 10 15+ 15,58 (5) 47,33 £21,7 (6) 2,77 0,67 -58,67  -5,99
SN
2 g 14 20+ 11,46 (5) 74,33 + 3,32 (6) 11,16 0,96 -65,34 -43,32
< o
% 18 12,25 5,44 (5) 66,83 + 11,89 (6) 9,41 0,95 -67,7 -41,46
e 20 21,4 + 16,05 (5) 96,14 + 5,78 (7) 11,5 0,96 -89,22 -60,26

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.3. MODELO EXPERIMENTAL ADENOCARCINOMA DE COLON C26

2.3.3.1. Pérdida de peso corporal y disminucion del peso del musculo

GSN en el modelo tumoral C26.

2.3.3.1.1. Peso corporal

En la siguiente figura se observa el cambio del peso corporal de los animales
control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de
sacrificio. Se manifiesta que, a partir de dia 14 de crecimiento tumoral, el peso
corporal de los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto

los animales control (Figura 62).

En el caso del peso corporal, hay que tener en cuenta la inhibicién en el
crecimiento corporal a causa del tumor. Por este motivo la disminucién del peso se
corrige por el peso tedrico que el animal deberia haber tenido en caso de no haber

experimentado el crecimiento tumoral (Apartado 2.2.1 de Resultados A-CASCO).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién del peso de los animales portadores de tumor con el grupo control,
y se observaron diferencias significativas a partir de dia de sacrificio 6 (p=0.004);
dia 8 (p=0.014); dia 14 (p=0.021); dia 15 (p=0.017); dia 20 (p<0.001); y dia 24

(p<0.001) (Tabla 58).
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Figura 62. Comparacion del peso entre animales control y

animales portadores del tumor C26. Los resultados son la media *
S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8, 14, 15, 20 y

24), y 5 animales control en cada dia. Los resultados se expresan en

gramos. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba
t de Student se indican mediante *p<0.05 ***p<0.001.

Tabla 58. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion de la

pérdida de peso en el modelo tumoral C26.

Dia

Parametro . CONTROL TUMOR t
sacrificio
6 0+0(5) 8,61+4,84(7) 3,92
(@]
Q B 8 0+0(5) 7,02 £5,30 (7) 2,92
<
a g 14 0+0(5) 8,94 + 7,45 (7) 2,68
< O
=) g 15 0+0(5) 9,98 + 7,88 (7) 2,83
[Sw]
~§ 20 0+0(5) 17,32 +£3,93 (7) 9,76
24 0+0(5) 18,59 + 3,91 (7) 10,47

P. valor
Unilateral

Tamafio
del IC
efecto
0,77 -13,51  -3,71
0,67 -12,38  -1,66
0,68 -16,63  -1,26
0,70 -18,12  -1,85
0,95 -21,34  -13,31
0,95 -22,55 -14,64

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.3.1.2. Misculo GSN

En la siguiente figura se observa el cambio del peso del musculo GSN control
respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se
manifiesta que, a dia 14, 20 y 24 de crecimiento tumoral, el peso del musculo GSN
los animales portadores de tumor disminuye significativamente respeto los

animales control (Figura 63).
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Figura 63. Comparacion del peso del musculo GSN entre animales
control y animales portadores del tumor C26. Los resultados son la
media + S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8, 14, 15
y 24), 6 animales portadores del tumor C26 (20), y 5 animales control en
cada dia. El peso del musculo GSN esta corregido por el peso inicial (PI)
del animal. Los valores que son significativamente diferentes en la prueba

t de Student se indican mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion del peso del musculo GSN de los animales portadores de tumor
con el grupo control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia 8
(p=0.03); dia 14 (p=0.016); dia 15 (p=0.02); dia 20 (p<0.001); y dia 24 (p<0.001)

(Tabla 59).
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Tabla 59. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion del

peso del musculo GSN en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

Z 6 0+5,5(5) 3,11+8,51(7) 0,71 0,2462 0,22 -12,84 6,62
G]

2 8 0+5,37 (5) 5,67 £4,21(7) 2,05 0,0334 0,54 -11,83 0,472
w

- 14 0+ 19,85 (5) 23,55 + 5,36 (7) 2,56 0,0168 0,67 |-44,77 -2,346
O

g 15 04,02 (5) 9,83 + 8,06 (7) 2,43 0,0203 0,65 -19,13 -0,533
g 20 0+3,18(5) 24,88 + 4,44 (7) 10,45 0,000 0,96 -30,27 -19,497
= 24 047,59 (5) 40,15+ 6,05 (7) | 10,21 0,000 0,95 |-48,91 -31,39

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamano de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.3.2. Inflamacién y Alteraciones metabdlicas

2.3.3.2.1. Inflamacion

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de ASA de

los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los

animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los niveles de ASA en

los animales portadores del tumor a partir de dia (Figura 64).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se

aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje

de disminucion de los niveles plasmaticos del ASA de los animales portadores de

tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia

8 (p=0.002); dia 14 (p<0.001); dia 15 (p<0.001); dia 20 (p<0.001); y dia 24

(p<0.001) (Tabla 60).
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Figura 64. Comparacion de los niveles plasmaticos de ASA entre
animales control y animales portadores del tumor C26. Los resultados
son la media + S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8 y
24) 'y 6 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 5 animales
portadores del tumor C26 (dia 14 y 15), y 5 animales control en cada dia.
Los resultados se expresan en ng/mL. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante ***p<0.001.

Tabla 60. Resultados del andlisis estadistico para el porcentaje de disminuciéon de los

niveles plasmaticos de ASA en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Pardmetro s CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto
6 7,36 £10,14 (5) -6,51 + 23,22 (7) 1,24 0,1215 0,36 -11,04 38,79
- +
< 8 1,68 £20,92 (5) 172'02(7_) 104,60 3,61 0,0024 0,75 66,59 280,82
(@]
O
E 14 -6,03 £11,02 (5) -263,13+7,75(7) | 42,66 0,000 0,99 243,2 270,99
wv
- +
E 15 -5,91+£10,73 (5) 277'7?7; 12,23 37,33 0,000 0,99 255,01 288,58
(@]
|
= - +
<§( 20 1,69 +2,32 (5) 264'837; 10,44 55,45 0,000 0,99 255,64 277,38
- +
24 -8,96 + 18,25 (5) 272’0?7; 17,79 24,98 0,000 0,99 239,61 286,53

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la IL-6 de
los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los
animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los niveles de IL-6 en

los animales portadores del tumor a dia 14, 15, 20y 24. (Figura 65).
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Figura 65. Comparacion de los niveles plasmaticos de la IL-6 entre
animales control y animales portadores del tumor C26. Los resultados
son la media + S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8,
y 24)y 7 animales portadores del tumor LLC (dia 20), y 5 animales control
en cada dia. Los resultados se expresan en pg/mL. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizd la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién de los niveles plasmaticos de IL-6 de los animales portadores de
tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas a dia de
sacrificio 14 (p<0.001); dia 15 (p<0.001); dia 20 (p<0.001); y dia 24 (p<0.001)

(Tabla 61).
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Tabla 61. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion de los

niveles plasmaticos de la IL- 6 en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
-1 2+
6 -119,84 + 85,10 (5) 99’6(7) 94,60 1,49 0,0825 0,42 -38,85 198,39
-172,02+ 1
8 -89,88 + 115,53 (5) / '0(7) 04,60 0,74 0,2279 0,22 -389,8 806,12
+ - +
14 116,17+159,13 1879,3 £ 43,95 27,02 0,000 0,99 1825,2 2165,73
© (5) (7)
|
= - +
15 40,19 + 102,06 (5) 1908'(77; 42,22 39,45 0,000 0,99 1835 2062,81
-1621 +
20 19,53 + 26,75 (5) 6 15(36) 395,55 9,17 0,000 0,95 1236,5 2045,66
- +
24 00(5) 1720'1(97; 372,30 10,18 0,000 0,95 1343,9 2096,44

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.3.2.2. Alteraciones metabdlicas
En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la
Albumina de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los
niveles de Albumina en los animales portadores del tumor a partir de dia 14.

(Figura 66).
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Figura 66. Comparacion de los niveles plasmaticos de la Albumina
entre animales control y animales portadores del tumor C26. Los
resultados son la media + S.E.M. por 7 animales portadores del tumor
C26 (dia 6, 8 y 24), 6 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 5
animales portadores del tumor C26 (dia 14 y 15), y 5 animales control en
cada dia. Los resultados se expresan en gr/dL. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre los niveles
plasmaticos de la Albumina de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a dia de sacrificio 6 (p=0.004);
dia 8 (p=0.004); dia 14 (p=0.002); dia 15 (p=0.003); dia 20 (p<0.001); y dia 24

(p<0.001) (Tabla 62).

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de los
Triglicéridos de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta una disminucion significativa en los
niveles de los triglicéridos en los animales portadores del tumor a partir de dia 8

(Figura 67).
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Tabla 62. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de disminucion en los

niveles plasmaticos de la Albumina en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del
sacrificio Unilateral
efecto
6 0,97 £ 0,05 (5) -8,29+ 6,33 (7) 3,22 0,0045 0,71 2,86 15,67
- 8 21,25+23,86(5) | -8,44+4,41(7) 3,27 0,0042 0,72 9,51 49,89
g 14 -5,43 +10,82 (5) -30,09 £ 8,60 (7) 3,98 0,002 0,81 10,39 38,92
\g 15 -6,89 + 5,98 (5) -23,3+7,85(7) 3,71 0,003 0,79 6,22 26,58
<
20 2,06 £ 2,27 (5) -34,43+8,97(7) | 8,79 0,000 0,94 27,11 45,89
24 12,37 +17,91(5) | -35,63+20,83(7) | 4,15 0,001 0,79 22,28 73,73

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

y tamano de la muestra entre
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Figura 67. Comparacion de los niveles plsmaticos de los
Triglicéridos entre animales control y animales portadores del tumor
C26. Los resultados son la media + S.E.M. por 7 animales portadores del
tumor C26 (dia 6, 8 y 24), 6 animales portadores del tumor (20) y 5
animales portadores del tumor C26 (dia 14 y 15), y 5 animales control en
cada dia. Los resultados se expresan en mg/dL. Los valores que son
significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante **p<0.01 y ***p<0.001.
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Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucién de los niveles plasmaticos de Triglicéridos de los animales
portadores de tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas
a dia 8 (p=0.03); dia 14 (p<0.001); dia 20 (p<0.001); y dia 24 (p=0.008) (Tabla

63).

Tabla 63. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminuciéon de

los niveles plasmaticos de los Triglicéridos en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

6 2,91+ 23,63 (5) 28,89 + 41,97 (7) 1,24 0,1216 0,36 -72,66 20,70
38 8 5,71+ 44,92 (5) 40,46 + 7,87 (7) 2,04 0,0342 0,54 -72,66 3,16
a
E 14 2,36+21(5) 66,09 + 13,85 (5) 5,69 0,0002 0,89 -89,68 -37,77
@)
8 15 21,43 +52,42 (5) 59,68 + 10,19 (5) 1,60 0,074 0,49 -93,32 16,82
s 20 -19,43 £21,60(5) | 59,16 + 12,58 (6) 7,55 0,000 0,92 -102,1 -55,04

24 3,04 + 47,46 (5) 57,39+ 15,73 (7) 2,86 0,0084 0,67 -96,62 -12,07

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

En la siguiente figura se observa el cambio de los niveles plasmaticos de la
Glucosa de los animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio
respecto a los animales control. Se manifiesta un aumento significativo en los

niveles de glucosa en los animales portadores del tumor a dia (Figura 68).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre el porcentaje
de disminucion de los niveles plasmaticos de la glucosa de los animales
portadores de tumor con el grupo control, y se observaron diferencias significativas
a dia de sacrificio 14 (p<0.001); dia 15 (p<0.001); dia 20 (p<0.001); y dia 24

(p<0.001 (Tabla 64).
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Figura 68. Comparacion de los niveles plasmaticos de la
Glucosa entre animales control y animales portadores del
tumor C26. . Los resultados son la media + S.E.M. por 7 animales
portadores del tumor C26 (dia 6, 8 y 24), 6 animales portadores del
tumor (dia 20) y 5 animales portadores del tumor C26 (dia 14 y
15), y 5 animales control en cada dia. Los resultados se expresan
en mg/dL. Los valores que son significativamente diferentes en la

prueba t de Student se indican mediante **p<0.01 y ***p<0.001.

Tabla 64. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de

los niveles plasmaticos de la Glucosa en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
6 2,99 +18,15(5) | -10,71+20,74(7) | 1,18 0,1317 0,35 |-12,06 3947
8 -3,14 +£21,89 (5) 6,80+ 21,08 (7) 0,79 0,2229 0,24 -37,88 17,98
<
38 14 13,46 £19,91 (5) | 63,026 +13,57(7)| 4,76 0,0007 0,86 -73,57 -25,56
O
é 15 8,24 + 14,44 (5) 64,64 + 5,88 (7) 8,08 0,000 0,944 -72,49 -40,32
20 -17,68 £24,81 (5) | 77,31+12,30(7) 8,29 0,000 0,94 -120,9 -69,08
24 -22,82 +£14,12(5) | 78,26 £ 8,34 (7) 15,65 0,000 0,98 -115,5 -86,69

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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En la siguiente figura se observa el cambio del porcentaje de hematocrito de los
animales portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los
animales control. Se manifiesta una disminucion significativa en el porcentaje del

hematocrito en los animales portadores del tumor a dia de sacrifico 6, 14, 15y 20

(Figura 69).
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Figura 69. Comparaciéon del porcentaje de Hematocrito entre
animales control y animales portadores del tumor C26. Los resultados
son la media + S.E.M. por 5 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8,
14, 15y 24) y 6 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 38
animales control en cada dia. Los resultados se expresan en %. Los
valores que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se
indican mediante *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacién entre el porcentaje
de disminucion del Hematocrito de los animales portadores de tumor con el grupo
control, y se observaron diferencias significativas a dia de sacrificio dia 6
(p=0.007); dia 8 (p=0.021); dia 14 (p=0.006); dia 15 (p=0.002); y dia 20 (p=0.029)

(Tabla 65).
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Tabla 65. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucion del

Hematocrito en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto
6 2,48 +5,25 (5) 9,03 +2,48 (7) 2,91 0,0078 0,67 -11,56  -1,53
E 8 -4,83 9,32 (5) 4,24 +4,15 (7) 2,31 0,0217 0,59 -17,84  -0,32
g 14 -6,78+ 8,37 (5) 6,83 + 4,76 (7) 3,16 0,0067 0,74 | -23,56 -3,69
'_
<§f 15 1,10 £ 5,50 (5) 12,55 + 3,96 (7) 3,77 0,0027 0,8 -18,44  -4,45
T 20 -0,19 £ 4,90 (5) 4,74 + 2,56 (7) 2,15 0,0299 0,58 -10,12 0,25
24 8,97 £+ 6,01 (5) 16,22 £ 10,46 (7) 1,382 0,0985 0,401 -18,92 4,435

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamano de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.3.3. Actividad Fisica

2.3.3.3.1. Actividad total
En la siguiente figura se observa el cambio en la Actividad total de los animales
portadores del tumor en los distintos dias de sacrificio respecto a los animales
control. Se manifiesta una disminucién significativa en la actividad total en los

animales portadores del tumor a partir de dia 14 (Figura 70).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucion de la Actividad total de los animales portadores de tumor respecto a
los animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio dia 6 (p=0.033); dia 14 (p=0.008); dia 15 (p=0.027); dia 20 (p<0.001); y

dia 24 (p<0.001) (Tabla 66).
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Figura 70. Comparacion del nivel de la Actividad total entre

animales control y animales portadores del tumor C26. Los

resultados son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor
C26 (dia 6, 8,15 y 20), 5 animales portadores del tumor C26 (14) y 7

animales portadores del tumor C26 (dia 24), y 35 animales control en

cada dia. Los resultados se expresan en numero de movimientos. Los

valores que son significativamente diferentes en la prueba t de Student

se indican mediante *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

Tabla 66. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de la

Actividad total en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro . CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

g 6 0+ 18,44 (5) 15,18+ 6,3 (7) 2,05 0,0337 0,54 |-31,68 131
E 8 0+18,17 (5) -14,10 £ 28,17 (7) 0,97 0,1758 0,29 -18,07 46,28
O

<z( = 14 07,66 (5) 36,98 + 26,36 (5) 3,01 0,0084 0,72 -65,3 -8,66

'—

‘8 e 15 017,99 (5) 27,98+2131(5) | 2,24 0,0276 0,62 |-56,74 0,78
)

g 20 05,65 (5) 49,88 +11,44 (6) | 8,83 0,000 0,94 |-62,66 -371
g 24 0+17,47 (5) 71,81 8,96 (7) 9,94 0,000 0,95 -87,9 -55,72

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafio de la muestra

entre paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el

tamario del efecto y el intervalo de confianza (IC)

sacrificio.

para cada dia de
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2.3.3.3.2. Fuerza de traccion
En la siguiente figura se observa el cambio de la Fuerza de traccion de los
animales portadores de tumor respecto a los controles en los distintos dias de
sacrificio. Se manifiesta una disminucién de la fuerza de traccion en los animales

portadores del tumor a partir de dia 14 (Figura 71).
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Figura 71. Comparacion de la Fuerza de traccion entre animales
control y animales portadores del tumor C26. Los resultados son
la media £ S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8y
24), 6 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 5 animales
portadores del tumor C26 (dia 14 y 15), y 5 control en cada dia. Los
resultados se expresan en gr corregidos por el peso inicial del animal
(PIl) Los valores que son significativamente diferentes en la prueba t
de Student se indican mediante *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se
aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminuciéon de la Fuerza de traccion de los animales portadores de tumor
respecto a los animales control, y se observaron diferencias significativas a partir
de dia de sacrificio 8 (p=0.041); dia 14 (p=0.005); dia 15 (p=0.005); dia 20

(p=0.002); y dia 24 (p<0.001) (Tabla 67).
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Tabla 67. Resultados del analisis estadistico para el porcenaje de la disminucién de la

Fuerza de traccion en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

é 6 0+7,30(5) -6,2+7,87 (7) 1,38 0,0982 0,40 -3,78 16,18
E 8 05,90 (5) 4,95 +3,01(7) 1,92 0,0418 0,51 -10,69 0,79
5=z

; 8 14 0+12,69 (5) 20,28 £4,99 (7) 3,32 0,0052 0,76 -34,35 -6,21
S O

8 g 15 05,55 (5) 11,64 £5,73 (5) 3,26 0,0058 0,75 -19,88  -3,40
S F

§ 20 07,99 (5) 19,51 + 8,76 (6) 3,82 0,002 0,78 -31,06  -7,96
2 24 0+ 12,59 (5) 31,23+11,01(7) | 4,57 0,0005 0,82 |-46,47 -16,00

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica

y tamafio de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.3.4.

Anorexia

En la siguiente figura se observa el cambio en la ingesta de los animales control

respecto a los animales portadores de tumor en los distintos dias de sacrificio. Se

manifiesta una disminucion en la ingesta en los animales portadores del tumor a

partir de dia 14 (Figura 72).

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacion de los datos perdidos y se

aplicd el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la

disminucion de la ingesta de los animales portadores de tumor respecto a los

animales control, y se observaron diferencias significativas a dia de sacrificio 14

(p=0.002); dia 15 (p=0.015); dia 20 (p=0.035); y dia 24 (p=0.006) (Tabla 68).
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Figura 72. Comparacion de la ingesta entre animales control y

animales portadores del tumor C26. Los resultados son la media

I+

S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8 y 24), 6
animales portadores del tumor C26 (dia 10, 12 y 20), y 5portadores del

tumor (dia 14 y 15) y 5 animales control en cada dia. Los resultados se

expresan en gr corregidos por el peso inicial del animal (Pl). Los valores

que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican

mediante *p<0.05.

Tabla 68. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucién de la

Ingesta en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto
|<_f 6 010,07 (5) -8,96 £ 9,92 (7) 1,53 0,0781 0,43 -4,06 21,99
(%]
) 8 00,86 (5) 0,79 £ 3,90 (7) 0,44 0,3334 0,13 -4,81 3,21
Z
= 14 05,19 (5) 10,83 + 3,33 (7) 3,92 0,81 -17,21  -4,46
‘O
S 15 3,45+11,82(5) | 11,82+530(7) | 4,17 0,82 |-1835 -5,29
4
s 20 08,16 (5) 13,03 +12(7) 2,05 0,56 -27,38 1,31
[%2]
a 24 05,07 (5) 13,58 + 8,96 (7) 3,03 0,69 -23,56  -3,60

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.
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2.3.3.5. Calidad de vida

2.3.3.5.1. Signos de malestar

En este parametro no fue necesaria la imputacién de datos perdidos. Solo se muestran los

resultados estadisticos.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas a dia 14 (p<0.001); dia

15 (p<0.001); dia 20 (p=0.004); y dia 24 (p<0.001) (Tabla 69).

Tabla 69. Resultados del analisis estadistico para el procentaje de la disminucién de los

Signos de Malestar en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro s CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

8 0+0(5) 0,14 +0,37 (7) 0,81 0,2121 0,25 -0,52 0,23
a g 14 0+0(5) 2,8+1,3(5) 4,80 0,0007 0,86 -4,14 -1,45
[%)]
g g 15 0+0(5) 1,8+0,44 (5) 9,00 0,000 0,95 -2,26 -1,33
O <
» = 20 010 (5) 2,16 £ 1,47 (6) 3,26 0,0049 0,73 -2,39 -0,00

24 0+0(5) 2,71+1,11(7) 5,36 0,0002 0,86 -3,83 -1,5

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.3.5.2. Paradigma Intruso — Residente
En la siguiente figura se observa la puntuacién del Paradigma Intruso —
Residente de los animales control respecto a los animales portadores de
tumor en los distintos dias de sacrificio. Se manifiesta una disminucion en la
interaccion del animal residente con el intruso enn los animales portadores

del tumor a partir de dia 15 (Figura 73).
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Intruso - Residente C26

0,5 - m Control

0 ﬁ T T T H Tumor
05 - Dia 6 Dia 8 Dia 14 Dia 15 Dia 20 Dia 24

Figura 73. Comparacion del Paradigma Intruso Residente entre
animales control y animales portadores del tumor C26. Los resultados
son la media + S.E.M. por 6 animales portadores del tumor C26 (dia 4, 6,
14 y 18) y 7 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 5 animales
control en cada dia. Los resultados se expresan en puntos. Los valores
que son significativamente diferentes en la prueba t de Student se indican
mediante ***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se
aplico el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
disminucién en el Paradigma Intruso - Residente de los animales portadores de
tumor respecto a los animales control, y se observaron diferencias significativas en
la interaccién entre el animal residente con el intruso a dia 8 (p=0.031); dia 15

(p=0.023); dia 20 (p=0.024); y dia 24 (p=0.007) (Tabla 70).

2.3.2.3.1. Test de Natacion forzada
En la siguiente figura se observa el cambio en los intentos de salida del agua de
los animales control respecto a los animales portadores de tumor en los distintos
dias de sacrificio. Se manifiesta una disminucién en la ingesta en los animales

portadores del tumor a partir de dia 14 (Figura 74).
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Tabla 70. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucion en el

Paradigma Intruso — Residente en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro e CONTROL TUMOR t i del IC
sacrificio Unilateral
efecto

2 6 0+0(5) 0,14 +0,37 (7) 0,81 0,2121 0,25 -0,52 0,23
>
= 8 0+0(5) 0,85+0,9(7) 2,10 0,031 0,55 -1,76 0,05
z
% z 14 0,6 0,54 (5) 1,2+1,30(7) 0,94 0,1853 0,31 2,05 0,85
O a
S a 15 0,4 +0,54 (5) 2+1,41(7) 2,35 0,023 0,64 -3,16 -0,03

o
g 20 0,8+0,83(5) 2+0,89(7) 2,2 0,0243 0,60 -2,39 -0,00
(%]
=) 24 0,6 0,54 (5) 2,14+ 1,06 (7) 2,9 0,0075 0,68 2,71 -0,37

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre

paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafio del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

Test de natacion Forzada C26
120 -

100 -

m Control

M Tumor

Dia 0 Dia 6 Dia 8 Dial4 Dial5 Dia20 Dia24

Figura 74. Comparacion del test de natacion forzada entre animales
control y animales portadores del tumor C26. Los resultados son la
media + S.E.M. por 7 animales portadores del tumor C26 (dia 6, 8 y 24),
6 animales portadores del tumor C26 (dia 20), y 5 animales portadores del
tumor C26 (dia 14 y 15) y 5 control en cada dia. Los resultados se
expresan en % de tiempo. Los valores que son significativamente
diferentes en la prueba t de Student se indican mediante **p< 0.01 y
***p<0.001.

Con los resultados obtenidos se realizé la imputacién de los datos perdidos y se

aplicdé el analisis estadistico teniendo en cuenta la comparacion entre la
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disminucion del nado forzado de los animales portadores de tumor respecto a los
animales control, y se observaron diferencias significativas a partir de dia de
sacrificio 8 (p=0.017); dia 14 (p<0.001); dia 15 (p<0.001); dia 20 (p=0.009); y dia

24 (p<0.001) (Tabla 71).

Tabla 71. Resultados del analisis estadistico para el porcentaje de la disminucion en el

Test de natacion forzada en el modelo tumoral C26.

Dia P. valor Tamafio
Parametro o CONTROL TUMOR t ; del IC
sacrificio Unilateral
efecto

o 6 -9,62 + 23,26 (5) 5,97 £7,33 (7) 1,68 0,0611 0,47 -36,17 4,98
a
<ZE 8 -9,17+ 17,51 (5) 8,24 £ 6,65 (7) 2,43 0,0176 0,61 -33,36  -1,47

o
g2 14 2,41+13,86(5) | 46,89+14,60(7) | 4,94 0,0006 0,8 |-6524 -23,71
S N
g g 15 3,87 +£17,75 (5) 53,29 + 14,83 (7) 4,77 0,0007 0,86 -73,29 -25,56
[
% 20 17,40 £ 24,74 (5) | 53,18 +16,46 (7) 2,87 0,0092 0,69 -63,96 -7,61
e 24 -8,97+ 4,51 (5) 42,45 + 14,87 (7) 7,34 0,000 0,91 -67,02 -35,83

En la tabla se muestra la media + desviacion tipica y tamafo de la muestra entre
paréntesis, al igual que el valor de la t-Student (t), el valor de p, el tamafo del efecto y

el intervalo de confianza (IC) para cada dia de sacrificio.

2.3.4. ANALISIS DE RESULTADOS DEL COMPONENTE DE

INFLAMACION Y ALTERACIONES METABOLICAS PARA LOS
TRES MODELOS EXPERIMENTALES

Una vez analizados los resultados de los experimentos realizados se decidié eliminar de la
escala la medicion de los niveles de lactato y urea puesto que sus mediciones no son
estables en los tres modelos tumorales. Los puntos de estos dos parametros se repartieron

entre los otros cuatro parametros; la puntuacion final se observa en la Tabla 71.
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Tabla 71. Componente Inflamacion y alteraciones metabdlicas en A-CASCO.

Puntos 1a si
Sintoma % Medida Parametros pun_tua _S' Puntos
totales existe:
Diferencia
SAA en plasma con el 8
.. control
Inflamacion 16
Diferencia
IL-6 en plasma con el 8
control
14 AlbGimina en Diferencia
con el 35
plasma control
IAM 30 L Diferencia
Triglicéridos
con el
3,5
Alteraciones en plasma control
metabdlicas
Diferencia
Glucosa en plasma con el 3,5
control
] Diferencia
Hemoglobina en sangre con el 35
total ’
Control
Las tablas 72 y 73 muestran A-CASCO en rata y ratén

respectivamente.

2.4.

De igual manera que en la escala CASCO, en el planteamiento tedrico de la escala
A-CASCO se postulé como hipodtesis inicial que la caquexia podria ser clasificada
en 4 estadios: sin caquexia, leve, moderada y estado terminal. Para establecer si
estos cuatro estadios se encontraban presentes en los modelos tumorales, se
realiz6 un analisis de conglomerados para clasificar grupos de sujetos con datos

similares (Kaufman y Rousseuw 2005). Se utilizé el analisis de conglomerados de

K medias calculado con la distancia Euclidiana.

Como trabajamos en dos especies y tres modelos experimentales diferentes, el

analisis de conglomerados y su posterior analisis se

independiente para cada modelo experimental.

ANALISIS DE CONGLOMERADOS PARA A-CASCO

realiz6 de forma
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Tabla 72. A-CASCO en rata.

Puntos

Sintoma % Medida Parametros Valores Puntos
totales
<5% 0
Pérdida 25% 8
de 32 215 % 16
Peso
Pérdida de 230 % 24
peso =50 % 32
y 40 Sin cambios en la
composicion composicion Puntos x 0
corporal _ corporal
Composicién | o 6 cambio < 10%
corporal
Cambios > 10% Puntos x 1
Cambios > 20% | Puntos x 1,25
SAA en Diferencia con el 8
plasma control
Inflamacion 16
IL-6 en Diferencia con el 8
plasma control
Inflamacion/ Albumina en | Diferencia con el 35
30 plasma control ’
Alteraciones Triglicéridos | Diferencia con el
metabélicas Alteraciones 14 en plasma control 3,5
metabdlicas i ;
Glucosa Diferencia con el 35
control
Hematocrito Diferencia con el 35
control
Actividad de 10a 20 8
Actividad Lol > de 21 6
ctivida
fisica 2 e de 5 - 20 1
Fuerza de
Traccion de 21-30 2
30 4
25 5
Anorexia 10 10 Ingesta >20 7
=30 10
de0-2 0
Signos de
malestar 3de6 0.5
466de6 1
de 0 -9,99 0
Paradigma
Calidad intrusgo- de 10 - 30 1
(.je 10 10 residente de 31 -60 2
vida de 61 - 100 4
de 0 -9,99 0
Test de nado de 10 a 30 2
forzado de 31 -60 3
de 61 - 100 5
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Tabla 73. A-CASCO en ratoén.

Sintoma % Medida Puntos Parametros Valores Puntos
totales
<2% 0
o,
Pérdida 22% 5
de 32 212 % 16
Peso
Pérdida de 215% 24
peso > 25 % 32
y 40 Sin cambios en la
°°mp°5'°'|°" composicion Puntos x 0
e .. corporal
Composicion 8 6 cambio < 10%
corporal
Cambios > 10% Puntos x 1
Cambios > 20% Puntos x 1,25
SAA en Diferencia con el 8
. plasma control
Inflamacion 16 IL-6 en Diferencia con el 8
plasma control
Inflamacién/ Albumina en | Diferencia con el 35
plasma control ’
Alt i 30
eraciones Triglicéridos | Diferencia con el 35
metabolicas Alteraciones 14 en plasma control ’
metabdlicas Diferenci nel
Glucosa iferencia con e 35
control
Hematocrito Diferencia con el 35
control
Actividad de 10 a 20 B
Actividad L] > de 21 6
ctivida
isi 10 10 de 5-20 1
fisica Fuerza de
Traccion de 21-30 2
30 4
25 5
Anorexia 10 10 Ingesta >20 7
2 30 10
Signos de de0-2 0
malestar 3de6 0,5
466de6 1
Paradigma Muy interesado 0
. intruso Interesado 1
Cal":‘:d de 10 10 residente en Poco interes 2
vida ratén :
Cero interes 4
de 0-9,99 0
Test de de 10 a 30.99 2
natacion
forzado de 31 -60.99 3
de 61 -100 5
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2.4.1. ANALISIS DE CONGLOMERADO PARA EL MODELO TUMORAL

HEPATOMA ASCITICO YOSHIDA AH-130

Del analisis de conglomerados realizado para este modelo tumoral, se obtuvieron

cuatro grupos para clasificar la caquexia.

El primer grupo tuvo una media del valor A-CASCO de 4,8 (n=5; SD=2,86; IC=1,24
— 8,35); el segundo grupo una media de 26 (n=9; SD=6,18; 1C=21,24 — 30,75), el
tercero presentd un valor medio de 48,25 (n=12; SD=4,90; 1C=45,13 — 51,36) y el
cuarto grupo una media de 77,66 (n=9; SD=7,58; IC=71,83 — 83,49). La figura 75
muestra un diagrama de cajas con la distribucién de los grupos de clasificacion
segun la puntuacién de caquexia. Los grupos 2 y 4 presentan una mayor
dispersién en comparacion a los grupos 1 y 3, observando que en el grupo 2 la
mayoria de animales presentan puntuaciones de caquexia por encima de la
mediana, a diferencia del grupo 4 que las puntuaciones de caquexia se encuentran
por debajo de la mediana. Observandose que los cuatro grupos son diferentes

entre ellos.

Posteriormente se determind si las varianzas en los grupos son iguales. Para esto
se realizd la prueba de homogeneidad de varianzas, utilizando la prueba de
Levene como método de andlisis. El resultado obtenido fue de 1,301 con 3 grados
de libertad para las diferencias inter-grupos y 31 grados de libertad para las
diferencias intra-grupos, con un valor de p>0.05. Se cumplié la condicién de
homogeneidad de varianzas o homoscedasticidad, por lo tanto tiene sentido hacer
un analisis de la varianza y establecer si los grupos son diferentes entre ellos.

Se observé que existe diferencia entre los grupos con un valor de F=204,290; gl=3;
p<0,01. De igual manera se realizo el test de Bonferroni para estudiar la existencia
de diferencias entre los pares de grupos. Los resultados de este analisis se

observan en la tabla 86. No se encontré similitud en los grupos, todas las
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comparaciones presentan diferencias estadisticamente significativas p<0,001
(Tabla 74). Al igual que en la escala CASCO, se destaca la existencia de una
progresion en la diferencia de medias del grupo 1 al grupo 4, siendo la mayor
diferencia entre los grupos 1 y 4. Estos resultados aportan evidencia empirica a
favor de la gravedad de los animales del grupo 4 en relacion al resto. Los animales
del grupo 1 no tienen caquexia; a medida que aumenta la numeracion del grupo
también se observa un incremento en los niveles de caquexia, 10 que explica que
las diferencias entre los grupos extremos, grupo 1 (sin caquexia) y grupo 4 (nivel

mas alto de caquexia) sea mayor.

100,00

63

50,00

60,00

40,00

Puntuacion de Caquexia

20,00

00

T T T T
1 2 3 4

Grupo de Clasificacion

Figura 75. Diagrama de cajas para los grupos de clasificacion en el modelo experimental

Yoshida AH-130.
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Tabla 74. Comparaciones entre los grupos de clasificacion de caquexia en el modelo Yoshida

AH-130. La letra | y J hace referencia al grupo de clasificacion.

Grupo de Clasificacion Grupo de Clasificacion Diferencias de
medias (I-J)
-21,2 %

-43,45 *
-72,86 *
21,2 *
22,25 %
-51,66 *
43,45 *
22,25 *
29,41 *
72,86 *
51,66 *
29,41 *

1

WIN|IRP PN PRIPWRLr PPWN

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

2411. A-CASCO para el modelo experimental Yoshida AH-130
Con el analisis de conglomerados se confirmé que la escala presenta 4 grupos,
pero con una clasificacion del nivel de caquexia diferente al descrito en el
planteamiento tedrico. La division de los grupos es la siguiente:
- Un primer grupo que representa los animales sin caquexia.
- El segundo grupo hace referencia a los animales con caquexia leve.
- El tercer grupo refiere a los animales con caquexia moderada

- Finalmente el cuarto grupo representa la caquexia en estado avanzado.

Los puntos de corte para cada grupo se muestran en la figura 76

X<9 \1OSXS31’ 32 < X £ 52 \ < X £ 10()
— —— —

Sin caquexia Caquexia Caquexia Caquexia
Leve Moderada Avanzada

Figura 76. Puntos de corte para A-CASCO en el modelo experimental Yoshida AH-130.
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2.4.2. ANALISIS DE CONGLOMERADOS PARA EL MODELO
EXPERIMENTAL CARCINOMA PULMONAR DE LEWIS
De igual manera que en el hepatoma ascitico Yoshida AH-130, del analisis de

conglomerados se obtuvieron 4 grupos para clasificar la caquexia.

El primer grupo tuvo una media del valor A-CASCO de 16,92 (n=12; SD=5,51;
IC=13,41 — 20,42); el segundo grupo una media de 41,50 (n=4; SD=4,19; 1IC=33,23
— 49,77), el tercero presento un valor medio de 58,60 (n=10; SD=4,90; 1C=55,09 —
62,11) y el cuarto grupo una media de 78,45 (n=11; SD=4,92; IC=75,14 — 81,76).
La figura 77 muestra un diagrama de cajas con la distribucion de los grupos de
clasificaciéon segun la puntuacion de caquexia. En los grupos 1, 2 y 4 la mayoria de
los animales presentan puntuaciones de caquexia por debajo de la mediana. No se

observan valores extremos en ninguno de los grupos.

1007

-
=

] !

T T T T
1 2 3 4

Puntuacion de Caquexia

Grupo de Clasificacion

Figura 77. Diagrama de cajas para los grupos de clasificacion en el modelo experimental

Carcinoma Pulmonar de Lewis.

De igual manera que el modelo anterior, se determind si las varianzas en los
grupos son iguales. Para esto se realizé la prueba de homogeneidad de varianzas,

utilizando la prueba de Levene como método de analisis. El resultado obtenido fue
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de 0,337 con 3 grados de libertas para las diferencias inter-grupos y 33 grados de
libertad para las diferencias intra-grupos, con un valor de p>0.05. Se cumplié la
condiciéon de homogeneidad de varianzas, por lo tanto tenia sentido hacer un

analisis de la varianza y establecer si los grupos son diferentes entre ellos.

Se observo que existia diferencia entre los grupos con un valor de F=289,647;
gl=3; p<0,01. De igual manera se estudi6 la diferencia entre los grupos mediante el
test de Bonferroni. Los resultados de este andlisis se observan en la Tabla 75. No
se encontré similitud en los grupos, todas las comparaciones presentan diferencias
estadisticamente significativas p<0,001. Al igual que en el modelo anterior se
destaca la existencia de una progresién en la diferencia de medias del grupo 1 al
grupo 4, aportando evidencia a favor de la gravedad de los animales del grupo 4
en relacion al resto. De la misma manera que el modelo Yoshida AH-130, los
animales del grupo 1 no tienen caquexia; a medida que aumenta la numeracion del
grupo también se observa un incremento en los niveles de caquexia, lo que explica
que las diferencias entre los grupos extremos, grupo 1 (sin caquexia) y grupo 4

(nivel mas alto de caquexia) sea mayor.

2.4.21. A-CASCO para el modelo experimental Carcinoma Pulmonar

de Lewis
El analisis de conglomerados confirmé que la escala presenta 4 grupos, pero con
una clasificacion del nivel de caquexia diferente al descrito en el planteamiento

tedrico. La division de los grupos es la siguiente:

Un primer grupo que representa los animales sin caquexia.

El segundo grupo hace referencia a los animales con caquexia leve.

El tercer grupo refiere a los animales con caquexia moderada

Finalmente el cuarto grupo representa la caquexia en estado avanzado.

208



RESULTADOS A-CASCO

Los puntos de corte para cada grupo se muestran en la figura 78.

Tabla 75. Comparaciones entre los grupos de clasificacion de caquexia en el modelo LLC.

La letra | y J hace referencia al grupo de clasificacion.

Grupo de Clasificacién Grupo de Clasificacion Diferencias de
medias (I-J)

-24,58 *
-41,68 *
-61,53 *
24,58 *
171
-36,95 *
41,68 *
17,1 *
-19,85 *
61,53 *
36,95 *

3 19,85 *
* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05

NP AN PR MW RIMW N

XST 22 < X £ 50 ‘51_X_63 , ‘64_X_100,
S . Caquexia Caquexia Caquexia
In caquexia Leve Moderada Avanzada

Figura 78. Puntos de corte para A-CASCO en el modelo tumoral LLC.

2.43. ANALISIS DE CONGLOMERADOS PARA EL MODELO

EXPERIMENTAL ADENOCARCINOMA DE COLON C26

Al igual que los dos modelos descritos anteriormente, del analisis de

conglomerados se obtuvieron 4 grupos para clasificar la caquexia.
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El primer grupo tuvo una media de 10,3 (n=13; SD=4,71; IC=7,46 — 13,16); el
segundo grupo una media de 41,40 (n=5; SD=7,89; IC=31,60 — 51,20), el tercero
presenté un valor medio de 64,43 (n=7; SD=3,69; 1C=61,02 — 67,84) y el cuarto
grupo una media de 80,33 (n=12; SD=4,61; IC=77,40 — 83,27). La figura 79
muestra un diagrama de cajas con la distribucion de los grupos de clasificacion
segun la puntuaciéon de caquexia. El grupo 4 presenta una mayor dispersion en
comparacion al grupo 1, 2 y 3. Las puntuaciones de caquexia de los animales del
grupo 4 se encuentran por debajo de la mediana, mientras que las del grupo 3 se
encuentran por encima de la mediana. El unico valor extremo se encuentra en el

grupo 2.

100
G0

40

] -

T T T T
1 2 3 4

Puntuacién de Caquexia

42

Grupo de Clasificacion

Figura 79. Diagrama de cajas para los grupos de clasificacién en el modelo experimental

Adenocarcinoma de Colon.

Al igual que en los modelos anteriores, se determiné si las varianzas en los grupos
eran iguales. Para esto se realizd la prueba de homogeneidad de varianzas,

utilizando la prueba de Levene como método de analisis. El resultado obtenido fue
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de 0,853 con 3 grados de libertas para las diferencias inter-grupos y 33 grados de
libertad para las diferencias intra-grupos, con un valor de p>0.05. Se cumplié la
condiciéon de homogeneidad de varianzas, por lo tanto tenia sentido hacer un
analisis de la varianza y establecer si los grupos son diferentes entre ellos.

Se observo que existe diferencia entre los grupos con un valor de F=437,57; gl=3;
p<0,01. De igual manera se estudié la diferencia entre los grupos mediante el test
de Bonferroni. Los resultados de este andlisis se observan en la Tabla 76. No se
encontré similitud en los grupos, todas las comparaciones presentan diferencias
estadisticamente significativas p<0,001. Al igual que en los dos modelos anteriores
se destaca la existencia de una progresién en la diferencia de medias del grupo 1
al grupo 4, aportando evidencia a favor de la gravedad de los animales del grupo 4
en relacion al resto. Los animales del grupo 1 no tienen caquexia; a medida que
aumenta la numeracion del grupo también se observa un incremento en los niveles
de caquexia, lo que explica que las diferencias entre los grupos extremos, grupo 1

(sin caquexia) y grupo 4 (nivel mas alto de caquexia) sea mayor.

Tabla 76. Comparaciones entre los grupos de clasificacion de caquexia en el modelo C26.

La letra | y J hace referencia al grupo de clasificacion.

(Gl)rupo de Clasificacion gr)upo de Clasificacion Diferencias de
medias (I-J)
-31,09 *
-54,12 *
-70,02 *
31,09 *
-23,02 *
-38,93 *
54,12 *
23,02 *
-159*
70,02 *
38,93 *

3 15,9 *
* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05

1

N R, AR, PP WEREL, PN
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2431. A-CASCO para el modelo experimental Adenocarcinoma de
Colon C26
El analisis de conglomerados confirmd que la escala presenta 4 grupos, pero con
una clasificacion del nivel de caquexia diferente al descrito en el planteamiento
tedrico. La divisién de los grupos es la siguiente:

Un primer grupo que representa los animales sin caquexia.

El segundo grupo hace referencia a los animales con caquexia leve.

El tercer grupo refiere a los animales con caquexia moderada

Finalmente el cuarto grupo representa la caquexia en estado avanzado.

Los puntos de corte para cada grupo se muestran en la figura 80.

X<14 15 < X £ 52 53 < X = 68 69 < X = 100
Sin caquexia Caquexia Caquexia Caquexia
Leve Moderada Avanzada

Figura 80. Puntos de corte para la Escala A-CASCO en el modelo tumoral C-26
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DISCUSION

1. VALORACION DEL GRADO DE CAQUEXIA CANCEROSA EN HUMANOS

MEDIANTE EL USO DE CAchexia SCOre (CASCO)

Para facilitar el orden de la discusion hemos organizado la misma en funcion de los

objetivos especificos de nuestro trabajo de investigacion. Asi pues, en este primer

punto se discuten los resultados obtenidos en relacion a los dos primeros

objetivos:

1. Desarrollo de una escala cuantitativa que permita clasificar en diferentes
grados de severidad los pacientes afectados de caquexia cancerosa.

2. Validacién mediante la aplicacién de esta herramienta a pacientes afectados
por distintos tipos de tumor los cuales presentaban distintos grados de

caquexia y su posterior analisis estadistico.

En los ultimos anos el interés por el sindrome de la caquexia ha adquirido una
relevancia creciente. Diversos investigadores coinciden en la necesidad de
encontrar un método que permita a la comunidad médica identificar y clasificar los
pacientes alterados por el sindrome caquéctico (Bozzetti y Mariani, 2008;
Gabinson et al., 2010; Baracos 2011; Blum et al., 2014), ya que la identificacion
precoz, en particular durante las primeras etapas de la enfermedad, es un aspecto
muy importante para su tratamiento, para que mejore la calidad de vida de estos
pacientes e incluso para incrementar su supervivencia (Gabison et al., 2010). La
falta de una herramienta especifica para diagnosticar la caquexia hace que en la
practica diaria se utilicen, con este fin, herramientas no concretas para el
diagndstico de la caquexia como por ejemplo cuestionarios de malnutricion (Blum
y Strasser 2011).

Debido a esta necesidad de dar respuesta a la brecha existente entre la

identificacion y clasificaciéon del paciente caquéctico, naci6 CASCO. Tal y como
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hemos ido sefalando a lo largo de este trabajo, CASCO es un proyecto novedoso,
completo y que consideramos cumple con los requisitos necesarios para ser una
herramienta util para la identificacién y clasificacion la caquexia cancerosa.

La gravedad de la caquexia en pacientes con cancer varia entre la existencia de
trastornos inflamatorios sintomaticos y minima pérdida de peso y masa muscular
en una etapa temprana, hasta una atrofia muscular severa en pacientes con
estado avanzado que ya no responden al tratamiento antitumoral (Van der Meij et
al., 2013). Ademas de los trastornos inflamatorios y la pérdida de peso y masa
muscular, en pacientes afectados por la caquexia también se observa una
reduccién en la ingesta y un metabolismo anormal, como se describid en la
introduccion de esta memoria.

Los componentes de CASCO, descritos en apartados anteriores, son capaces de
identificar este trastorno y clasificarlo segun su gravedad. Como se comentd
anteriormente, cada uno de ellos ha sido incluido teniendo en cuenta la

importancia que tiene cada componente dentro de la caquexia cancerosa.

Para incluir el primer componente, Pérdida de Peso y Composiciéon Corporal,
dentro de la escala, la primera consideracion que se debe tener en cuenta es la
importancia que tiene este componente dentro de la definicion de caquexia. La
pérdida de peso y composicion corporal son determinantes para un diagndstico, e
importantes para la clasificacion de la gravedad del sindrome caquéctico (Evans et
al., 2008). En esta linea, también es importante conocer que un adulto sano no
pierde peso; por lo tanto, la aparicion de una pérdida de peso involuntaria es
anormal, siendo la medicion y monitorizacion en el tiempo un elemento importante
para una evaluacion clinica (Fearon 2013). Esta idea avala aun mas la importancia

de este componente dentro de la escala CASCO.
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El segundo componente de CASCO: Alteraciones Metabdlicas, Inflamacion e
Inmunosupresion, resulté quizas uno de los retos mas importantes dentro de este
trabajo, ya que quisimos incluir biomarcadores relacionados con la caquexia
cancerosa, Yy como se comentd anteriormente en la actualidad no existen
biomarcadores especificos y establecidos para diagnodstico de la caquexia
cancerosa. Es por esto que la inclusion de diversas moléculas y mediciones
dentro de la escala CASCO supuso un desafio, y a su vez un progreso en la
caracterizacion del sindrome caquéctico.

La caquexia esta frecuentemente asociada con inflamacion sistémica, que se
evidencia por un aumento en la concentracion plasmatica de Proteina C Reactiva
y un descenso en los niveles de albumina (Richards et al., 2012). La IL-6, junto
con la IL-1 y TNF- q, son considerados como los principales mediadores de la
induccién de fase aguda en el higado (Moshage 1997). Las alteraciones
metabdlicas que presenta el paciente con caquexia cancerosa, como un aumento
de la ineficiencia energética, resistencia a la insulina, metabolismo anormal de
carbohidratos, hipertrigliceridemia y desgaste muscular, son producidas en gran
parte por la presencia del tumor y tienen un papel definitivo en el desarrollo de
caquexia (Argilés et al., 1997; Argilés et al., 2006)

En este punto incluimos los siguientes parametros para ser evaluados: la
albumina, ya que se encuentra relacionada con la severidad y prognosis de
diferentes estados caquécticos (Araujo et al., 2009); la pre-albumina, que es un
buen indicador de estatus nutricional (Araujo et al., 2009); los triglicéridos, que
aumentan sus niveles circulantes, debido a un incremento en la lipdlisis; y por otro
lado tiene lugar una disminucién de la actividad lipoproteina lipasa (LPL) del tejido
adiposo blanco (TAB) (Argilés et al., 2006). En el caso del lactato, la elevacion en
este biomarcador es muy frecuente en pacientes con cancer, pero también es

indicativo de la acidosis presente en otros tipos de estados catabdlicos (Argilés et
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al., 1997). Respecto a la medicion de hemoglobina, a menudo la anemia es una
condicion asociada con la caquexia, particularmente en cancer (Fouladiun et al.,
2007); de igual manera, la anemia es uno de los criterios diagndsticos incluidos en
la definicion de caquexia descrita por Evans y colaboradores en el aino 2008. Los
niveles de urea en plasma, en cierta medida, reflejan el catabolismo del nitrégeno
(Pister y Pearlstone 1993). Dado que CASCO fue creado para facilitar el
diagnéstico y la clasificacion de la caquexia, por este motivo el test de tolerancia a
la glucosa (como primera aproximacion ideada en CASCO) no pudo ser incluido
pues es una técnica que requiere de bastante tiempo para ser realizada; sin
embargo, este test puede ser sustituido por la Evaluacion del Modelo de
Homeostasis (Iindice HOMA) (Matthews et al., 1985). Finalmente, las especies
reactivas de oxigeno (ROS), han sido a menudo asociadas a carcinogénesis
(Valko et al., 2006; Engel y Evens 2006; Klauning y Kamendulis 2004); se cree que
las ROS estan involucradas en la condicion de inflamacién cronica, que se
presenta en pacientes con cancer avanzado y que contribuyen a la regulacion de
la produccion de citoquinas cruciales para la induccion de la caquexia relacionada

con el cancer (Argilés et al., 2005).

La Actividad Fisica (tercer componente de CASCO), representa otro punto
importante en caquexia cancerosa, puesto que a medida que ésta avanza, la
actividad fisica se ve afectada por la pérdida de tejido muscular; por consiguiente,
la concentracion y el estado de alerta del paciente disminuyen a causa de la fatiga
(Stewart et al., 2006). Este hecho no solo influye en la parte fisica, ya que el
deterioro conlleva a que el estado de animo esté dominado por el letargo y el
aumento de la indiferencia (Waanabe y Bruera 1996). Por lo tanto, la disminucion
de la actividad fisica también se relaciona con la disminucién en la calidad de vida,

ya que la pérdida de funcién fisica hace que haya una disminucién en el estado
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funcional, en la capacidad para realizar actividades de la vida diaria, disminuye las
interacciones sociales, y puede contribuir a que se presenten alteraciones en la

imagen corporal (Fouladiun et al., 2007).

Respecto al cuarto componente de CASCO, la Anorexia, cabe destacar que
representa un factor muy importante en el desarrollo de la caquexia, puesto que la
reduccion de la ingesta de alimentos contribuye significativamente al deterioro
nutricional presente en la caquexia, y en muchos casos el uso de nutricion
parenteral total no detiene la pérdida de peso corporal (Lowry 1991; Laviano et al.,
2003). La evaluacion cualitativa identifica a los pacientes en mayor riesgo de
complicaciones (Hiesmayr et al., 2009; Kalantar-Zadeh et al., 2004). En este
sentido, se incluyé el cuestionario SNAQ en CASCO, ya que es un instrumento
valido y reproducible para detectar a los pacientes desnutridos sin la necesidad de
calcular el porcentaje de pérdida de peso o el indice de masa corporal (Kruizenga

et al., 2005).

Finalmente, el quinto componente de CASCO, Calidad de Vida, es importante
puesto que la caquexia puede tener enormes efectos negativos sobre el bienestar
del paciente (Stewart et al, 2006), lo que contribuye sustancialmente a la
morbilidad (Ravasco et al., 2004). De igual manera, los sintomas asociados a la
caquexia, como fatiga, debilidad o falta de rendimiento fisico, conducen al paciente
a una autopercepcion de la calidad de vida inferior (Ravasco et al., 2004), lo que
conlleva a que los pacientes puedan ser aislados debido a la reduccion de la
actividad fisica, mental y emocional (Reid et al., 2009). Estos efectos negativos
sobre el bienestar son vividos duramente por los pacientes y por los miembros que
les prestan su apoyo (Stewart et al. 2006). Por estos motivos, la calidad de vida es

un componente muy importante en el diagnéstico y clasificacion de caquexia.
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Otro punto de gran importancia en este trabajo fue la creacién de CASCO como la
herramienta disefiada para la recogida de los datos. Es novedosa, util y facil de
manejar; fue disefada con el objetivo de permitir al médico realizar la valoracion y
clasificacion del paciente de forma rapida y completa. Por este motivo se
incluyeron en él todos los calculos necesarios para obtener un valor y una
categoria para cada paciente. La informacién recogida puede ser guardada y
comparada con la obtenida en una nueva valoracion del paciente para comprobar
si el grado de caquexia ha disminuido o aumentado, y asi poder realizar una

intervencion mas precisa.

Actualmente el grupo de trabajo de la Dra. Clelia Maddedu de la Universidad degli
Studi di Cagliari (ltalia), se encuentra en proceso de seguimiento de pacientes
valorados con el cuestionario CASCO y tratados segun la clasificacion obtenida.
Los datos obtenidos de este seguimiento seran utilizados en futuras

investigaciones en nuestro grupo de trabajo.

Dentro de este mismo marco cabe destacar que el cuestionario CASCO esta
disponible en diferentes idiomas: inglés, espafiol, italiano y portugués. Las
traducciones de los cuestionarios de Actividad Fisica y Anorexia han sido
realizadas por expertos en el idioma, y para el cuestionario de Calidad de Vida se
utilizaron las versiones traducidas directamente del grupo de estudio de Calidad de
Vida EORTC. Asi garantizamos que la informacion que se recoge en los diferentes

sitios puede ser comparada y tratada como una sola.

El analisis estadistico efectuado a través de las pruebas de analisis de

consistencia interna, y validez de constructo, ha confirmado la validacion de la
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escala CASCO para determinar el grado de severidad de la caquexia. En el
proceso de validacion de CASCO se incluyé una poblacién heterogénea de
pacientes con cancer. El carcinoma mas abundante fue de mama, mientras que los
carcinomas con menos pacientes fueron los de cuello uterino y vejiga entre otros.
CASCO fue capaz de identificar y clasificar la caquexia en todos los pacientes que
participaron en el estudio. De igual manera, CASCO diferencio los sujetos control
(puntuacién de caquexia por debajo de 14 puntos), de los pacientes en los cuales
segun su grado de caquexia se obtuvo un valor determinado de CASCO. Con los
datos obtenidos de la clasificacion de los pacientes y sujetos control se realizo el
estudio de validacion en donde se comprobd la validez de CASCO como

herramienta para la clasificacion del sindrome caquéctico.

Al comparar los resultados obtenidos en el proceso de validacion de CASCO con
las 3 escalas propuestas y descritas en la introduccion (Bozzetti y Mariani (2008),
por Gabison y colaboradores (2010), y la mas reciente propuesta por Blum y
colaboradores (2014) todas ellas con la finalidad de identificar la caquexia y

descritas en el apartado de la Introduccién, podemos destacar que:

- CASCO es la escala mas completa de la tres, puesto que sus 5 componentes
(Pérdida de Peso y Composicién Corporal; Inflamacién, Alteraciones
Metabdlicas e Inmunosupresion; Actividad Fisica; Anorexia y Calidad de Vida)
abarcan la mayoria de aspectos y caracteristicas presentes en un paciente
caquéctico. La escala propuesta por Bozzeti y Mariani es una escala que se
basa en sintomas clinicos y deja de lado aspectos importante como las
alteraciones bioquimicas como consecuencia del sindrome caquéctico (Fearon
et al., 2011). Por otro lado, la escala presentada por Gabison y colaboradores
no evalua la calidad de vida del paciente, obviando la importancia que

representa dentro del sindrome caquéctico (Baracos 2011). Finalmente la
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escala presentada por Fearon y colaboradores, al igual que la escala de
Bozzeti, no incluye mediciones bioquimicas.

- CASCO es la unica escala que permite dar una clasificacion cualitativa y
cuantitativa del sindrome caquéctico.

Comparando los resultados biométricos de la escala CASCO con la escala

presentada por Gabison y colaboradores (la escala de Bozzetti y Mariani y de

Fearon y colaboradores no presentan los resultados biométricos) podemos

destacar que:

- Enrelacion a la consistencia interna, la escala CASCO alcanzo valores de o. de
Cronbach para el componente de Actividad Fisica y Calidad de Vida 0.928, y
0.944 respectivamente, los cuales corresponden a un nivel excelente de
fiabilidad; y para el componente de Anorexia un valor de 0,801, que
corresponde a un nivel bueno; mientras que la escala de Gabison vy
colaboradores obtuvo un o de Cronbach de 0.85.

- En relacion a la validez concurrente, la escala CASCO utilizé por un lado la
correlacion entre la puntuacion de caquexia (CASCO) y la clasificacién del
paciente segun criterio subjetivo de su médico, y por otro lado la correlacion
entre la puntuacion de caquexia (CASCO) y la escala ECOG. Los resultados
obtenidos avalan la utilizacion de CASCO como herramienta para identificar y
clasificar la caquexia, pues se obtuvo una correlacion excelente entre la
puntuacion de caquexia y la clasificacion del médico (r=0.673; p<0.001); y una
correlacion suficiente entre la puntuacién de caquexia y la escala ECOG
(r=0,282; p<0,001), resultado que confirma que CASCO mide directamente el
estado caquéctico. En el caso de la escala presentada por Gabison y
colaboradores, la validez concurrente se realiz6 mediante la correlacion de la
puntuacion obtenida en la escala con la evaluacion global subjetiva generada

por el paciente (PG/SGA), encontraron una correlacion excelente (Mufiz 2005)
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(r=0.58; p=0.04), resultado que demuestra que la escala presentada por
Gabison y colaboradores no presenta una alta especificidad, puesto que la
PG/SGA no es una escala disefada para caquexia, y en este caso se

esperaria una correlacién menor entre las dos.

En una busqueda realizada en la base de datos Web of Sciencie (enero de 2015)
los articulos donde se describen las escalas propuestas para clasificar la caquexia
cancerosa (Bozzetti y Mariani 2008; Gabison et al., 2010; Fearon et al., 2014;) no

han sido citados en estudios clinicos.

Para finalizar este apartado, me gustaria hacer un comentario respecto a la version
reducida de CASCO, MCASCO.

Como se ha sido descrito a lo largo de este trabajo, CASCO es una herramienta
completa para el diagnéstico y clasificacion de la caquexia; incluye dentro de sus
mediciones biomarcadores y pruebas capaces de dar un diagnéstico acertado de
caquexia y una clasificacién que sirve como herramienta para tratamiento y
seguimiento del paciente caquéctico. MCASCO mantiene los cinco componentes
pero con los parametros mas relevantes de cada uno de ellos, excepto en el primer
componente (Pérdida de peso y composicion corporal) que se mantiene de la
misma manera que en CASCO debido a su importancia para el sindrome
caquéctico. Como se comentd en el apartado de resultados 1.12 MCASCO, el
segundo componente (Inflamacion, alteraciones metabdlicas e inmunosupresion)
se redujo dependiendo la importancia que representa cada uno de los parametros
medidos dentro del sindrome caquéctico, para esto se tuvo en cuenta lo descrito
en la definicion de caquexia (Evans et al., 2008) y el ultimo consensus de la

definicién de caquexia (Fearon et al. 2011); también se tuvo en cuenta las pruebas
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realizadas en la practica clinica, pues no todas las mediciones de este componente
incluidas en CASCO son de rutina, motivo que dificulta la obtencién de datos.

En el caso del tercer, cuarto y quinto componente (Actividad fisica, Anorexia y
Calidad de vida) se utilizé tres pruebas estadisticas como métodos de reduccion;
para la fiabilidad si se elimina el item (a Cronbach) y el peso de la carga factorial
de cada item para la Actividad fisica y Anorexia, y un analisis de items, donde se
tiene en cuenta el coeficiente de discriminacion de los items para la Calidad de
vida. Estos analisis garantizaron la fiabilidad y validez de MCASCO fuera alta. La
concordancia entre CASCO y MCASCO fue excelente (r=0.964), lo que confirma
que MCASCO es un instrumento que puede ser utilizado en la identificaciéon y

clasificacidon de la caquexia cancerosa.

Esta version reducida de CASCO es capaz de identificar y clasificar el sindrome
caquéctico de igual manera que la versidon completa de CASCO, y hace que
proporcionemos a la comunidad clinica una herramienta util, pues mantenemos los
componentes establecidos en CASCO para no variar las caracteristicas medidas,
pero resulta mas simplificada y facil de utilizar, puesto que al disminuir las
mediciones, disminuimos el tiempo de aplicacion, lo que es mas cémodo tanto

para el paciente como para el personal que administra el cuestionario.
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2. VALORACION DEL GRADO DE CAQUEXIA CANCEROSA EN MODELOS
EXPERIMENTALES MEDIANTE EL USO DE Animal CAchexia SCOre

(CASCO)

En este segundo apartado en la discusién, se valoran los resultados obtenidos en
relacion al tercer objetivo:

Desarrollo de un sistema de clasificacion de la caquexia cancerosa para tres
modelos experimentales: Hepatoma ascitico Yoshida AH-130, carcinoma

pulmonar de Lewis y Adenocarcinoma de colon C26.

La prevencion y tratamiento de la caquexia cancerosa deben ser reconocidos
como parte integral de la terapia anticancerigena. Puesto que con un correcto
tratamiento anti-caquéctico se puede llegar a detener o revertir el impacto del
sindrome sobre el paciente y asi contrarrestar la disfuncion de los diferentes
sistemas involucrados con el fin de obtener una mejora en el resultado clinico y en
la calidad de vida del paciente (Van Bokhorst 2005; Nitenberg y Raynard 2000).

Por motivos como el anterior hemos desarrollado un sistema de clasificacion para
modelos experimentales de caquexia cancerosa (Yoshida AH-130, Carcinoma
Pulmonar de Lewis, Adenocarcinoma de colon C26) con el objetivo de escalar
diferentes grados de caquexia, y que esta clasificacion pueda ser utilizada en la
investigacion de tratamientos anti-caquécticos y de esta manera poder monitorizar
objetivamente si estos tratamientos disminuyen el grado de caquexia cancerosa en

estos modelos experimentales.

Cabe destacar que el sistema de clasificacion A-CASCO (Animal CAquexia
SCOre) esta basado en el CASCO. Mantiene los 5 componentes descritos en

CASCO, pero con variaciones en las mediciones debido al hecho que se trabaja
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con animales de experimentacién y algunas de las mediciones no pueden ser
realizadas de la misma manera que en los humanos.

1. En el caso de la Pérdida de Peso corporal y disminucion del peso del

musculo GSN, se hizo la variacion sobre la medicion de la composicion

corporal que se aplica a los humanos en CASCO, puesto que como se
describié en los resultados (apartado resultados A-CASCO 1.1 Componentes
A-CASCO), los métodos utilizados para determinar la composicion corporal en
animales implican utilizar la totalidad del cuerpo del animal, motivo por el cual
fue reemplazo por la disminucion del peso del musculo Gastrocnemius, ya
que por estudios previos se puede considerar representativo de la perdida de la
masa muscular en roedores en estas situaciones.

2. En segundo componente en A-CASCO esta compuesto por la valoracion de

la Inflamacion y las Alteraciones Metabdlicas. Asi, la Inflamacién presenta

variaciéon respecto a CASCO, ya que en A-CASCO se valoran los niveles de
Amiloide Sérico A y en CASCO los niveles de Proteina C Reactiva. Sin
embargo la valoracion de la Interleuquina — 6 se mantiene en los dos. Por lo
que respeta a las Alteraciones Metabdlicas son comunes en las dos escalas la
medicién de la albumina y los triglicéridos, y difieren en la medicion de la
glucosa en A-CASCO y de la pre-albumina y lactato en CASCO. Respecto a la
valoracién de la anemia tanto CASCO como ha A-CASCO contemplan esta
medicién, en CASCO se valora con el nivel de hemoglobina y en A-CASCO se

valora con el hematocrito.

3. El tercer componente Actividad Fisica, integra mediciones que se
corresponden a las valoraciones realizadas en humanos, tanto de fuerza
(medicion de la fuerza de traccion), como de cantidad de movimientos
(medicion de la actividad total 24 horas antes de sacrificio). Estas dos

mediciones se corresponden al cuestionario realizado en los humanos.
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4. En el caso de cuarto componente, la Anorexia, se realiza una medicion
objetiva de la ingesta puesto que se valora midiendo la cantidad de comida
ingerida por el animal y calculando la disminucion de esta en comparacion a los
animales control. De esta forma se puede comparar con la medicion de la
ingesta realizada en CASCO, la cual se realiza mediante preguntas directas al
paciente sobre su percepcion del apetito.

5. El quinto componente, Calidad de Vida, ha sido un reto en A-CASCO, puesto

que valorar la calidad de vida de una animal no es facil. Hay que conocer muy
bien la cepa para reconocer el comportamiento normal de animal y
posteriormente buscar las pruebas idoneas para valorar la disminucion de la
calidad de vida. En nuestro caso hemos incluido los signos de malestar, el
paradigma intruso-residente y el test de natacién forzada. Los signos de
malestar fueron incluidos con el propésito de valorar signos y sintomas
presentes en un roedor enfermo. Por otra parte, el paradigma intruso-residente
pretende valorar la reaccion del animal ante un estimulo externo. Y finalmente
el test de natacidén forzada valora la disminucion de la calidad de vida del

animal y su estado fisico midiendo los intentos de salida del agua.

También cabe destacar que por los analisis realizados, no se puede aplicar una
sola escala para clasificar la severidad de caquexia en distintos modelos
experimentales en diferentes cepas (Yoshida AH-130 (cepa Wistar), LLC (cepa
C57BL/6) y C26 (cepa BALBI/c)), por ese motivo se presentan dos escalas que
difieren en: 1) La clasificaciéon de la pérdida de peso, ya que se tiene en cuenta las
diferencias de tamafo entre especie (rata y ratén), y 2) la valoracién del Paradigma
intruso residente ya que los ratones responden de una manera diferente a las ratas

ante un estimulo extrano.
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A continuacién presentamos el analisis del comportamiento de los tres modelos

experimentales utilizados en el desarrollo de la escala.

En el modelo Yoshida AH-130, se observaron signos de crecimiento tumoral a
partir de dia 2 de la inoculacion de las células tumorales a nivel: bioquimico,
actividad fisica y calidad de vida. La mayoria de cambios tenian una severidad
baja (p<0.05), siendo las diferencias en IL-6 las unicas con un grado de severidad
alto (p<0.005). No se observan cambios en el peso corporal y en el musculo GNS,

lo que permitié concluir que el sindrome caquéctico no se habia desarrollado.

A dia 4 de la inoculacion del tumor, se observan los mismos sintomas que a dia 2,
aumentando de severidad en el caso del Amiloide Sérico A y los ftriglicéridos.
También se presentan nuevos sintomas como cambios en la concentraciéon de
glucosa y signos de malestar a un nivel de severidad alto (p<0.005). No se
observan cambios en el peso corporal y el GSN, por lo que se concluyé que el
sindrome caquéctico no se habia desarrollado. Sin embargo la presencia del tumor
afectd la calidad de vida del animal, observandose un deterioro con un grado de

severidad alto (p<0.005).

A dia 6 de la inoculacién del tumor se observaron cambios en el peso corporal con
una severidad alta (p<0.005) y disminucion del peso del GNS con una severidad
baja (p<0.05). De la misma forma, se evidenciaron cambios en la disminucién de la
fuerza de traccién y anorexia con un grado de severidad medio (p<0.009 — 0.005),
gue hasta este momento no estaban presentes, mientras que las diferencias en los
demas parametros se mantuvieron. En el caso del hematocrito y el test de nado
forzado, no se observan diferencias significativas a causa de problemas en la
medicion. Con estos resultados se concluyd que el tumor habia progresado y que

el sindrome caquéctico ya se habia desarrollado en un nivel de severidad medio.
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A dia 8 de la inoculacion del tumor continué la progresién del tumor y el desarrollo
del sindrome caquéctico, evidenciandose un deterioro general en el animal. Se
encontraron diferencias significativas en todos los parametros excepto en la
albumina. Se observd un aumento en la severidad en las diferencias, como en el
caso de la anorexia (p<0.005). Sin embargo, se destacd el incremento en la
disminucion del peso del musculo GNS (p<0.005), valor que se correlaciona con el
aumento en la severidad de la disminucion de la Actividad total y Fuerza de
traccion, condiciones que se ven afectadas con la disminucion de la masa

muscular.

A dia 10 de crecimiento tumoral, el deterioro del animal aumenté y se mantuvieron
las diferencias significativas en todos los parametros analizados, excepto en la

albimina.

A dia 11 las diferencias significativas aumentaron y el Amiloide sérico A y la
albumina alcanzaron una severidad media (p<0.009 — 0.005). Los triglicéridos no
presentaron diferencias significativas y la IL-6 no pudo ser analizada a causa de
inconvenientes con las muestras. El deterioro del animal a causa del crecimiento

tumoral y sindrome caquéctico aumenté, observandose caquexia en fase terminal.

En el caso del Carcinoma Pulmonar de Lewis (LLC), en este caso a dia 4 de
crecimiento tumoral, solo se observaron cambios en la niveles de Amiloide sérico A

y glucosa con un grado de severidad bajo (p<0.05).

A dia 6 aumentan las diferencias significativas en tres parametros, Interleucina 6
(severidad alta p<0.005), disminucién de actividad total (severidad media p<0.009
— 0.005) y disminucion en la ingesta (severidad baja p<0.05). El amiloide sérico A
no presento variacion en el grado de severidad. Por problemas con las muestras

de plasma no fue posible realizar la valoracién de las alteraciones metabdlicas. En
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este punto del crecimiento tumoral podemos decir que el sindrome caquéctico no

se habia desarrollado.

A dia 10 de crecimiento tumoral, todos los parametros alcanzaron diferencias
significativas con un nivel de severidad alto p<0.005, excepto el nivel de
triglicéridos (severidad media p<0.009 — 0.005) y la disminucién en el test de nado
forzado (severidad bajo p<0.05). No se observaron diferencias significativas en el

nivel de glucosa.

A dia 14 de crecimiento tumoral, las diferencias significativas continuaron de igual
manera que a dia 10, aumentando de severidad las diferencias en los niveles de
los ftriglicéridos (p<0.005) y disminucion de nado forzado, mientras que la
severidad en la disminucion de la ingesta (p<0.05) se redujo. No se presentaron

diferencias significativas en la glucosa y en el Paradigma intruso — residente.

A dia 18 de crecimiento tumoral, continuaron las diferencias significativas con el
mismo grado de severidad que a dia 14, excepto en los niveles de IL-6,

triglicéridos y glucosa, en donde no se observaron diferencias significativas.

A dia 20 de crecimiento tumoral, se observd una disminucion en las diferencias en
los niveles de albumina (p<0.05) mientras que no se presentaron diferencias en los
niveles de IL-6, glucosa, hematocrito y paradigma intruso residente. Nuevamente
se observd diferencias en grado de severidad baja en los niveles de los
triglicéridos (p<0.05). Los demas parametros medidos continuaron con las

diferencias significativas en un grado de severidad alto (p<0.005).

Con base en estos resultados se evidencidé que la velocidad de crecimiento del
tumor LLC es mas lento que en Yoshida. Sin embargo el desarrollo del sindrome

caquéctico es mas agresivo, puesto que el nivel de severidad presentado por los
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signos mas representativos (pérdida de peso y disminucion musculo GNS) fue alto

(p<0.005), al igual que la mayoria de parametros medidos.

En el modelo tumoral C26, se observaron diferencias significativas con un grado
de severidad alto (p<0.005) en la disminucion de peso y en los niveles de
albumina; diferencias significativas a un nivel medio en el hematocrito (p<0.009 —
0.005) y a un nivel bajo (p<0.05) en la disminucion de la actividad total. Aunque se
presentaron cambios en la pérdida de peso, no se registraron cambios en la
composicion corporal, por lo que no se podria hablar de desarrollo del sindrome

caqueéctico, pero si de un inicio de deterioro del animal.

A dia 8 de crecimiento tumoral aumentaron los sintomas del sindrome caquéctico,
se observaron diferencias significativas a un grado de severidad bajo (p<0.05) en
la pérdida de peso, disminucion del musculo GNS, triglicéridos, hematocrito, fuerza
de traccion, paradigma intruso — residente y test de nado forzado, y diferencias
significativas en un grado de severidad alto (p<0.005) en los niveles de amiloide

sérico A y albumina.

A dia 14 y dia 15 de crecimiento tumoral, el sindrome caquéctico aumenté. A dia
14 se observaron diferencias significativas en todos los parametros excepto en el
paradigma intruso residente. Se observaron diferencias significativas con un grado
de severidad bajo (p<0.05) en la pérdida de peso y disminuciéon musculo GNS. Las
diferencias significativas con un grado de severidad medio se observaron en el
hematocrito, la actividad total y la fuerza de traccion; y las diferencias con un grado
de severidad alto se observaron en los niveles de amiloide sérico A, IL-6,
albumina, triglicéridos, glucosa, ingesta, signos de malestar y test de nado forzado.
A dia 15 aumenté la severidad en las diferencias significativas en la actividad total
y no se observaron diferencias en los niveles de triglicéridos. En los demas

parametros las diferencias se mantuvieron con el mismo grado de severidad que
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en el dia 14. Por tanto se considerd que a partir de dia 14 el nivel de caquexia

observado es severo.

A dias 20 y 24 se observo un nivel de caquexia en fase terminal, la condicion fisica
y calidad de vida del animal se habian deteriorado por completo a causa del
crecimiento del tumor y la presencia del sindrome caquéctico. A dia 20 se
observaron diferencias significativas con un grado de severidad bajo (p<0.05) en el
hematocrito, la ingesta y el paradigma intruso — residente. El test de nado forzado
present6 diferencias significativas con un grado de severidad medio (p<0.009 —
0.005) y los demas parametros presentaron un grado de severidad alto (p<0.005).
A dia 24 el comportamiento del tumor y el sindrome caquéctico fue similar al dia
20, con la diferencia que no se observaron diferencias significativas en el
hematocrito. El nivel de triglicéridos, la ingesta y el paradigma intruso residente
presentaron un grado de severidad medio (p<0.009 — 0.005). Los demas

parametros presentaron un grado de severidad alto (p<0.005).

En comparacion con los dos modelos tumorales descritos anteriormente, C26 es
un modelo en el cual el crecimiento del tumor es mas lento y por consiguiente la

severidad del sindrome caquéctico tarda en aparecer.

En los parrafos anteriores se describen tres modelos experimentales de caquexia
cancerosa en los que se analiza la evolucion del tumor y desarrollo del sindrome
caquéctico a través del tiempo. El analisis de estos resultados permitié desarrollar
un sistema de clasificacion util para identificar la caquexia desde el momento en

que inicia, y cdmo aumenta su severidad a medida que el tumor progresa.

Este sistema de clasificacién es completo ya que aparte de identificar el sindrome
caquéctico, permite conocer y hacer el seguimiento de las alteraciones que se

presentan en el animal. Una de las caracteristicas que hace que el sistema
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desarrollado sea de gran utilidad en investigacién, en su capacidad para evidenciar
los primeros sintomas y signos, tanto producidos por el tumor como caracteristicos
del sindrome caquéctico. Esto permitiria la investigacion de tratamientos
anticaquécticos en una fase temprana del sindrome evitando que llegue a un

estadio avanzado.

A pesar de las ventajas que presenta el sistema de clasificacion disefiado somos
conscientes de las limitaciones de nuestro trabajo, estan radican principalmente en
que la escala ha sido disefiada en tres modelos experimentales diferentes, lo que
podria limitar la utilizacion de la escala en otros modelos experimentales de

caquexia.

Para finalizar este trabajo quisiera comentar que el sindrome de la caquexia es
complejo y requiere esfuerzos conjuntos tanto en el ambito preclinico como clinico.
En este aspecto presentamos dos escalas de diagndstico y clasificacion de la
caquexia: A-CASCO para animales de experimentacion con el objetivo que sea
utilizada en el estudio de tratamientos anti-caquécticos; y CASCO para diagndéstico
y clasificacion de la caquexia cancerosa en humanos, contribuyendo a la correcta

eleccion del tratamiento anti-caquéctico por parte del oncélogo.
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1. CAchexia SCOre (CASCO) es la herramienta cuantitativa propuesta en esta
tesis doctoral que permite clasificar a los pacientes con cancer en funciéon del
grado de severidad de la caquexia.

e Sus cinco componentes son: (a) pérdida de peso y composicion corporal,
(b) inflamacién, alteraciones metabdlicas e inmunosupresion, (c) actividad
fisica, (d) anorexia, y (e) calidad de vida, que reflejan el deterioro funcional
y nutricional sufridos por el paciente caquéctico, asi como los efectos
negativos sobre su bienestar inducidos por la enfermedad.

o El analisis estadistico efectuado a través de las pruebas de analisis de
consistencia interna, y validez de constructo, ha confirmado la validacion de
la escala CASCO para determinar el grado de severidad de la caquexia.

e CASCO clasifica cuatro niveles de severidad de la caquexia cancerosa:
pacientes sin caquexia, y con caquexia leve, moderada y avanzada, en
base a la prueba estadistica de analisis de conglomerados.

e Los valores obtenidos con la escala CASCO presentan una elevada
correlacion (determinada por el analisis de validez concurrente) con la
valoracién subjetiva realizada por el equipo de Oncologia, confirmando su
utilidad como herramienta de determinacién de la gravedad del sindrome

caquéctico.

2. MCASCO es una version simplificada de CASCO que mantiene los cinco
componentes, utilizando los pardametros mas relevantes de cada uno de ellos
identificados mediante el analisis de consistencia interna y el analisis factorial
de componentes principales. De esta manera, MCASCO podria ser una
herramienta util de aplicacién mas rapida y sencilla que CASCO para obtener

la clasificacion del sindrome caquéctico de los pacientes cancerosos.
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3. A-CASCO es una adaptacion de la escala CASCO que mantiene los cinco
componentes de esta escala pero disefiada para su aplicacion en modelos
experimentales de caquexia, concretamente el hepatoma ascitico Yoshida AH-
130 (en rata), y el carcinoma pulmonar de Lewis y el adenocarcinoma de colon
C26 (ambos en raton). El analisis estadistico de los resultados demuestra que
A-CASCO es una herramienta util para clasificar el grado de caquexia, que
incluye las mismas categorias contempladas en CASCO pero con diferentes

puntuaciones adaptadas a cada modelo experimental en particular.
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CACHEXIA SCORE
CUESTIONARIO CASCO
(Edicion sometida a validacion)

Cuestionario© CASCO

Todos los derechos reservados

Ninguna parte de este documento cubierto por derechos de autor puede ser reproducida o
transmitida en ninguna forma o por ninguin medio sin previa autorizacién del titular de los
derechos.

Las solicitudes de autorizacion para el uso del cuestionario CASCO y sus modulos, o para
reproducir o citar los materiales contenidos en este documento, deben dirigirse a:

Fundacié Bosch i Gimpera
Area de Valoritzacié i Llicéncies.
Baldiri i Reixac, 4-6, Torre D, 32 Planta
08028 Barcelona
SPAIN

Tel: +3493 403 9970
Fax: +34 93 403 9767

Email: idea@fbg.ub.es

ATENCION

El cuestionario CASCO es una herramienta actualmente bajo proceso de
validacion. No se ofrece ninguna garantia formal sobre el contenido y los calculos
incluidos.

Sélo se permite su uso para investigacion

El uso clinico del cuestionario CASCO no esta permitido

Copyright © 2011. Universitat de Barcelona.
Edicion bajo validacion, 2011

Copyright ©2011 Universitat de Barcelona
Autores: Josep M. Argilés, Francisco J. Lépez-Soriano y Silvia Busquets Pag1de5



CACHEXIA SCORE
CUESTIONARIO CASCO

Pais Select

Numero de referencia |Q

Iniciales del paciente

Fecha de nacimiento

Fecha

Codigo del pacienteSelect . 0. .

PERDIDA DE PESO Y COMPOSICION CORPORAL (PCC)

Pérdida de peso corporal Masa Corporal Magra (MCM)
C<5% ( Sin cambios en MCM Peso inicial
(C >digual al 5%, leve ( Pérdida de MCM > 10 %

(C > ¢igual al 10%, moderada

) Peso final
(C >oigualal 15%, s a etodologia
L. o
C > digual al 20%, termi @i 5

INFLAMACION / ALTERACION ETABOLICAS / INMUNOSUPRESION (1Al)

CRP en suero
(" 5mg/l<CRP <10 mg/I

INFLAMACION (10 mg/l < CRP < 20 mg/|
(C CRP>20mg/I

(C Valor normal 6 no analizado

[ Albdmina en suero < 3.2 g/dL

ALTERACIONES [~ Pre-Albdmina en suero < 1.6 mg/dL

METABOLICAS*
D Lactato en suero > 2.2 mM

* Los parametros no analizados deben dejarse en blanco

[~ Triglicéridos en suero >200 mg/dL

Glucosa

INMUNOSUPRESION* [~ Valores absolutos de linfocitos

* Los parametros no analizados deben dejarse en blanco

[T Anemia:H
[T Ureaensu
[ Nivelesen
[~ Testdetol

IL6 en sue
( 4pg/m
(" 10pg/
O IL6 >3

O Valor

Insulina |.HOMA

Copyright ©2011 Universitat de Barcelona
Autores: Josep M. Argilés, Francisco J. Lopez-Soriano y Silvia Busquets Pag 2 de5



CACHEXIA SCORE
CUESTIONARIO CASCO
(Edicion sometida a validacion)

Iniciales del paciente Fecha de nacimiento

Fecha

Estamos interesados en recoger informacién sobre su estado de salud. Por favor, responda a todas las preguntas.
No hay respuestas correctas o incorrectas. La informacién suministrada se conservara en la mas estricta confidencialidad.

ACTIVIDAD FiSICA (AFI)
Durante la semana pasada:

1. ¢Ha notado alguna disminucién en particular en las actividades
fisicas (p.e., en el trabajo, en casa, en el ocio, etc) que
normalmente lleva a cabo durante el dia?

2. ¢Tiene alguna dificultad para realizar actividades que requieren un
esfuerzo importante, como llevar una bolsa de compra pesada o
una maleta? [1]

3. ¢Ha notado alguna pérdida de la fuerza en la mano?

4. Le cuesta mas trabajo subir escaleras?

5. ¢Se ha sentido cansado(a) después de caminar aproximadamente
medio kilémetro?

[1] La pregunta 2 ha sido extraida del 1995 EORTC Quality of Life Group. QLQ-C30. Usada con permiso

En absoluto Unpoco Bastante Mucho
C C C C
C C C C
C C C C
C C C C
C C C C

Por favor, vaya a la ultima pagina del cuestionario para hacer la prueba de monitorizacion de la actividad fisica

ANOREXIA (ANO) 2!

1. Mi apetito es: 2. Cuando como:
(. Muy.pobre (" .. Mesiento saciado después de comer s6lo unosjpocos bocados
(" Pobre (" Mesiento saciado después de comer un tercio de una comida
C Norfmgtp://www.fbg.ub.edu/index.php?option=¢"m mesiéatot Satisdo-aéspudd de 26rméd tredislcomida
(" Bueno (— Mesiento saciado después de comer la mayor parte de la comida
(" Muy bueno (— Dificilmente me siento saciado
3. Lacomida me sabe: 4. Normalmente como:
( Sin sabor (" Menos de una comida al dia
C Mal (  Unacomidaal dia
C Normal ( Dos comidas al dia
(C Bien C  Tres comidas al dia
(C Muy bien (C Mas de tres comidas al dia

[2] Las preguntas 1-4 han sido extraidas del SNAQ del programa GRECC de St Louis del ST Louis VA Center. Usado con permiso

Copyright ©2011 Universitat de Barcelona

Autores: Josep M. Argilés, Francisco J. Lépez-Soriano y Silvia Busquets
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CAC

CUESTIONARIO CASCO

HEXIA SCORE

Iniciales del paciente

(Edicion sometida a validacion)

Fecha de nacimiento

Fecha

CA

LIDAD DE VIDA (CDV)

Durante la semana pasada:

1.

2.

10

11.

12,

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

¢Tiene que permanecer en la cama o sentado en una silla durante el dia?

¢Necesita ayuda para comer, vestirse, asearse o ir al servicio?

¢ Ha tenido algun impedimento para hacer su trabajo u otras actividades
cotidianas?

¢ Ha tenido algun impedimento para realizar sus aficiones u otras actividades
de ocio?

¢Tuvo sensacion de falta de aire o dificultad para respirar?

¢Ha tenido dolor?

éNecesitd parar para descansar?

¢Ha tenido dificultades para dormir?

éSe ha sentido débil?

. ¢Ha tenido nduseas?

¢Ha vomitado?

¢Ha estado estrefiido?

¢Ha tenido diarrea?

éInterfirio algun dolor en sus actividades diarias?

¢Ha tenido dificultades en concentrarse en cosas como leer el periddico o ver la
television?

¢Se sintid nervioso/a?

¢Se ' sintio preocupado/a?

¢Se sintio deprimido/a?

¢Ha tenido dificultades para recordar cosas?

¢ Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en su vida familiar?

¢Ha interferido su estado fisico o el tratamiento médico en sus actividades
sociales?

éLe han causado problemas econémicos su estado fisico o el tratamiento
médico?

¢Coémo valoraria su salud general durante la semana pasada?

¢, Coémo valoraria su calidad de vida en general durante la semana pasada?

En absoluto Unpoco Bastante

O 0 O O O O O 0O

DD O O O O D

9]

C

¢se sintio irritF\ti'lf'[;://www.fbg.ub.edu/index.php?option:com_content&tagl\(:view&id

C

C

C

C

C

Excelente

C

C

C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
C C
Bueno Malo

C

C

Las preguntas 1-25 tienen copyright de 1995 EORTC QLQ. Extraidas del QLQ-C30 y utilizadas con permiso

Mucho

o0 O O O O O O 5O O O O O O 0O

20D O O D 0D

N

C

Muy malo

C

C

Pag4de5



CACHEXIA SCORE

CUESTIONARIO CASCO
(Edicion sometida a validacion)

Iniciales del paciente

Fecha de nacimiento Fecha

ACTIVIDAD FISICA (AFI) (Cont.)

Monitorizacion

La monitorizacion tendra lugar al tiempo que se llena el cuestionario, normalmente en el momento del diagndstico. Si

no esta disponible la monitorizacion, se usara siempre el cuestionario. El primer calculo del nivel de caquexia

utilizara los valores del cuestionario. Los calculos posteriores usaran los valores monitorizados de acuerdo con la
siguiente escala:

1.

Actividad Total:

Test Previo Fecha

Test Actual Fecha

Fuerza de la mano:

Test Previo Fecha

Test Actual Fecha

Subida de escaleras:

Test Previo Fecha

Test Actual Fecha

Valor

Valor

Valor

Valor

Valor

Reduccién de la Actividad Total
a partir de la medida previa en %

Reduccién de |la Fuerza de la mano
a partir de la medida previa en %

Reduccién de la Subida de escaleras
a partir de la medida previa en %

Valor

Distancia caminada en 6 minutos:

Test Previo Fecha

http://www.fbgfub.edurindeéx.php?oj

Test Actual Fecha

Valor

Valor

Reduccion de la distancia caminada
en 6 minutos a partir de la medida
ption=corn_contepri&tadirniew&id=251&Itemid=

Copyright ©2011 Universitat de Barcelona
Autores: Josep M. Argilés, Francisco J. Lépez-Soriano y Silvia Busquets
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UNIVERSITAT DE BARCELONA Gestio de la Recerca
Pavell6 Rosa (recinte Maternitat)
primer pis
Travessera de les Corts, 131-159
08028 Barcelona
Tel. 93 403 53 95 - 93 403 53 97
Fax (34) 93 403 54 00

g.recerca@ub.edu
www.ub.es/ogrc/ogre.htm

Comisidon de Bioética
de la Universitat de Barcelona

Certificado de aprobacidn
Sobre experimentacién en humanos o en muestras de origen humano

Don Albert Royes Qui, Secretario de la Comisidn de Bioética de la Universitat
de Barcelona.

CERTIFICA:

Que el Dr. Josep M® Argilés Huguet presenté el proyecto titulado "Terapia
combinada como estrategia para el tratamiento de la caqueixa cancerosa”.

Que de acuerdo a lo que se establece en la convocatoria, la Comisién de Bioética
de la Universitat de Barcelona analizé toda la documentacién presentada por
Josep M® Argilés Huguet y, por acuerdo de fecha 16 de octubre de 2012
aprobé informar favorablemente desde el punto de vista bioético el proyecto
de investigacion de referencia.

Y para que conste y a los efectos que corresponda, firmo la presente con el
visto bueno del presidente de la Comisidn en Barcelona a 16 de octubre de 2012.

T \JO B E| presidente de la Comision de
Bioética de la Universitat de Barcelona
HSTTAT DE DARCELONA e ————
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Institutional Review Board (IRBOO003099)

LS
T A St e






ANEXO 3
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BANC DE SANG
I TEXITS

NOTA D' ENCARREC PER A LA CESSIO DE MOSTRES BIOLOGIQUES
PER A LA INVESTIGACIO BIOMEDICA, CIENTIFICA | TECNICA.

Conveni marc amb: Universitat de Barcelona
Data del conveni: 6 de setembre de 2010
Addenda conveni: 5 de setembre de 2012

Barcelona, 6 de novembre de 2012

Banc de Sang i Teixits i la Universitat de Barcelona varen subscriure, en data 6
de setembre de 2010 (addenda 5 de setembre de 2012), un conveni marc per a
la cessi® de mostres bioldgiques per a la investigacid biomeédica , cientifica i
técnica que continua en vigor.

D'acord amb el conveni marc esmentat, el Sr. Josep M. Argilés, investigador
del Grup de Recerca de Bioquimica i Biologia Molecular del Cancer de la
Universitat de Barcelona i responsable del projecte (120034) “Escala para
determinar el grado de caquexia cancerosa’, fa I'encarrec a la direccioé cientifica
del Biobanc del Banc de Sang i Teixits, , d'aproximadament 50 mostres de
sang suplementaries a la donacié (sense tub, amb consentiment i questionari
especific), durant 1 setmana, com a font de plasma, per al projecte esmentat,
que ha estat aprovat per la Comissi6 de Bioética de la Universitat de Barcelona,
amb data 16 d’octubre de 2012.

Segons les tarifes vigents aprovades pel Departament de Salut, la Universitat
de Barcelona abonara al BST :
1. Mostra de sang suplementaria a la donacid (sense tub, amb
consentiment i qliestionari especific): 6€

Per BST Per la Universitat de Barcelona

Gemma Valeta Juan Josep M. Argilés
NIF 36523978R NIF 40857482Y
Direccio Cientifica Biobanc Responsable del Projecte



CONDICIONS GENERALS DEL CONVEN! MARC ENTRE BANC DE SANG | TEIXITS (BST)
I la UNIVERSITAT DE BARCELONA

1. COMPROMISOS DE LES PARTS
Banc de Sang i Teixits es compromet a :

- Prepararilliurar les mostres que demani EL CENTRE, en les dates que s’acordin.

- Sollicitar el consentiment especific i per escrit al donant, en cas de ser necessari 'extraccio
d'una mostra addicional a les que s'extreuen habitualment, precisar per a I'encarrec especific
dades cliniques, epidemiologiques i demografiques. Aquest consentiment es mantindran en
custodia, en el BST, per un temps no inferior a 30 anys.

- Recavar dels donants les dades cliniques, epidemiologiques i/o demografiques de les mostres
lliurades a EL CENTRE, en cas que es precisin.

- Realitzar les analitiques, perceptives per la normativa legal vigent, per a la deteccio d’'infeccio pel
virus de la Hepatitis B, C, virus de la Immunodeficiencia Humana |-l i sifilis. Aquest proces, i la
seva validacié, comporta un minim de 36 hores des de l'extraccio de la sang. En cas de
subministrament de les mostres, abans de la validacid esmentada, els resultats no es
comunicaran amb posterioritat, degut a que anonimitzacid impossibilita la seva identificacio.

- Anonimitzar, fent dissociacio irreversible, les dades per garantir la no identificacio del donant de
la mostra.

EL CENTRE es compromet a :

- Facilitar la informacié necessaria per redactar el consentiment informat, que incloura la
naturalesa, importancia, implicacions i riscos de les determinacions a realitzar, cas de haver de
sol licitar-se al donant.

- Proporcionar els recipients per a la recolleccié i el transport, cas de que les mostres precisin ser
recollides i/o transportades en recipients no normalitzats del Banc de Sang i Teixits.

- Posar els mitjans per a la recollida i transport de les mostres des del Banc de Sang i Teixits.

- Sollicitar amb 10 dies d’antelacid (sempre que sigui possible) les col-laboracions diferents a la
de tramesa mostres.

2. US AUTORITZAT DE LES MOSTRES

EL CENTRE es compromet a utilitzar les mostres de sang o biologiques proporcionades per BST Unica |
exclusivament per a la realitzacio del projecte de recerca, validacio, projecte docent o assaig clinic que
sigui causa del encarrec especific de subministrament. Queda expressament prohibida la utilitzacio del
material biologic subministrat per altres usos o finalitats diferents.

3. PROHIBICIO DE CESSIO A TERCERS

Les mostres biologiques subministrades per BST no podran ser cedides a tercers. A la finalitzacio de cada
projecte de recerca o a la resolucié anticipada d’algun dels encarrecs especifics subscrits per qualsevol
causa, EL CENTRE haura de tornar o destruir, a opcio de BST, la part de les mostres no utilitzades.

4. AVALUACIO PER PART DEL COMITE ETIC D’INVESTIGACIO CLINICA

EL CENTRE obtindra dictamen favorable del comite d’ética d'investigacio clinica (CEIC) corresponent i les
autoritzacions administratives preceptives per dur a terme el projecte o assaig.

L" incompliment d’aquesta obligacio sera motiu de rescissio automatica del encarrec especific subscrit pel
projecte o assaig concret.

5. CLAUSULA DE CONFIDENCIALITAT

Les dades de caracter personal dels donants relacionades amb la seva salut, aixi com els resultats i la
tracabilitat de les seves donacions tindran caracter confidencial. Per tal de garantir-ho les dades
facilitades pel Banc de Sang i Teixits, estaran irreversiblement dissociades (anonimitzades).

A més a més les parts guardaran sigil sobre les dades de caracter confidencial de l'altra part o, en el seu
cas, dels projectes o assajos clinics als que van destinades les mostres subministrades per BST que
puguin arribar a conéixer amb motiu de I'execucio del present conveni marc o dels encarrecs especifics
que el desenvolupin.
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Barcelona, de de 20 , hora No.

Iniciales del nombre , edad afos, sexo

Facultad

Doy mi consentimiento para ceder 8 ml de sangre que me extraigan en el Banco de sangre,
para que el grupo de investigacion de Cancer del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona lleve a cabo un estudio
para clasificar la caquexia en diferentes grados, para la clasificacion de la caquexia en personal
del Campus universitario de

Padeces algun tipo de enfermedad? Puedes indicar cual?

Nota: Los datos especificados Unicamente se utilizaran con fines estadisticos. Muchas gracias
por tu colaboracion.

Firma






ANEXO 5

DOCUMENTO DE COMPROMISO DEL GRUPO DE INVESTIGACION ENTREGADO
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Barcelona,.......... Lo T3 de 2013

El equipo de investigacion del grupo Cancer del departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona declara que:

- Los datos personales de los sujetos participantes no seran conocidos por los
investigadores del proyecto.

- Los datos obtenidos solo se utilizaran con fines cientificos y serdn confidenciales.

- Dado el caso que algun dato obtenido se considere de interés para el participante se
informara al médico responsable 6 al afectado.

- Nos comprometemos a no utilizar las muestras en otros estudios diferentes a los de
este proyecto y de no traspasar las muestras a otros posibles proyectos o equipos de

investigacion.

- Encaso de que los participantes lo deseen, serdn informados de los objetivos y de los
resultados de la investigacidon, una vez hay finalizado.





