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Resumen ejecutivo

Introduccioén: La evidencia cientifica en el siglo XXI, muestra una via comun para
muchas enfermedades cronicas, entre ellas el cancer colorrectal. La exposicion
cronica a los factores de riesgo produce cambios epigenéticos en el organismo,
especialmente en el tracto gastrointestinal. Tales cambios se inician con la
disbiosis de la microbiota, la ruptura de las capas de la barrera mucosa, el
incremento en la permeabilidad epitelial, la endotoxemia y la metainflamacion.
Algunos de estos cambios, principalmente el incremento en la permeabilidad
epitelial, se pueden reflejar en cambios en las propiedades eléctricas pasivas de la
pared intestinal. Basados en la teoria del campo carcinogénico, algunos autores
estan explorando la posibilidad de la deteccion temprana del cancer colorrectal
mediante mediciones O6pticas de la pared rectal. Nuestra hipétesis es que las
mediciones de espectroscopia de bioimpedancia eléctrica en el recto (REBIS),
pueden indicar la presencia de cancer colorrectal, debido a cambios epigenéticos
producidos por el efecto de campo carcinogénico, tales como el aumento de la
permeabilidad epitelial intestinal.

Esta técnica podria llegar a ser una herramienta de tamizaje mas aceptable que
los dos métodos mas usados actualmente: los test de sangre oculta y la
colonoscopia total, careciendo el primero de una buena sensibilidad vy
especificidad, y el segundo siendo costoso y no muy aceptado por la poblacion
general.

Métodos: Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de
Caldas y todos los participantes firmaron el consentimiento informado. Participaron
77 voluntarios (20 hombres, 57 mujeres; el rango de edad fue de 18 — 80 afios
cumplidos, con una media de 50 afos.), previamente citados para colonoscopia
total debido a la presencia de sintomas gastrointestinales variados. Antes de la
colonoscopia, se utilizé un anoscopio de plastico para introducir la sonda de
medicion y tomar las lecturas bajo vision directa en los 4 puntos cardinales de la

mucosarectal.



Resultados: Después de hacer la colonoscopia, de los 77 procedimientos, en 38
se encontro un colon de apariencia sana (normal), 18 mostraron polipos, 7 cancer,
6 colitis, y 8 diverticulosis. Posteriormente, para las lecturas obtenidas, empleando
el algoritmo de modelado inverso, se obtuvieron los cuatro parametros del modelo
de Cole-Cole (po, p~, Ty 1- @) para tejidos biolégicos. Mediante un test de ANOVA
a una via, se demostro que la resistencia eléctrica a baja frecuencia (po), puede
separar los pacientes con cancer colorrectal de aquellos sin cancer (p=0.002). La
curva ROC (curva operador-receptor) muestra un area bajo la curva del 83.7%,
con una sensibilidad del 71,4% y una especificidad del 84.3%. También se
encontraron diferencias en el parametro 7 en el punto de medicion 09:00
(p=0.002).

Conclusiones: La disminucion en la respuesta eléctrica pasiva de la mucosa
rectal en los pacientes con cancer colorrectal, probablemente obedezca a un
aumento de la permeabilidad, debido a alteraciones en las uniones estrechas, una
de las posibles manifestaciones del campo carcinogénico en el cancer colorrectal.
Por lo tanto, se propone la EBIE como una alternativa promisoria para el tamizaje
de este tipo de patologia.



Executive Summary

Background: XXI century scientific evidence is showing a common pathway for
many chronic diseases, colorectal cancer (CRC) among them. Chronic exposure to
risk factors produces epigenetic changes in the organism, especially in the
gastrointestinal (Gl) tract. Such changes begin with dysbiosis of microbiota, rupture
of the mucus layer barrier, increases in epithelial permeability, endotoxemia and
metainflammation. Some of these changes, most prominently increase in epithelial
permeability, can be reflected in changes of the passive electric properties of the
intestinal wall. Under the theory of field carcinogenesis, some authors are exploring
the possibility of early detection of CRC by optical measurements of the rectal wall.
We hypothesize that measurements of electrical bioimpedance spectroscopy in the
rectum (REBIS) may indicate the presence of colorectal cancer, due to epigenetic
changes produced by the carcinogenic field effect, such as increased intestinal
epithelial permeability. This technique could come to be a more acceptable
screening tool for CRC than the 2 more commonly used nowadays: fecal occult
blood tests and total colonoscopy, the former lacking good sensitivity and
specificity, the latter being expensive and not well accepted by the general public.
Methods: This study was approved by the Ethics Committee of the Universidad de
Caldas and all participants signed a written informed consent. 77 volunteers
participated (20 males, 57 females; age range 18-80 years old, median 50 years),
all of them previously scheduled for total colonoscopy due to the presence of
varied gastrointestinal symptoms. Prior to colonoscopy, a plastic anoscope was
used to introduce the electrical probe and take readings under direct vision in 4
cardinal points on the rectal mucosa.

Results: By colonoscopy, of the 77 procedures in 38 was found a healthy-looking
colon (normal), 18 showed polyps, 7 cancers, 6 colitis and 8 diverticula.
Subsequently, to the readings achieved and using inverse modeling algorithm, the
four Cole-Cole model parameters (po, p~, T and 1- alpha) for biological tissues was
obtained. Through a one-way ANOVA showed that rectal wall electrical resistance

at low frequency (po) can separate patients with CRC from those with no-cancer



(p=0.002). The ROC curve (receiver-operating curve) shows an area under the
curve of 83,7% with a sensibility of 71,4% and a specificity of 84.3%. Also
differences in the T parameter were foundinthe measurement point 09:00
(p=0.000).

Conclusions: The decrease in passive electrical properties of the rectal mucosa of
patients with CRC, could probably obey to increased permeability due to
alterations of the tight junctions, one of the possible manifestations of colorectal
field carcinogenesis. Therefore, we propose EBIS as a promising alternative to

explore for CRC screening.
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CAPITULO 1
ESQUEMA DE LA TESIS

Esta tesis se enmarca en el area de la Fisica Médica y la estructura conceptual

tiene el siguiente orden:
Aspectos biolégicos

¢ Normales

* Fisiopatoldgicos: cancer y efecto de campo carcinogénico

Aspectos Fisicos: en relacion con la Espectroscopia de la
Bioimpedancia Eléctrica

* Fisica Médica: la combinacion de todos los aspectos anteriores.
* Presentacion de trabajos de investigacion.

* Conclusiones y recomendaciones finales.



Introduccién

1.1. Generalidades de la Investigacion

El objetivo general de esta investigacion fue estudiar los espectros de impedancia
eléctrica rectal de pacientes con y sin neoplasias de colon, para buscar un patrén
caracteristico en cada uno de los dos grupos de pacientes evaluados, basados en

el concepto de campo carcinogénico.

Los métodos actuales de tamizaje para cancer de colon varian, desde métodos
sencillos como la sangre oculta en heces, hasta métodos invasivos como la
colonoscopia total (Eisen et al, 2000). Su fin es identificar los pdlipos
adenomatosos del colon, considerados como los precursores en el desarrollo del
adenocarcinoma del colon y el recto o la identificacion del cancer ya establecido
(Trowbridge et al., 2002), idealmente en etapas tempranas.

La investigacion actual, a nivel mundial, se enfoca en el desarrollo de
herramientas que sean capaces de identificar pacientes con cancer colorrectal,
basados en el analisis de una biopsia de apariencia “normal” de un sitio distante
(Patel et al., 2015).

Al final del proyecto, se esperaba, a través de la bioimpedancia eléctrica,
encontrar datos para clasificar los pacientes en riesgo para el desarrollo de cancer
de colon, mediante las mediciones del espectro en bioimpedancia en el recto distal
y basados en el concepto de campo carcinogénico (Slaughter et al.,1953), y
recomendar la realizacidon de colonoscopia total como método de tamizaje e

identificacion temprana de tumores del colon.

Lo anterior se basa en que los tejidos de 6rganos que estan predispuestos a la
formacion de tumores tienen cambios estructurales que son diferentes al de los
tejidos que no lo estan (Dakubo et al., 2007) y ciertos 6rganos sirven de sustitutos
para este fin. En el caso que estudiaremos, el recto como sustituto del colon
(Kopelovich et al., 1999).



1.2. Bioimpedancia eléctrica

La bioimpedancia eléctrica Z, representa la oposicion que muestran los materiales
bioldgicos al paso de una corriente eléctrica alterna. Esta tiene dos componentes:
uno real, que se comporta como resistencia eléctrica (R) y se puede asociar con el
paso de la corriente a través de los medios intra y extracelulares, y otro imaginario
que se comporta como reactancia (Xc), determinado por las propiedades
dieléctricas de los tejidos, o bien por la acumulacién temporal de cargas sobre las
membranas celulares o sobre otras interfaces sumergidas en la solucidn
electrolitica. La bioimpedancia se basa en el principio de que los tejidos biolégicos
se comportan en mayor o menor medida, como conductores de la corriente
eléctrica y/o dieléctricos (aislantes), dependiendo de su composicion (Piccoli et al.,
2002).

La bio-impedancia eléctrica se ha utilizado en el estudio de los tejidos humanos en
multiples campos, desde mediciones de los componentes bioquimicos de los
sistemas biologicos como aminoacidos, péptidos, proteinas o acido
desoxirribonucleico, hasta el agua contenida y electrolitos. Es evidente que los
meétodos dieléctricos pueden ser un complemento para conocer la estructura y las

diferencias entre el tejido normal y las células transformadas (Pethig et al., 1987).

1.3. Mediciones eléctricas en colon y recto

Se han utilizado las mediciones de bioimpedancia eléctrica en el intestino y
especificamente en el colon, para estudiar las caracteristicas eléctricas del colon y
el recto. La bioimpedancia de las capas de células contiene una importante
informacion de las caracteristicas del estado de las células y puede ser utilizada
para observacion y evaluacion de diferentes fendmenos fisiolégicos como la
calidad de la adhesién celular como marca de su estado fisiologico (Krusek et al.,
2014). Tedricamente, las células que estan enfermas, por cancer o infecciones,
tienen alteraciones en su impedancia eléctrica. Estas alteraciones pueden ser
atribuidas, entre otros, a cambios en la permeabilidad de la membrana celular,
fluidez y deformabilidad, ademas de la adhesividad y la actividad de los canales



idnicos. Es importante sefialar, también, que la impedancia permite observaciones
en tiempo real (Abdolahad et al., 2014).

En estudios en ratones, se han encontrado cambios en las propiedades eléctricas
del colon distal después de administrar el carcindbgeno dimetilhidrazina, productor
de cancer del intestino grueso. Los cambios en la impedancia pueden representar
cambios en las uniones estrechas entre las células o alteraciones en la fluidez de
la membrana (Davies et al., 1989). Igualmente se han detectado cambios en la
conductancia ionica del epitelio en animales sometidos al carcinégeno (Davies et
al., 1987). Las alteraciones en las propiedades eléctricas del epitelio pueden
indicar una predisposicion para cambios malignos subsecuentes, permitiendo que
el estudio de propiedades eléctricas de los tejidos epiteliales sea utilizado como
una técnica potencialmente util para identificar pacientes de alto riesgo de cancer
(Davies R et al., 1986).

1.3.1. Uso de arreglos tetrapolares

Se utilizan sondas de 5.5 mm de diametro con forma de lapiz con 4 electrodos de
oro de 1 mm de diametro, colocados en la punta de la sonda y en forma de circulo.
La corriente pasa entre un par adyacente de electrodos que inyectan la corriente y
el potencial resultante, el espectro de impedancia, es medido entre los dos
electrodos restantes. La sonda evalua el area de tejido que esta por debajo de los
4 electrodos (Abdul S et al., 2006).



PRESENTACION DE LA TESIS

Capitulo 2: se hace una descripcion inicial del tubo digestivo, con especial énfasis
en el colon y el recto, que son las estructuras del tubo digestivo que estan mas
relacionadas con el proyecto de investigacion. Se analiza inicialmente de estos
organos la estructura macroscoépica, las funciones y la estructura microscépica,
haciendo una descripcion de las diferentes capas que constituyen la estructura de
estos organos. Se describen posteriormente la funcién de la microbiota, el moco y

las uniones estrechas.

Capitulo 3: se describe la situacidn del cancer de colon y recto desde un punto de
vista epidemioldgico y el contexto clinico. Se hace énfasis en los métodos de
tamizaje para esta patologia y las implicaciones que tiene este en relacion al
tiempo de diagndstico con la sobrevida del paciente. Se incluye igualmente la
génesis del cancer colorrectal y se explica la teoria del campo carcinogénico con
el concepto clasico y se incluyen las nuevas perspectivas en donde se denomina
campo etiogénico y su relaciéon con el cancer de colon y recto y algunas de las

teorias que lo sustentan.

Capitulo 4: se incluyen las bases fisicas de la espectroscopia de bioimpedancia
eléctrica (EBIE), que constituyen la sustentacion teodrica de la investigacion.

Capitulo 5: se incluyen los articulos y resumenes presentados que sustentan la

investigacion realizada.
Capitulo 6: discusion general.

Capitulo 7: conclusiones y recomendaciones.



CAPITULO 2
ASPECTOS BIOLOGICOS Y NUEVAS PERSPECTIVAS

2.1. Tubo digestivo

El tubo digestivo es una estructura tubular continua que va de la boca al ano y
esta en relacion directa con el medio externo. A partir del estdmago, una sola capa
de células epiteliales cilindricas integra la barrera semipermeable a través de la
cual ocurre la captacion controlada de nutrientes. Diversas glandulas vacian su
contenido en el interior del intestino en algunos puntos precisos de su trayecto,
permiten la digestion de los componentes alimenticios y envian sehales a
segmentos distales. También se advierten funciones importantes de la motilidad
que desplaza el contenido intestinal y que culmina en la produccion de sustancias
de desecho a todo lo largo del intestino, y en la abundante inervacién que regula la
motilidad, la secrecion y la captacion de nutrientes, en una forma que, en muchos
casos, no depende del sistema nervioso central. También existe un gran numero
de células endocrinas que liberan sus hormonas y actuan junto con los
neurotransmisores para coordinar la regulacion global del funcionamiento del tubo
digestivo (Barret et al., 2012).

La primera secrecion con la cual tienen contacto los alimentos ingeridos es la
saliva; la cual contiene diversos componentes organicos, que inician la digestion y
protegen la cavidad bucal de bacterias. (Barret et al., 2012). El epitelio de la boca
es de tipo escamoso estratificado (Kurago Z, 2016).

El eséfago se continua con la boca después de la faringe y sirve como un
conducto entre la boca y el estomago. Es un tubo muscular, cuya funcién es
producir el transito del alimento ingerido de la boca al estomago (Gyawali et al.,
2013). El epitelio del eséfago es escamoso estratificado (Takubo et al., 2003).

El alimento es almacenado en el estdmago, mezclado con acido, moco y pepsina;
siendo liberado a una velocidad controlada y constante hacia el duodeno. El
epitelio es de tipo glandular y esta formado por células columnares, encargadas de
la secrecion de moco y bicarbonato y, por epitelio glandular (Sanchez et al., 2009).



Luego continua el intestino delgado, el cual proporciona un ambiente liquido en
donde comienzan los procesos de digestion y absorcion. Cada dia se presenta al
intestino alrededor de 2.000 ml de liquido ingerido mas 7.000 ml de secreciones
de la mucosa del tubo digestivo y de las glandulas que desembocan en el mismo.
Noventa y nueve por ciento de este liquido se reabsorbe y hay una pérdida diaria
de éste en las heces de so6lo 200 ml (Barret A et al., 2012). El epitelio que lo

recubre es columnar (Perera et al., 1975).

Como bien lo dice su nombre, todas estas estructuras forman un tubo, en donde
se procesan los alimentos hasta que finalmente se eliminan los desechos,
después de todos los procesos a que es sometido el alimento (figura 1).

COMO FUNCIONA EL APARATO DIGESTIVO

L APARATO DIGESTIVO

convierte los alimentos Antes de ser tragado,
complejos en sustancias — el alimento es reducido
simples que pueden ser ‘—/T \“ a fragmentos muy pequefios
i

utilizadas por el cuerpo.
El alimento es reducido a
pequefios fragmentos por la
masticacién y después por la
accion de las enzimas. Progresa
por el aparato digestivo gracias
a movimientos musculares
llamados peristalsis. Una vez
digeridos, los nutrientes son T
absorbidos y pasan a la sangre. | £GT 3
Intestino delgado

Boca Eséfago

En el estomago, el
alimento es amasado y
\i sometido a las enzimas digestivas
=

Estémago

Ly Antes de la
. ¥ )4 defecacion, el
Intestino grueso W intestino grueso absorbe agua

TS @™, de los productos de desecho

Figura 1. El tubo digestivo.
Fuente: tomado de Amandaluz (2013)

2.2. Colon y recto
2.2.1. Funciones

El colon es el segmento final del tubo digestivo, con una longitud promedio de 150
cm (Carey, 1977), siendo sus principales funciones la absorcion de agua y
electrolitos del contenido semiliquido que proviene del intestino delgado, con el
objetivo de convertirlas en contenido solido y almacenarlo hasta que se pueda



evacuar. La absorcion de agua se hace principalmente en la mitad proximal del

colon y el almacenamiento en la porcién distal.

La funcién primaria no-motora del colon es la absorcidon de ~1.3 - 1.8 L de fluidos
ricos en electrolitos por dia, lo que corresponde al ~90% de la sal y el agua que
entran al colon proximal (Kunzelmann et al., 2002). Respecto al epitelio del colon,
se han encontrado, ademas, células con multiples funciones y de varios tipos:

madre, en copa y enteroendocrinas (Sellers et al., 2014).
2.2.2. Estructura macroscopica del colon

El colon, también denominado intestino grueso (figura 2), se extiende desde el
ciego, en la unioén ileocecal, a continuacion del intestino delgado, denominado
ileon terminal. El ciego esta situado en la fosa iliaca derecha y algunas veces
presenta variaciones anatomicas que lo localizan un poco mas arriba hacia el
abdomen o mas abajo hacia la pelvis. En el ciego se destaca el apéndice cecal,
que es una prolongacion de este. Al dirigirse hacia arriba, por el borde lateral
derecho del abdomen, toma el nombre del colon ascendente, llegando hasta el
area denominada hipocondrio derecho, en donde puede tomar contacto con el
higado. Alli cambia de direccion, hacia la linea media, formando la flexura o
angulo hepatico, iniciando el colon transverso, el cual se continua hasta el
hipocondrio izquierdo, en donde puede tomar contacto con el bazo. En este sitio
se dirige hacia abajo, después de formar el angulo esplénico, denominandose
colon descendente, y llegando a la pelvis en donde se denomina colon sigmoide,
teniendo en promedio la totalidad del colon una longitud de 1.5 metros. Alli se
dirige hacia abajo en la pelvis y se convierte en el recto cuando sobrepasa la
reflexion peritoneal (Standring, 2008).



Figura 2.Intestino grueso.
Fuente: modificado de Tenochrey.

- Colon ascendente

- Angulo hepético

- Hipocondrio derecho
- Colon transverso

- Hipocondrio izquierdo

6- Angulo esplénico
7- Colon descendente
8- Colon sigmoide

9- Recto

10- Ano
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2.3. Estructura y funcién del recto
2.3.1. Estructura macroscopica del recto

El recto (figura 3) se encuentra a continuacion del colon sigmoide, a nivel de la
tercera vertebra sacra, y termina en la parte superior del canal anal. La union
anorrectal esta 2 — 3 cm en frente o un poco por debajo de la punta del céccix. El
recto tiene una longitud variable, pero se define una longitud de aproximadamente
15 cm por encima del margen anal externo. El diametro inicial es similar al del
colon sigmoide y se va dilatando en sentido distal hasta convertirse en la ampolla
rectal. Las tenias del colon, que son el engrosamiento de la capa muscular
longitudinal del colon, formando cintillas que se extienden en toda la longitud del
colon, se unen aproximadamente 5 cm por encima de la unién rectosigmoidea,
formando dos amplias bandas musculares que descienden anterior y
posteriormente en la pared rectal; éstas, al unirse, forman la capa muscular
longitudinal del recto. Tiene tres pliegues transversos, que estan en una
localizacion variable y que delimitan las tres porciones anatomicas de este,

inferior, media y superior (Standring, 2008).

Colon sigmoide

Recto

Union

anorrectal Canal anal

Figura 3. Corte coronal del recto y el conducto anal
Fuente: modificado de Centralx (2011)
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2.3.2. Funciones

La distension del recto por las heces inicia contracciones reflejas de su
musculatura y el deseo de defecar. Con el esfuerzo para poder evacuar, los
musculos abdominales se contraen, el piso pélvico desciende 1 a 3 cm. y se relaja
el musculo puborrectal. Se reduce el angulo anorrectal a 15 grados o menos. Esto
se combina con la relajacion del esfinter anal externo y se produce la defecacion
(Barret A et al., 2012).

2.3.3. Estructura microscoépica

El conocimiento de la anatomia microscopica del intestino grueso (figuras 4,5 y 6)
es de suprema importancia para entender varios de sus procesos patoldgicos.

Intestino grueso

Bicapa de
moco

= Epitelio

Submucosa

Mucosa

Epltelio

Figura 4. Disposicién del epitelio y la
bicapa de moco.

Fuente: Modificado de Khosravi et al .,
(2013) Curr Opin Microbiol

Figura 5.Estructura microscépica
del intestino grueso

Fuente: tomado de
4.bp.blogspot.com
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Fuente: tomado de Atlas de histologia vegetal y animal (2015)

El primer componente de la pared del colon, es la capa de moco que recubre el
epitelio (figura 7). El moco es secretado por las superficies epiteliales a lo largo del
tracto gastrointestinal desde el estémago al colon. Es una secrecién que forma un
gel que se adhiere a la superficie y proporciona una barrera protectora entre el
epitelio subyacente y el lumen, haciendo contencion de agentes nocivos,
hidrolasas destructivas y microorganismos (Atuma et al., 2001). Las proteinas del
moco son producidas por las células en copa (goblet cells) en el epitelio del
intestino (Thiagarajah et al., 2014). La capa de moco provee la primera linea de
defensa contra xenobidticos, microbios, virus, hongos, y protozoarios, aunque las
bacterias probidticas se pueden interpretar como la primera linea de defensa
(Gonzalez Correa, comunicacién personal, 2016). El moco es un gel polimérico
hidratado con un grosor de 50 a 800 um, el cual esta compuesto por dos capas:
una capa poco adherida que se remueve con succion y una capa firmemente
unida a la mucosa. El gel mucoso es compuesto principalmente por mucina MUC2
(una glicoproteina), agua (~65%) y otras glicoproteinas (1%-10%) (Corazziari,
2009). Finalmente no parece haber diferencia entre el moco del colon y del recto,
compartiendo las mismas caracteristicas (Filipe, 1969).
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Figura 7. Figura esquematica que muestra el grosor de las 2 capas de moco
in vivo en el tracto gastrointestinal de las ratas
Fuente: tomado de Atuma et al (2001). Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol.
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En el cuadro 1 se describen las diferentes capas del colon y recto:

Cuadro 1. Capas del colon y el recto.

14

Dimen-
siones
Capa de moco externa o
luminal (hédbitat de la 700 pm
Moco Bicapa de moco microbiota colénica)
Capa de moco interna o 100 pm
' epitelial
i criptas Zonula occludens (uniones
¥’ estrechas) 700
Zonula dherens (uniones
i [Epitelio intermedias)
Macula adherens pm
(desmosomas)
IR I Mucosa Membrana basal
R = -
ND
Lamina propria Tejido conective laxo
>: Muscular de la
mucosa
" 800
pm
Tejido conectivo Tejido conectivo denso
Submucosa
Plexo submucoso (o
de Meissner) Tejido nervioso
800
Capa muscular
circular Tejido muscular liso
pm
Muscular Plexo mientérico Tejido nervioso
ND
propia
Capa muscular
longitudinal Tejido muscular liso
(Tenias) (Tejido muscular liso)
0.05-
Serosa Celulas epiteliales
0.1 pm
Mesenterio ND

Fuente: Gonzales Correa (comunicacion personal)
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La capa que sigue a continuacion es la mucosa con una profundidad aproximada
de 700 um (Stubbs et al., 1998) y la cual estda compuesta por tres divisiones. La
primera es una capa de células epiteliales de tipo columnar con una serie de
hendiduras o criptas caracterizadas por tubulos rectos que se encuentran
paralelos y cerca uno del otro y no se ramifican (glandulas de Lieberkin). Las
criptas estan empaquetadas y estrechamente distribuidas de manera uniforme (>6
por mm?) (Langner C, 2012). Las criptas colorrectales normales son derechas,
paralelas y se extienden inmediatamente por encima de la muscular de la mucosa
a la superficie (Jenkins et al., 1997). La superficie del epitelio alrededor de las
aperturas de las criptas consiste en ceélulas columnares simples con algunas
células caliciformes. Los tubulos estan rodeados predominantemente por células
caliciformes, excepto en la base de las criptas en donde estan las células
indiferenciadas, asi como las células enterocromafines y las captadoras de
precursores de las aminas. La segunda division de la mucosa es la lamina propia,
compuesta de un estroma de tejido conectivo que contiene capilares, células
inflamatorias y foliculos linfoides. La tercera division es la muscularis mucosa, que

es una delgada lamina de fibras de musculo liso que incluye la red de linfaticos.

Por debajo de la muscularis mucosa esta la submucosa, una capa de tejido
conectivo y colageno que contiene vasos, linfaticos y el plexo de Meissner. Sus
fibras de colageno se organizan en capas con un grosor de 0.5 — 2.0 um
(Thomson et al., 1986), el cual varia entre el lado derecho y el izquierdo del colon
(Thomson et al.,1987).

La siguiente capa es la muscular propia, que esta formada por una capa circular
interna y una longitudinal externa. La capa circular interna no es una lamina
uniforme, siendo dividida en bandas por hendiduras de tejido conectivo que
penetran todo el grosor del musculo. La capa muscular externa cubre todo el colon
como una cubierta continua. Las tenias son bandas continuas de musculo
longitudinal de grosor variable en el colon (Pace et al.,1969). En la superficie
externa del musculo circular hay grupos de células ganglionares con sus

ramificaciones, las cuales forman el plexo mientérico de Auerbach. Fibras
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postganglionares no mielinizadas penetran el musculo para comunicarse con el

plexo submucoso.

La capa mas externa, la cual esta ausente en el recto, es la serosa o el peritoneo

visceral. Esta capa contiene vasos sanguineos vy linfaticos.
Epitelio

El epitelio, ademas de ser el sitio en donde se hace la absorcion de nutrientes,
forma otra linea de defensa, organizado en diferentes capas, bacterias amigables
(probidticas), capa laxa de moco (habitat de las bacterias), capa dura de moco
adherida al epitelio (libre de bacterias), epitelio (células y membrana basal) y
sistema inmune, separando el cuerpo del lumen del intestino (Yun et al., 2015). La
primera y principal caracteristica de esta barrera fisiolégica no s6lo es separar los
fluidos, sino que también interviene en la absorcion de solutos de un

compartimiento a otro o secretando otros.

Un tejido epitelial tiene varios elementos para ejercer su funcidon. Hay secreciones
luminales tales como el moco o capas ordenadas en la parte superior de la
superficie apical de la membrana de la superficie del tejido. Hay células epiteliales
cuyas membranas plasmaticas lipidicas son sistemas de transporte altamente
especificas que constituyen un formidable obstaculo al paso transepitelial de
muchas moléculas (Mullin et al., 2005). Otro componente estructuralmente
importante es la membrana basal, formada por matrices extracelulares asociadas
a las células y que cubre el aspecto basal de las células epiteliales y rodea el
musculo, la grasa y las células de Schwann (células que recubren los axones
nerviosos de las neuronas). La mayoria de las membranas basales tienen un
espesor de 50 — 100 nm, pero algunas especializadas son mas gruesas
(Hohenester et al., 2013). La funcién central de la membrana basal es
proporcionar resistencia mecanica a los tejidos epiteliales y un soporte solido de

unidn a las células que los componen.
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Ultraestructura

Se refiere a la morfologia tisular que esta por debajo de la resolucion de la
histopatologia del microscopio optico y engloba las suborganelas y las escalas
macromoleculares, tipicamente en el orden de cientos a decenas de nandmetros
(Yietal., 2014).

El transporte (Figura 8) de solutos ocurre a través de la membrana celular por la
via transcelular, por los mecanismos de transporte pasivo a través de la
membrana, formacion de canales o endocitosis (Komin et al., 2016). Otro
mecanismo de transporte es por la via paracelular, en donde las uniones
estrechas forman una barrera semipermeable, que controla la difusion de solutos
de acuerdo al tamafo y la carga y actuan como una muralla que restringe la
difusién de lipidos entre los sitios apical y basolateral de la membrana (Balda et
al., 2016).
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Figura 8. Vias transepiteliales: Via transcelular y via paracelular. Fuente:
Modificada de Sukita et al.,(2001)

Las células epiteliales estan unidas por una serie de uniones intercelulares. Las
uniones estrechas funcionan como una puerta semipermeable que regula el
movimiento pasivo de fluidos luminales y solutos a través de la via paracelular.
Adicionalmente, las uniones estrechas funcionan como una barrera que limita la
difusién pasiva de proteinas y lipidos entre la cara externa de la membrana, en
posicion apical y basolateral (Laukoette et al., 2006).

Desde el punto de vista ultraestructural, los elementos del complejo de union se
identifican como zonula occludens (union estrecha), zonula adhaerens (unidn
intermedia), y macula adhaerens (desmosoma), seguidas una de otra en una

direccion apical-basal (figuras 9y 10).

a- La zonula occludens (union estrecha): es caracterizada por la fusion de las
membranas celulares adyacentes resultando en obliteracion del espacio

intercelular a distancias variables.

b- La zonula adhaerens (unién intermedia): es caracterizada por la presencia
de un espacio intercelular (20 wm) ocupado por un material homogéneo,

aparentemente amorfo de baja densidad.

c- El desmosoma o macula adhaerens: es también caracterizado por la
presencia de un espacio intercelular (24 um) el cual, en este caso, contiene un

disco central de material denso.
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Figura 10. Relacion del epitelio y las uniones estrechas.
Fuente: tomado de Groschwitz el al., (2009)

2.4. El colon revisitado: la nueva perspectiva

“Toda enfermedad comienza en el intestino”

Hipocrates

En el pasado, se prestaba poca atencion a la fisiologia normal del colon,
quedando limitado a un simple tubo que manejaba el agua y los desechos.
Ciertamente, el colon es esencial para la reabsorcibn de agua, electrolitos y
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vitaminas, asi como para el movimiento de los desechos para la excrecion. Sin
embargo, en los ultimos afios, se ha comenzado a dilucidar la complejidad de la
homeostasis colonica y la importancia de los trillones de microbios que viven alli:

la microbiota (Sellers et al., 2014).

2.4.1. Microbiota

Respecto a los beneficios para la salud humana, la microbiota contribuye a la
digestiéon de alimentos, a la nutricion, al procesamiento y en algunos casos a la
detoxificacion de xenobidticos, a la regulacion del metabolismo humano, al
desarrollo y diferenciacién terminal de la mucosa del huésped, la educacion y
regulacion del sistema inmune respecto al reconocimiento y las respuestas,
integridad de la funcion de barrera y prevencion de la colonizacién e invasion del
huésped por patégenos (Relman, 2013). Hay 10" bacterias en el intestino humano
con un peso equivalente aproximado a 1.5 — 2 kg. Los Bacteroidetes y los
Firmicutes son las divisiones principales en la microbiota intestinal del adulto
humano seguidas de Actinobacteria, Proteobacteria y Verrucomicrobia (Cipe et al.,
2015). Las bacterias comensales residen en dos compartimientos en el intestino
grueso, el primero llamado compartimiento luminal, el cual consiste de bacterias
transitorias, y el compartimiento adherente a la mucosa, el cual consiste de
bacterias residentes (Savage, 1977). Los monosacaridos liberados de la mucina
son usados por las bacterias comensales como una fuente de energia, ademas de
los carbohidratos no digeridos del alimento. Estos monosacaridos son convertidos
en acidos grasos cortos por el metabolismo bacteriano y estos pueden difundirse a
través de la capa interna de moco. Por esta ruta, los carbohidratos proveen un
gran fuente de energia al epitelio y al huésped (Hansson, 2012). Los cambios en
la microbiota intestinal controlan la endotoxemia metabdlica, la inflamacion y los
desordenes asociados por un mecanismo que puede aumentar la permeabilidad
intestinal (Cani et al., 2008) (Figura 11).
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Figura 11. Hipdtesis para la enfermedad metabdlica inducida por bacterias.
Fuente: tomado de Cani et al. (2008)

2.4.2. Moco

Las superficies epiteliales estan revestidas por un gel de moco viscoelastico que
lubrica y protege la mucosa del ambiente externo, incluyendo fuerzas mecanicas y
fisicas, organismos enteroinvasivos y toxinas bacterianas. Las glicoproteinas del
moco (las mucinas) son los componentes macromoleculares mayores del moco
(Aksoy & et al., 2004), siendo la principal en el colon la MUC2 (Johansson et al.,
2013). ElI moco es una compleja mezcla que contiene anticuerpos,
inmunoglobulina A e inmunoglobulina G, o-defensinas, lisozimas, lectinas y
lipopolisacaridos. Estos componentes influencian la microbiota comensal y
contribuyen sustancialmente a la capacidad del moco a retener y a eliminar
potenciales patdgenos (McGuckin et al., 2011). La funcion biolégica primaria
asignada a las mucinas secretadas en el tracto gastrointestinal, es actuar como un
gel protector entre el epitelio y la luz, constituyendo la capa adherente que es
continua y de un grosor de 150 um en el colon humano, creando un
microambiente estable y acuoso el cual es permeable a iones y solutos de bajo
peso molecular, formando una barrera fisica a las moléculas grandes, proteasas y
algunas toxinas (Allen et al., 1998). Varias condiciones inflamatorias, benignas
(pdlipos hiperplasicos), premalignas (adenomas) y malignas del colon, estan
asociadas con alteraciones en la expresion, organizacion y glicosilacion de la
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mucina, lo cual tiene impacto en el funcionamiento de esta. Las aberraciones de la
mucina afectan una variedad de actividades celulares, incluyendo el crecimiento,
la diferenciacion, la transformacion, la adhesion, la invasion y la vigilancia inmune
(Krishn et al., 2016).

2.4.3. Uniones estrechas

Las uniones estrechas juegan un papel critico en establecer y mantener la
polaridad epitelial celular actuando como una barrera de difusién al movimiento de
las proteinas y lipidos dentro de la membrana plasmatica. Ademas juegan un
papel fundamental en la organizacion de diversos procesos tales como
morfogénesis, polaridad celular, proliferacion celular y diferenciacion (Huo et al.,
2009).

Una caracteristica del cancer es la pérdida de la organizacion celular. El grado
histolégico de los carcinomas colorrectales es una variable prondstica importante y
depende del grado de diferenciacion glandular y de la polaridad celular. Las
neoplasias colorrectales pobremente diferenciadas, de alto grado, son usualmente
mas agresivas que las neoplasias bien diferenciadas de bajo grado y uno de los
componentes moleculares clave que rigen la adhesion y la polaridad son las
uniones estrechas, reportandose, ademas, que las células neoplasicas
frecuentemente exhiben deficiencias estructurales y funcionales de estas (Resnick
et al., 2005). Incluso, se ha encontrado que alteraciones en algunas proteinas
constitutivas se convierten en factores prondsticos para el cancer colorrectal
(Kinugasa et al., 2010). También, especificamente en cancer, se ha propuesto que
el incremento en la permeabilidad de las uniones estrechas constituye un factor
critico para determinar el crecimiento de las células epiteliales para su
transformacion en tumores, actuando como un evento epigenético promocional del
cancer de colon (Soler et al., 1999). La disrupcion de la adhesion célula a célula es
indispensable para el crecimiento del cancer. Si las células cancerigenas
proliferan mientras mantienen una fuerte adhesion célula a célula tendran un

crecimiento expansivo similar al de los tumores benignos, y nunca haran
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metastasis a organos distantes o invadiran los tejidos vecinos. Algunos
carcinomas carecen por completo de la expresion de caderina y muestran una
apariencia histologica desorganizada, sugiriendo que la pérdida de la expresién de
esta libera las células de la fuerte adhesién célula a célula, dandoles ciertas
propiedades especificas relacionadas con el cancer, permitiendo mayor
invasividad y permitiendo la progresion del cancer (Shimoyama et al., 1992).

Estas alteraciones de las uniones estrechas en cancer, que se vuelven
permeables, se han comprobado con una disminucion de la resistencia a la

corriente eléctrica (resistencia eléctrica transepitelial) (Shin et al., 2011).
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CAPITULO 3

CANCER DE COLON Y RECTO Y TEORIA DEL CAMPO CARCINOGENICO

3.1. Epidemiologia del cancer de colon

A nivel mundial, el cancer colorrectal, es la tercera causa mas frecuente de cancer
en hombres, después del pulmonar y del prostatico, y el segundo mas frecuente
en mujeres despueés del de seno, con mas de 1.360.000 casos por afo (10% de la
carga total de cancer) (Valle et al., 2015). El cancer colorrectal es también una
causa importante de muerte, situandose en cuarto lugar después del de pulmédn,
higado y estdmago (Stracci et al., 2014). La incidencia de cancer colorrectal es
baja hasta la edad de 45 — 50 afos, pero progresivamente se incrementa con la
edad, estando los hombres con mayor riesgo que las mujeres (Tarraga et al.,
2014). En Colombia, para el afio 2.008 se diagnosticaron 60.000 casos nuevos de
cancer y ocurrieron 34.000 muertes por esta causa; de las cuales
aproximadamente el 7 % corresponden a cancer colorrectal (Cortés et al., 2014).

Segun la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer, la incidencia de
cancer colorrectal en Colombia es de 7.9% con una mortalidad de 8.5% del total
de cancer en el pais. (Globocan 2012: Estimated Cancer Incidence, Mortality and
Prevalence Worldwide in 2012).

Se han encontrado multiples factores de riesgo para el desarrollo del cancer
colorrectal: historia personal de pdlipos adenomatosos, historia personal de
enfermedad inflamatoria intestinal, historia familiar de cancer colorrectal o pdlipos
adenomatosos. Ademas, estan los factores ambientales como ciertos habitos
nutricionales, sedentarismo y obesidad, tabaquismo y consumo alto de alcohol
(Haggar et al., 2009).

3.2. Manifestaciones clinicas del cancer colorrectal

Los sintomas gastrointestinales son comunes, aun en ausencia de patologia, y

hay una amplia sobreposicion de sintomatologia para causas malignas y benignas
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encontrando que sdélo 10-14% de los pacientes con sintomatologia especifica
tienen malignidad (Hall, 2011).

Hay sintomas y signos que deben alertar sobre la posible presencia de un cancer

de colon o recto:

Q
1

Cambios del habito intestinal principalmente en mayores de 60 afnos.

(o
]

Sangrado rectal persistente principalmente en mayores de 60 afos.

(¢)
]

Cambios del habito intestinal y sangrado rectal principalmente en mayores
de 40 afnos.

Q.
1

Masa palpable en la parte inferior del abdomen o en el recto.

(1]
1

Anemia por deficiencia de hierro.

3.3. Diagnéstico del cancer colorrectal

La colonoscopia es el estandar de oro para el diagnostico de cancer colorrectal. El
estudio de anatomia patoldgica de la biopsia o el espécimen quirurgico hacen el
diagndstico definitivo.

3.4. Tratamiento del cancer colorrectal

Respecto al cancer de colon el tratamiento es habitualmente quirdrgico, aunque
influyen en este el estadio local o las lesiones a distancia. El cancer de recto
superior se trata con las mismas indicaciones del cancer de colon y el cancer
rectal situado en recto medio e inferior es tratado con radioterapia y quimioterapia,
inicialmente, y, posteriormente, con cirugia, también dependiendo del estadio

inicial.



26

3.5. Pronéstico del cancer colorrectal

El prondstico y, por lo tanto, la sobrevivencia al cancer colorrectal, dependen del
estadio clinico en que se haga el diagndstico y el tratamiento. En la tabla 1 se
muestra la sobrevivencia a 5 afios, siendo este el rango de tiempo con el que se

estadifica la sobrevida general del cancer.

Tabla 1. Sobrevida por estadios

TNM Extensioén a Sobrevida global
) a 5 anos
(TUMOR-NODULO-METASTASIS)
Tis NO MO Carcinoma in situ | Probablemente
normal
T1 NO MO Mucosa o >90%
submucosa
T2 NO MO Muscular propia > 85%
T3 NO MO Subserosal/tejido > 80%
pericolico
T4 NO MO Perforacion en el 72%

peritoneo visceral
o invasién a otros

organos
T1-2 N1 MO 60 — 83%
T3 -4 N1 MO 42 — 64%
T1 -4 N2 MO 27 — 44%
Cualquier T Metastasis a <10%
cualquier N M1 distancia

Fuente: modificado de Van Cutsmen (2007)
3.6. Tamizaje para el cancer de colon y recto
La mayoria de las guias de practica clinica recomiendan la iniciacion del tamizaje

del cancer colorrectal a la edad de 50 afos, cuando el riesgo empieza a

incrementarse, con miras a su deteccion temprana y remocién de los precursores
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del mismo (Lieberman et al., 2014). El cancer colorrectal es un tipo de cancer para
el cual el tamizaje es particularmente efectivo, lo cual permite detectar pdlipos
adenomatosos, considerados precursores del cancer y que pueden ser
exitosamente removidos, previniendo de este modo la ocurrencia del cancer. El
tamizaje también puede detectar el cancer colorrectal en una etapa temprana,
cuando este es muy susceptible al tratamiento, evidenciado por el hecho que el
90% de los pacientes diagnosticados con enfermedad localizada estan vivos 5
anos después del diagnostico (Tabla 1) (Levin B et al., 2003). Aunque las
estrategias de tamizaje (sangre oculta en las heces, colonoscopia) han supuesto
un gran avance en la deteccién temprana de esos tumores, ellos estan asociados

con inconvenientes tales como costo y morbilidad (Manzano et al., 2012).

Un método efectivo de tamizaje debe: 1) encontrar las malignidades lo mas
temprano posible, de modo que los tratamientos sean efectivos, y 2) dar mas
beneficios que dafio cuando se aplique a la poblacidn objeto (Barret et al., 2011).

La muerte causada por cancer colorrectal puede ser prevenida por la deteccion de
los estados tempranos de la enfermedad, cuando no ha hecho metastasis. La
enfermedad, por si misma puede ser prevenida por la deteccion y remocion de
adenomas colorrectales, de los cuales proviene el cancer en mas del 95 % de los
casos (Walsh et al., 2003).

Los examenes recomendados para el tamizaje del cancer colorrectal se agrupan
en 2 categorias: 1) examenes que detectan primariamente el cancer, los cuales
incluyen el examen de sangre oculta en heces (guayaco), el analisis
inmunohistoquimico de la sangre oculta en heces y los examenes de materia fecal
para ADN exfoliado; y 2) los examenes que pueden detectar el cancer y las
lesiones avanzadas, los cuales incluyen examenes endoscoépicos y radiologicos
(Smith et al., 2015).

Los métodos a considerar para el tamizaje del cancer colorrectal son (tabla 2):

Tabla 2. Caracteristicas de algunos métodos utilizados en el tamizaje del cancer de colon y recto.
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Método Sensibilidad Especificidad | Costo Dificultad Ventajas Desventajas
USsD
Sangre ocultaen | 30-92% 90 - 99% 22 No Facil Poca
heces aceptacion
Colon por enema | 86 -90% 95% 250- | Si -- Poca
500 aceptacion
Sigmoidoscopia 70 -80% -- 500- | No Facil Poca
flexible 750 aceptacion
Colonoscopia >90% -- 1000 | Si Standard | Poca
aceptacion
Total - de oro
1500
Colonografia por | 85-90% 85-90% 400 - | No Fécil Radiacién
TAC 800
Examenes 76.5% 95.3% 22 No Facil Poca
Inmuno- aceptacion
histoquimicos

Fuente: creacion propia

Sangre oculta en heces: los estimativos de multiples estudios
randomizados de tamizaje para el cancer colorrectal con este método
consistentemente muestran una reduccion en la mortalidad del 15 — 33%
(Shaukat et al., 2013). La sensibilidad reportada para el examen va del 30%
al 92%, con una especificidad del 90% al 99%. El valor predictivo de un
examen positivo para cualquier cancer del colon se ha determinado entre el
5% y el 18% (Trowbridge et al., 2002).

Colon por enema de bario de doble contraste: un estudio retrospectivo
evaluo la efectividad diagndstica del colon por enema de doble contraste,
encontrando una efectividad del 5.1% para lesiones neoplasicas =10 mm y
6.2% para lesiones neoplasicas avanzadas independiente del tamanio
siendo valores mas bajos que la colonoscopia (Yee et al., 2014).

Sigmoidoscopia flexible: el tamizaje para cancer colorrectal con

sigmoidoscopia esta basado en la capacidad de detectar lesiones
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neoplasicas en el colon distal asi como en el hecho que los hallazgos
distales predicen el riesgo de neoplasias proximales avanzadas (Castells et
al., 2013).

* Colonoscopia total: se ha propuesto como el mejor método disponible
(Serag et al., 2006).

* Colonografia por tomografia computada: no ha logrado evidencia
suficiente para justificar su uso como un método masivo de tamizaje. (Laghi
et al., 2010). La colonografia por tomografia computada tiene una
sensibilidad comparable con la colonoscopia para cancer colorrectal y

adenomas precursores grandes (=10 mm) (Haan et al., 2015).

* Alteraciones del ADN en materia fecal: los examenes de tamizaje que
buscan el ADN alterado en las heces pueden ser un abordaje promisorio,
sin embargo se necesitan mas estudios (Ko et al., 2006).

- Examenes inmunoquimicos: cuantifican el nivel de la hemoglobina y han
reemplazado el estudio de sangre oculta con sensibilidad en algunos
estudios del 76.5% y especificidad del 95.3% para la deteccion de
neoplasias avanzadas, siendo su principal desventaja el alto costo (Huang
et al., 2015).

La colonoscopia es el examen dominante para la prevencion del cancer
colorrectal. Aunque su superioridad como método diagnostico y terapéutico no se
cuestiona, han habido preocupaciones acerca de su papel como modalidad de
tamizaje, debido a que la evidencia ha mostrado una disminucién en la efectividad
en el lado derecho del colon (Kahi et al., 2013).

Aun si la aceptacion del examen se pudiera mejorar, es imposible hacer
colonoscopia a toda la poblacion de riesgo debido a la restriccion de recursos.
Ademas, parece que sélo el 20% al 30% tienen neoplasias y solo el 5% de ellos
son relevantes en el tamizaje. Por lo tanto, la mayoria de las colonoscopias son

retrospectivamente innecesarias, por lo cual se considera que desarrollar un pre-
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tamizaje a la colonoscopia es un asunto critico (Damania et al., 2012; Roy, et al.,
2006).

El examen Optimo para el tamizaje debe reducir la necesidad de un procedimiento
invasivo, reducir el costo, mejorar la aceptacidén para el examen, y poder
seleccionar adecuadamente aquellos individuos que requieran la remocion

colonoscopica de una lesion neoplasica (Link A et al., 2010).

Por lo tanto, seria ideal detectar los pacientes que estan en riesgo de desarrollar
las lesiones premalignas o el cancer es decir en una etapa subclinica, o mejor,

que la deteccion Optima seria en una etapa molecular, que es en cuando se
podria afectar el curso de la enfermedad. El preambulo, antes de que una
neoplasia se haga visible, es mas largo y, probablemente, mas importante de lo
que generalmente se cree (Rubin, 2011). De acuerdo a la hipodtesis planteada,
con base en la teoria del efecto de campo carcinogénico, se podria pensar en un
tamizaje para detectar personas en riesgo alto de desarrollar cancer colorrectal,
antes que la enfermedad aparezca, o sea, esto seria en el “tiempo de
permanencia” (dwelling time) (Rozen, 2004). El esquema siguiente nos da una da

una idea del planteamiento ideal (figura 12): La linea A representa la evolucién
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(A)

Inicia Sintomas Morbilidad
Enfermedad Mortalidad

(B)

SESGO DE
ANTICIPACION

Inicia Dx Tamizaje Sintomas Morbilidad

Enfermedad Mortalidad
(9]
TIEMPO DE PERMANENCIA Deteccién Temprana cambia
el pronédstico
Dx Tamizaje

Inicia Morbilidad
Enfermedad Mortalidad

Figura 12.Sesgo de anticipaciéon y tiempo de permanencia versus los reales beneficios del
tamizaje. (Ver explicacion en el texto para mayor claridad).
Fuente: Rozen (2004).

de la enfermedad sin tamizaje. La linea B representa el sesgo de anticipacion. A
pesar que el diagndéstico de la enfermedad se hace antes por el tamizaje, debido a
este sesgo no cambia el resultado de la enfermedad. La linea C representa el
beneficio de un buen tamizaje temprano, el cual cambia el resultado retrasando la

aparicion de morbi/mortalidad.

3.7 Teoria del efecto de campo carcinogénico (ECC) y cancer colorrectal en

humanos

3.7.1 Génesis del cancer colorrectal

El cancer colorrectal es una enfermedad que se origina de factores etiolégicos y
factores patogenéticos complejos y heterogéneos, desarrollandose en multiples
pasos, desde el epitelio normal, pasando por una lesién premaligna (adenoma),
hasta una lesiébn maligna (carcinoma) (Rengucci et al., 2014). La mayoria de los
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casos de cancer colorrectal, estan relacionados con factores ambientales mas que
con cambios genéticos hereditarios. La ocurrencia del cancer colorrectal puede
depender de varios factores, tales como estilo de vida (tipo de dieta y nivel de
actividad fisica) , y otros factores ambientales. Ademas, se incluye la microbiota
intestinal y la inflamacidn intestinal cronica que precede el desarrollo del tumor. Se
cree que la inflamacién cronica puede ser causada por una desregulacion de la
microbiota intestinal (Bardhan et al., 1988). Vogelstein y Fearon describieron un
modelo de tumorigénesis en el cual los pasos requeridos para el desarrollo del
cancer a menudo comprometen la activacion de mutaciones de un oncogén,
acoplandose con la pérdida de varios genes que normalmente la suprimen
(Fearon et al.,1990; Vogelstein et al., 1988). (figura 13).

Size <1cm,
tubular,
mild/moderate villous, serrated;

dysplasia = severe dysplasia -

= =) =) =)

Figura 13. Secuencia adenoma-carcinoma en carcinogénesis colorrectal
Fuente: Kargozaran ef al. (2008)

3.7.2 Secuencia adenoma carcinoma

Estudios recientes han brindado evidencia respecto al camino del desarrollo del
cancer colorrectal, el cual puede empezar mucho antes de la aparicién de los
focos de criptas aberrantes, considerada como la primera alteracion
histolégicamente reconocible en la secuencia pdlipo-cancer. Las células epiteliales
colonicas pueden adquirir mutaciones pro-tumorigénicas que son insuficientes
para causar cambios morfolégicos, pero que predisponen al desarrollo
subsecuente del tumor. La expansion clonal de esas poblaciones mutantes lleva a

la formacion de grandes parches o campos de tejido que son preparados para
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llegar a ser células neoplasicas. Este proceso ha sido denominado cancerizacion
de campo (Luo et al., 2014).

3.8. Teoria general del efecto de campo carciogénico: el concepto clasico

Las primeras aproximaciones que se tuvieron acerca del efecto de campo
carcinogénico se originaron en los estudios de Slaughter hacia 1.944 con la
publicacion del articulo “The multiplicity of origin of malignant tumors: collective
review” (Slaughter D, 1944) y posteriormente con la publicacion del articulo
“Multicentric origin of intraoral carcinoma” (Slaughter D, 1946), en los cuales se

hacia énfasis en el origen multicéntrico del carcinoma oral.

Ya en 1953 se publicé el primer articulo de este autor en donde se utiliza el
término de “cancerizacion de campo”, segun las observaciones realizadas en la
aparicion del carcinoma epidermoide del epitelio estratificado escamoso de la
cavidad oral, en el cual un area del epitelio ha sido precondicionada por un agente
carcinogeénico desconocido. Esta influencia, si se mantiene por suficiente tiempo,
produce un cambio irreversible en las células y en grupos de células en un area
determinada, este cambio que llevara en una forma inevitable a la aparicion de
cancer, con un tiempo de aparicion dependiente del tiempo de exposicion (figura
14).

o Sporadic tumor

0 Field tumor

Figura 14.Cancerizacion de campo
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A. Tumorigénesis sin campo carcinogénico. Las mutaciones ocurren en un area localizada de la
mucosa. B: Campo carcinogénico: un clon mutante predispuesto para el crecimiento tumoral
repoblaciona la mucosa; las alteraciones genéticas adicionales llevan al crecimiento del tumor en el
campo.

Fuente: Graham et al (2011).

Debido a esto, pueden aparecer varios focos de cancer en el epitelio, produciendo
multiples tumores, es decir un cancer multifocal (Slaughter et al., 1953). (Figura
15)

CANCER

CANCER

POLIPOS

Figura 15. Ejemplo de campo carcinogénico en el colon. En donde se observan neoplasias en
diferentes estadios de evolucién, tumores avanzados y pdlipos.
Fuente: Edelberto Mulett Vasquez, MD

El término cancerizacion de campo es usado ampliamente para definir el
proceso mediante el cual las células de un tejido en particular estan
genéticamente o epigenéticamente alteradas pero histologicamente normales, y
preceden el desarrollo de una neoplasia (Dakubo et al., 2007). También se utiliza
indistintamente el nombre de defecto de campo (Graham et al., 2011) o efecto
de campo (Graham et al., 2011; Damania et al., 2013). Aunque los mecanismos
del efecto en cancer no estan completamente entendidos, estudios moleculares
recientes sugieren un modelo en el cual la expansion clonal de células

genéticamente alteradas (posiblemente con ventajas para el crecimiento), lleva a
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la formacion de un campo premaligno. Estos campos de células genéticamente
alteradas a menudo parecen histologicamente normales y son dificiles de detectar
(Foo et al., 2014). La cancerizacion de campo es inducida por carcindgenos que
actuan en amplias areas de tejido y causan alteraciones moleculares que pueden
no expresarse como lesiones clinicas o histologicas, pero que aumentan el riesgo
de la transformacion maligna, aceptando que es necesario el acumulo de
diferentes alteraciones genéticas para la progresion maligna (Gallegos et al.,
2007). Las alteraciones genéticas y epigenéticas son adquiridas de una forma
acumulativa, a menudo resultando en una progresion de benigna a premaligna y a
estados neoplasicos malignos. A través de este proceso (figura 16), pueden ocurrir
olas sucesivas de expansion clonal, asi como la poblacién celular puede aumentar

en agresividad, teniendo una ventaja de crecimiento selectivo (Ha et al., 2003).

Selective
Genatic Clonal

Change Expansion

B s —_—

— —

Normal Initiated ~ Preneoplastic ~ Malignant Clinical Advanced

Cell Cell Lesion Tumor Cancer Clinical
Cancer

Figura 16. La carcinogénesis como un proceso de multiples pasos
Fuente: tomado de Rivenbark et al., (2012)

Los canceres son gendmicamente diversos y dinamicos (figura 17). Clones unicos
emergen como consecuencia de la acumulacién de mutaciones en la progenie de

un antecesor comun (Yates et al., 2012)
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Normal MRCA
cell

Distant
metastasis

Time point X: Time point Y:
+ Driver mutations diagnosis and distant and
treatment initiation  local relapse

b
'
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Figura 17. Evolucién de las poblaciones clonales.
Fuente: tomado de Yates et al. (2012)

3.9. Teoria del efecto de campo carcinogénico: las nuevas perspectivas,
teoria de campo etiogénico

Como una progresion de la teoria del campo carcinogénico, entendiendo que el
medio ambiente tiene una gran influencia en el desarrollo del cancer, se
desarrollan conceptos como el de efecto de campo etiolégico (o etiogénico). El
cancer es una enfermedad compleja, multifactorial, con componente genético y
epigenético; en la cual, respecto a este ultimo, muchos de los factores de riesgo
para el cancer colorrectal estan asociados con el estilo de vida “occidentalizado”.
En particular, el consumo elevado de grasa animal, alimentos procesados y carnes
rojas, combinado con una baja ingesta de vitamina D, fibra y pescado, pueden
incrementar el riesgo a desarrollarlo (Tjalsma et al., 2012). Los proponentes de la
teoria del efecto del campo etiolégico suman a la teoria del efecto de campo
carcinogénico esta propuesta, en la cual se conjugan los factores etioldgicos

externos (estilo de vida, medio ambiente, microbios, hormonas y variaciones
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genéticas) y sus interacciones, predisponiendo un microambiente alterado a un
tejido anormal que puede influir en todas las etapas de la evolucion del cancer
(Lochhead et al., 2015). Se debe tener en cuenta el concepto de la interaccion
gene-medio ambiente, definida como el efecto conjunto de uno o mas genes con
uno o mas factores ambientales, que no pueden ser adecuadamente explicados
por sus efectos separados (Thomas D, 2011). El efecto de campo etiolégico se
enfoca entonces principalmente, en la interacciéon dinamica entre los campos de
exposicion a factores etiologicos, los cuales pueden alterar el microambiente
tisular, definiéndose entonces como un campo funcional de tejido alterado, que
predispone a la adquisicion de cambios moleculares somaticos especificos a
través de alteraciones en las interacciones celulares y extracelulares (Lochhead P
et al., 2015). (Figura 18).

Efecto de Campo Efecto de Campo Etioldgico
carcinogénico Concepto Nuevo
Concepto Tradicional

Un alteracién X hace al Los cambios medioambientales
individuo susceptible al hacen susceptible al individuo a
desarrollo del cédncer una alteracién X y predispone al Figura 18.

desarrollo del cancer

Comparacioén del modelo convencional y el modelo etiolégico.

Fuente: adaptado de Lochead et al., (2015)

La cancerizacion de campo, puede tener un papel etiolégico en un sustancial
numero de recurrencias, debido a células genéticamente alteradas en el margen
quirurgico de reseccion, que explicarian la aparicion de recidivas tumorales

después del tratamiento (Dakubo D et al., 2007).
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3.10. Efecto de campo carcinogénico y cancer de colon

Se han propuesto tres teorias para explicar el origen clonal comun de los tumores
primarios multiples: 1) células unicas o pequefios nidos de células migran a través
de la submucosa o; 2) son vertidas en la luz del 6rgano (ej.: cavidad oral, vejiga)
en un lugar y crecen en otro. Sin embargo, hallazgos recientes en la cabeza y el
cuello, esofago y vejiga, soportan fuertemente una tercera teoria 3): hay una gran
continuidad de campos genéticamente alterados existiendo en el epitelio, en el
cual multiples lesiones clonalmente relacionadas se desarrollan, indicando que

estas lesiones se originan en un unico campo (Braakhuis et al., 2003)

Se han buscado multiples formas de comprobar este efecto de cancerizacion de
campo en el colon, basados en la recurrencia en la aparicion de podlipos
adenomatosos en toda su extension. Se ha encontrado que hay cambios en la
angiogénesis tisular segun el estadio de la evolucién tumoral (Aotake et al.,1999),
lo que se convierte en otro factor de deteccion del riesgo. La importancia de la
suplencia sanguinea incrementada (angiogénesis) en el desarrollo del cancer
colorrectal es inequivoca, pero no esta claro el estado en el cual ocurre. Aun en un
estado premaligno, las células epiteliales tienen una proliferacién incrementada
(como una manifestacion del efecto de campo) y por lo tanto se espera que
requiera una suplencia sanguinea mayor, encontrando ademas que las
anormalidades en la microvasculatura de la “mucosa transicional” (epitelio de
apariencia histolégicamente normal adyacente al cancer colorrectal) sugiere que
las alteraciones en el aporte sanguineo pueden preceder las lesiones neoplasicas
macroscopicas, lo cual se ha comprobado incluso antes del desarrollo de los
adenomas o incluso de los focos de criptas aberrantes (Wali et al., 2005). Se ha
sugerido que, al hacer el examen en la parte mas accesible del colon (el recto), se
puede predecir la aparicion de neoplasia en otros sitios del colon, por las
caracteristicas adquiridas tales como:

* Hallazgo en el recto de focos de criptas aberrantes por cromoendoscopia

convencional (bajo visidon endoscopica), se constituye como un predictor
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potencial de la presencia de neoplasias avanzadas en el colon, es decir, un

marcador para colonoscopia total (Seike K et al., 2006).

Anormalidades proliferativas encontradas en toda la extension del colon,
reflejando el modelo de cancerizacion de campo, y, lo mas importante,
examinando la mucosa rectal mas accesible como un indice de la actividad
en todo el colon. Se ha encontrado que los patrones de proliferacion en la
mucosa rectal son un indice de la actividad citoproliferativa de toda la
mucosa colénica (Anti et al., 1993). También se ha indicado que, en
individuos con adenomas colbnicos o cancer, la expansion del
compartimiento proliferativo (un desplazamiento hacia la luz de la zona
activa de proliferacion celular en las criptas) se encuentra en todo el colon,
independientemente del sitio de la lesion (Bernstein et al., 2008) y se ha
establecido que los cambios en la biopsia rectal reflejan aquellos de todo el
colon (Bostick et al., 1997).

Pacientes con historia previa de cancer de colon o con poliposis familiar
adenomatosa tienen una mucosa aparentemente normal, en la cual, las
células tienen una habilidad reducida para ir a apoptosis inducida,
comparado con individuos sin historia de neoplasia coldnica, encontrando
una relacién con la resistencia a la apoptosis inducida por acidos biliares
(mediada a 20 cm del borde anal) con el riesgo de cancer (Bernstein et al.,
1999).

Expresion alterada de algunos genes en mucosa aparentemente normal de
pacientes con cancer de colon, concluyendo que puede ser un indicador
importante en la identificacion de pacientes de riesgo a desarrollar cancer a
través de una citologia o un lavado (Chen et al., 2004). Igualmente, estas
alteraciones se han encontrado en mucosa aparentemente normal en el

recto-sigmoide de individuos con pdlipos y los controles (Hao et al., 2005)

La expresion proteica en la mucosa aparentemente normal, es modificada

en individuos con lesiones neoplasicas en sitios distantes a la lesién,
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permitiendo la caracterizacion a un nivel molecular de biomarcadores de
susceptibilidad al cancer colorrectal (Polley A et al., 2006), permitiendo su

uso como marcadores de riesgo para este.

Respecto al riesgo de aparicion de neoplasias, se ha encontrado, entonces,
mediante varios métodos, que el recto puede ser el érgano sustituto por medio del
cual se podran evaluar los cambios que afecten todo el colon. Se ha definido, por
lo tanto, que el 6rgano sustituto u 6rgano espejo es un sitio que refleja los cambios
o predice el riesgo de cancer en el 6rgano o tejido objetivo, que puede o no estar
en continuidad (Kopelovich et al., 1999). La estratificacién del riesgo puede ser
hecha posiblemente a través de la evaluacion de la mucosa rectal para cambios
de campo carcinogénico (Roy et al., 2011). El concepto del efecto de campo
puede permitir una adecuada estadificacion del riesgo, teniendo en cuenta que, el
medio genético/ambiental que resulta en una lesion en un area del colon, debera
ser detectable, al menos en alguna forma, a través de todo el colon. Por lo tanto,
al examinar la porcion distal del colon (incluso el recto), se podria predecir una
neoplasia proximal (Roy et al., 2006).

El estudio en los métodos de deteccion de cambios muy tempranos se ha
enfocado en la estructura del tejido, inicialmente con los cambios a nivel sub-
celular o estructural, basados en el concepto que, antes de ser invasivo, en el
estado de displasia, estas células tempranas en la evolucion del cancer alteran su
arquitectura. En particular, el nucleo se agranda, se apifia y se hace
hipercromatico (Cherkezyan et al., 2014). Estos signos de alerta hasta ahora solo
se detectan con el examen histologico de los especimenes de biopsia, pero la
espectroscopia de la dispersion de luz ahora ofrece un medio para medir el
tamafo y distribucion del contenido de cromatina del nucleo de las células
epiteliales como un indicador de neoplasia preinvasora (Backman et al., 2000);
(Gurjar et al., 2001).

Los cambios mas tempranos estan en las células madre/proliferativas en el tercio
basal de la cripta. Estos cambios intrinsecos en las células las pueden inducir a

multiplicarse sin las restricciones usuales dividiéndose frecuentemente o estando
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sujetas a menor pérdida, pero, mantienen su territorio normal, formando tumores
benignos. Por otro lado, si esos cambios intrinsecos muestran dano de las
caracteristicas propias que mantienen la territorialidad y las células normales
adquieren la habilidad de extenderse a otros sitios, locales o distantes, estos
tumores son denominados cancer por su comportamiento maligno (Bronchud,
2002). Backman se han enfocado en tres aspectos de alteraciones en la
cancerizacion de campo (figura 19), cada uno representando un nivel diferente de
organizacion tisular: 1) objetivos fisioldgicos tales como el contenido microvascular
de sangre (reflejando un estado hiperproliferativo del epitelio premaligno) (Gomes
et al., 2009), (Roy et al., 2008); 2) cambios ultraestructurales a nivel tisular y 3)
alteraciones en la nanoarquitectura intracelular (Backman et al., 2011). En el
colon, la hipétesis del campo carcinogénico, es la razén para la vigilancia post-
polipectomia (Hawthorn et al., 2014), debido a que los campos afectan toda la
mucosa el colon y no una pequefia porcion (Backman et al., 2013). Se ha
propuesto otra teoria en la cual los cambios bioquimicos secundarios a la
cancerizacién, alteran la dinamica de las moléculas y las células en los tejidos

anormales (Fernandez et al., 2016).
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Figura 19. Manifestaciones tisulares del efecto de campo carcinogénico
Fuente: tomado de Backman et al., (2011)

42



43

CAPITULO 4
ESPECTROSCOPIA DE BIOIMPEDANCIA ELECTRICA (EBIE)

Los tejidos biolégicos tienen impedancia eléctrica, la cual se comporta en funcidn
de la frecuencia de la corriente eléctrica aplicada. La razon para esta dependencia
es que los tejidos contienen componentes que tienen propiedades de resistencia
(oposicidn del flujo) y capacitancia (almacenamiento de cargas). Ambos
componentes de la impedancia, asi como la dependencia de la impedancia con la
frecuencia, estan relacionados con la composicidn del tejido y la estructura (Abdul
et al., 2000).

La impedancia eléctrica es uno de los muchos parametros utilizados para
caracterizar las propiedades de los materiales y, en los tejidos biolégicos, esta
altamente correlacionada con su estructura, incluyendo el tamano celular,
densidad, espaciamiento y los constituyentes de la matrix intra y extracelular
(Huang et al., 2013).

La impedancia eléctrica (Z) es la medida de la oposicion del flujo eléctrico a través
de una sustancia. Este valor tiene dos componentes: la parte real, resistencia, (R)
e imaginaria o reactancia (X;) y su expresion matematica es Z~ R + jX (Aroom et
al., 2009; Chanchairujira et al., 2005).

La impedancia (Z) es un numero complejo que se forma a partir de dos
componentes, el cual puede ser expresado como una magnitud (en Ohms) y
angulo de fase en grados o como parte real (R) y reactancia (X) (Cornish 2006).
También puede decirse, que la impedancia equivale a la suma en el plano
complejo de la parte real y la reactancia (CA Gonzalez, comunicacion personal).
Entonces, en un modelo simple, la resistencia es la caracteristica conductiva de
los tejidos tisulares y la reactancia la oposicion debido a la capacitancia de las
membranas celulares, interfaces tisulares y sustancias no iénicas (Ellis et al.,
1999).

El modelo mas sencillo para representar las caracteristicas eléctricas de los tejidos
es un modelo de tres elementos (figura 20) con R. (resistencia extracelular), R;
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(resistencia intracelular), y C,, (capacitancia de membrana). R. es aportado por la
matriz extracelular (la cual esta constituida principalmente por agua y electrolitos),
R; por agua y sustancias intracelulares complejas del citoplasma, y C,, por la
membrana celular (Huang et al., 2013).

El valor de la impedancia es convencionalmente representado como un numero
complejo, con el componente real siendo la resistencia y el componente complejo
la reactancia (Z~ R + jX). La medicién de la impedancia eléctrica toma ventaja de
la relacion entre impedancia, voltaje y corriente. La Ley de Ohm establece la
relacion V = IZ, donde V es voltaje, / es corriente, y Z es impedancia. (Aroom et al.,
2009).

Extracellular part of tissue
Re

Extracellular resistance

— W

Cm

R

Intracellular resistance Membrane capacitance

Intracellular part of tissue

Figura 20. E/ modelo simplificado de circuito eléctrico equivalente de tres
elementos para los tejidos
Fuente: tomado de Huang et al., (2013).

4.1. Dispersiones

Las propiedades eléctricas de los tejidos y suspensiones celulares cambian con la
frecuencia en tres etapas diferentes, denominadas «, By 7, las cuales fueron

descritas por Schwan (Schwan, 1994) (figura 21):
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4.1.1. Dispersion a

Ocurre a bajas frecuencias alrededor de 10 Hz — 10 kHz y es principalmente
afectada por la atmoésfera idnica que rodea las células. Esta dispersién es un
fendbmeno de superficie que no contiene ninguna informacion relativa al interior de

la célula.
4.1.2. Dispersion

Esta en el rango de frecuencia de 10 kHz — 10 MHz. Es esencialmente debida al
mecanismo de carga capacitiva de las membranas celulares, originandose en la
estructura basica de la célula en donde la membrana separa dos medios
conductores.

4.1.3. Dispersion y

Esta a frecuencias mayores (>10 MHz) y es influenciada por las moléculas de
agua (Tatullo et al., 2015)
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Figura 21. Etapas de dispersién y sus respectivas frecuencias
Fuente: tomado de Heileman et al., (2013).
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A altas frecuencias, la corriente eléctrica también circula al interior de las células y
la impedancia sera determinada por las estructuras intracelulares y posiblemente
el tamafio de los nucleos. A bajas frecuencias (~1 kHz), la corriente eléctrica es
incapaz de penetrar las membranas celulares y la corriente fluye principalmente a
través del espacio extracelular (Figura 22). La impedancia a bajas frecuencias por
lo tanto depende del espacio celular y su disposicion (Balasubramani et al., 2009)
(Lukaski et al., 1985).
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Alta Frecuencia Baja Frecuencia

A A

Agua
Intracelular Agua Membrana

Extracelular Celular

Figura 22. Flujo de corriente a diferentes frecuencias.

a) a bajas frecuencias la resistencia de la membrana protege el interior de la célula de la corriente
aplicada. b) a altas frecuencias la resistencia de la membrana es progresivamente vencida por la
capacitancia de la membrana, de modo que el campo entra a la célula y la corriente también se
produce al interior de esta.

Fuente: modificado de Inbody (2014)

4.2. Origen de la dispersion

En la region de la dispersion f, la corriente a baja frecuencia pasa alrededor de las

células, y la resistencia al flujo dependera del espacio de las células y del arreglo
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celular del tejido (Murdoch et al., 2014). En los tejidos vivientes la célula es la
unidad basica en la cual la estructura basica de la membrana celular es una

bicapa de fosfolipidos que separa el medio intracelular del medio extracelular.

a. Medio Extracelular: desde el punto de vista eléctrico, el medio extracelular
puede ser considerado como una solucion electrolitica (solucion ionica). Con

mucho, los iones mas importantes son el sodio y el cloro.

b. Medio Intracelular: la concentracion idnica del medio intracelular es diferente a
la concentracion del medio extracelular (180 meqg/L contra 153 meq/L). Los iones
de mayor concentracion intracelular son el K*, proteina y HPO4* + SO, + acidos
organicos. Ademas de los iones y otras moléculas cargadas, en el interior de la
célula es posible encontrar numerosas estructuras con membranas con una
respuesta eléctrica completamente diferente. Estas membranas estan formadas
por materiales dieléctricos y su conductividad es muy baja. Por lo tanto, la
impedancia del medio intracelular debera ser una mezcla de propiedades
conductivas y capacitivas.

c. Membrana celular: la membrana celular esta compuesta esencialmente de una
bicapa de lipidos con un grosor aproximado de 6 nm. La funcién de las diferentes
membranas esta tipicamente reflejada en la composicion relativa de lipidos y
proteinas. En muchos casos, el contenido proteico es casi igual o mayor que el de
lipidos. Para frecuencias mayores de 100 MHz, las propiedades dieléctricas de los
tejidos estan determinadas por su contenido acuoso, junto a la presencia de iones
y pequefias moléculas en los fluidos celulares (Pethig, 1984).

El cuerpo puede ser considerado como un volumen conductor que comprende un
numero de tejidos espacialmente distribuidos con diferentes propiedades
eléctricas (Dean et al.,, 2008). En los mamiferos, aproximadamente el 70% del
peso corporal es agua. De esta cantidad, el 50% esta dentro de las células que
constituyen el organismo y el 20%, es denominada agua extracelular, lo que
incluye fluidos como sangre, jugos digestivos, orina, liquido cerebroespinal, linfa y
otros. (Geddes, 1967)
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En los tejidos, la impedancia se puede medir con una sonda, inyectando corriente
alterna en el tejido y registrando el voltaje respuesta, utilizando un set diferente de
electrodos en la misma sonda. Esta técnica puede medir el espectro de
impedancia dependiente de la frecuencia en el tejido y medir el voltaje de
respuesta (Barrow et al., 2007). El espectro de impedancia caracteristico de un
tejido viene de la estructura de las células que componen ese tejido y estas
vienen, a su vez, del tamafo y capacitancia especifica de los constituyentes de la
membrana celular, el nuacleo, la mitocondria y las proteinas celulares (Stoy et al.,
1982).

4.3. El Modelo de Cole-Cole

En 1940, Cole y Cole introdujeron una ecuacion matematica que ajusta los datos
experimentales obtenidos por mediciones de bioimpedancia eléctrica. Esta
ecuacion no solo es comunmente utilizada para representar sino también para
analizar los datos. El analisis es basado en los cuatro parametros contenidos en la

ecuacion de Cole: Ry, R, 1-x, t, donde:

Ro — Roo

Z (@) = Reo + 1+ (jwr)t—=

El valor generado por la ecuacion de Cole es un valor complejo, la impedancia,
con una relacion no lineal con la frecuencia, lo cual genera un arco en el plano de
impedancia. La impedancia se puede descomponer en parte real R y reactancia X
(Ayllon et al., 2009).

Los componentes utilizados son: w, es la frecuencia angular de la sefial de
excitacion; R, la resistividad a alta frecuencia (cuando ésta tiende a infinito); Ry la
resistividad a muy baja frecuencia (cuando ésta tiende a 0); 7 el tiempo de
relajacion del tejido, y 7-« el parametro de dispersion. El parametro Ry (resistividad

a baja frecuencia) esta relacionado fuertemente con la oposicion a la conduccion



50

eléctrica por el espacio extracelular. El parametro R« (resistividad a alta
frecuencia) se puede interpretar como la resistencia al flujo de corriente por parte
del contenido intracelular. El T mide el tiempo de relajacion eléctrica y corresponde
al tiempo que demoran las moléculas y agregados polares a estabilizarse ante una
excitacion externa (Miranda et al., 2006)

El modelo de Debye (figura 23) es el mas sencillo y habla de un camino
extracelular (representado bien sea por una resistencia pura o una conductancia
pura, como se quiera, dado que el uno es el inverso del otro) en paralelo con un
camino intracelular que incluye la membrana (que actuaria como un capacitor) y el
liquido intracelular (que también actuaria como una resistencia pura o una
conductancia pura).

Ri

—

—

Re Mc

Figura 23. Modelo de Debye. Fuente: creacion del autor
4.4 Parametro

La parte real de la impedancia, R, se asocia a conduccion eléctrica por un medio
mientras que la parte imaginaria, X, es la reactancia capacitiva y se asocia mas al

almacenamiento de energia eléctrica.

Entonces, el elemento de fase constante tiene un comportamiento entre

resistencia (para a = 1) y capacitor (a¢ = 0).

Cuando el comportamiento de la membrana celular es puramente capacitivo,
(¢ = 0), se puede asociar a un estado bioquimico donde la membrana celular tiene
caracteristicas capacitivas perfectas y ello se asocia a acumulacion de cargas en

ambos lados de la membrana celular: medios intra y extracelular. En este caso, el
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modelo de Cole-Cole se convierte en el de Debye o, en otras palabras, se puede
decir que el modelo de Debye es un caso especial de modelo de Cole-Cole en el

cual @ = 0. (CA Gonzalez-Correa- Comunicacion Personal)

Si el comportamiento de una célula es mas resistivo (a« = 1), la membrana celular
se comporta mas como una resistencia, es decir, deja de ser un aislante eléctrico.
Ello se puede asociar con anomalias bioquimicas en la membrana celular, las
cuales facilitan el flujo de cargas desde el medio extracelular al intracelular a
través de la misma. Una membrana de estas caracteristicas es andmala y se
puede relacionar con fallas en las bombas activas que mantienen el gradiente de
concentraciones ionicas y, con ello, el potencial de membrana. Esto es equivalente
a decir que, para este caso, la membrana celular es mas permeable a los iones

gue cuando se tiene un comportamiento capacitivo.

4.5. ; Qué cambia en el tejido que pueda alterar la respuesta eléctrica pasiva?

Una caracteristica del cancer es la pérdida de la organizacion celular. El grado
histolégico del cancer colorrectal es una variable prondstica importante y depende
del grado de diferenciacion celular y de la polaridad celular. Uno de los
componentes moleculares claves que gobiernan la adhesion celular y la polaridad
son las uniones estrechas, exhibiendo las células neoplasicas deficiencias
estructurales y funcionales en estas (Resnick et al., 2005). La disrupcién de las
uniones estrechas lleva a una inadecuada barrera tisular y por lo tanto a una
pérdida incontrolable de agua y electrolitos (Assimakopoulos et al., 2011). Sin
embargo, no es claro como las alteraciones en las uniones estrechas pueden
contribuir a la tumorigénesis (Hossain et al., 2008). No obstante, actualmente se
conoce que la pérdida de la expresion de la E-caderina, una proteina estructural
de las uniones estrechas, se relaciona con patrones infiltrativos de crecimiento
tumoral y metastasis linfaticas (Kim et al., 2016). En el intestino, la proliferacion
incrementada y la disminucién en la diferenciacion, son hallazgos comunes de los
tumores en los estadios tempranos. Sin embargo, inicialmente las células
permanecen relativamente bien polarizadas y continuan formando estructuras

glandulares similares al tejido normal. Solamente en estados tardios, cuando la
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organizacion tisular es mas aberrante, hay pérdida de la polaridad y las células
invaden el estroma circundante (Hinck, 2014).

La estructura y la funcion de las uniones estrechas estan a menudo alteradas en
los canceres humanos, en donde la disfuncion de estas puede explicar el progreso
del cancer, especialmente a través de la pérdida de la adherencia célula a célula y
de la diferenciacion celular, llevando a proliferaciéon incontrolada, pérdida de la
cohesion e invasividad con pérdida de la polaridad (Oliveira et al., 2007). La
bioimpedancia eléctrica, ha permitido encontrar diferencias entre el tejido maligno,
en comparaciéon con el tejido sano, cambios atribuidos al incremento en el
contenido de agua celular y sal, la permeabilidad alterada de la membrana, los
cambios en la densidad del empaquetamiento celular y de la orientacion de las
células, llevando a una impedancia menor en el tejido neoplasico probablemente
debido a un espacio extracelular mas amplio por la pérdida de las conexiones
intercelulares (Ching et al., 2010).

4.5 Antecedentes de mediciones eléctricas en la pared del colon

Se han utilizado mediciones de bioimpedancia eléctrica en el intestino,
especificamente en el colon, en varios campos, implementandolas para conocer
las caracteristicas eléctricas del colon y el recto. La bioimpedancia de las capas de
células brinda importante informacion de las caracteristicas de su estado y puede
ser utilizada para observacion y evaluacion de muchos fendémenos fisioldgicos
como la calidad de la adhesidn celular considerada como un biomarcador de su
estado fisiologico (Krusek et al., 2014). Tedricamente, las células que estan
enfermas, por cancer o infecciones, tienen alteraciones en las propiedades de
impedancia. Estas alteraciones son debidas a cambios en la permeabilidad de la
membrana celular, fluidez, y deformabilidad, ademas de la adhesividad celular y la
actividad de los canales ionicos. La impedancia eléctrica también permite
observaciones en tiempo real (Abdolahad et al., 2014).

En estudios experimentales en animales (ratones), se han encontrado cambios en

las propiedades eléctricas del colon distal después de administrar el carcinégeno
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dimetilhidrazina, productor de cancer del intestino grueso. Los cambios en la
impedancia pueden representar cambios en las uniones estrechas entre las
células o alteraciones en la fluidez de la membrana (Davies et al., 1989).
Igualmente, se han detectado cambios en la conductancia idnica del epitelio en
animales sometidos al carcinégeno (Davies et al., 1987). Las alteraciones en las
propiedades eléctricas del epitelio, pueden indicar una propensidon a cambios
malignos subsecuentes ofreciendo una técnica potencialmente util para identificar
pacientes de alto riesgo (Davies et al., 1986).
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Abstract. Until very recently, the colon was a
neglected organ in science. During the present
century, it has gained much attention, due to its
role in health and discase, especially because of
the presence of the microbiota. The interaction
between the latter and human cells is made
basically through the paraccllular pathway:
therefore, the permeability of the colonic mucosa
plays a crucial role in it. Some authors have
shown important changes in this function
associated to  different  health  disorders.
Electrical Bio Impedance (EBI) technigues can
be a uscful tool for the study of the colon, with
measurements taken from the luminal side. In
this study, we report passive clectrical response
along the colon of rabbits (n = 7), where EBI
measurements were carried out in 6 different
scgments. The results suggest that there are
differences between the proximal and the distal
portions of the colon. It is probably due to thdr
differences in structure and functions, as it has
been reported in other studies. Resistivity in the
first part of the proximal colon scems to be
higher than in most of the distal colon (8.7 and
6.6 Ohm m. respectively) with a gradual

decreasing  along the former and some
fluctuation along the latter.

Kevwords:  Ebectrical Bio-impedance (EBI),
Colon permeability, Rabbits.

L. INTRODUCTION

Until very recently, the colon was a
neglected organ, where little attention was
given to its role in health and discase [1]. In
the present century. though. as stated in the
title of the article by these two authors, the
colon has moved from “banal™ to “bnlliant™.
This is duc to the fact that the complexity of its
physiology has begun to be studied and better
understood. as well as its role (especially in its
interaction with the microbiota) not only in
“local™ discases, but also in systemic health
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problems like metabolic [2], autoimmune [3]
and even ncurological discases [4]. Somc
authors, for instance, call the enteric nervous
system (ENS) the "second brain" [5], due to
the complexity of cell types and integrated
circuits and its relation to the rest of the body.
including the “first brain™.

Colonic homecostasis is mediated by
complex  interactions  between  food,
xcnobiotics. our own cclls. the colonic
microbiota (mainly bacteria) and the layer of
mucous gel that covers the whole organ [1]. It
acts both as its habitat and a barrier against
them. The number of the latter exceeds about
10x times the number of cells in our own
organism, and has, as a whole. as a metaorgan,
more than 2 million genes (the microbiome)
[6]. There is a permanent communication and
interplay between that microbiota and our own
organism. and this crosstalk is of paramount
importance  for our health status. The
permeability of the colonic cpithelium, a
characteristic mainly controlled by the tight
junctions, plays an important role in the
functioning of this organ [7] [8]. The
paracellular via plays a key role, as it is the
pathway by which direct contact is established
between that microbiota and the immune
system of the host [8]. Some authors have
shown how the permeability of the colonic
cpithelium is augmented in different clinical
conditions [9] [10] and we think that Electrical
Bio-Impedance (EBI) techniques can be used
for the asscssment of such permeability.
Theoretically, there are three main ways of
doing it: from the scrosal side [10]
transmurally [11] [12] and from the luminal
side. The first one has been used in animals, in
vive and with implanted electrodes, while the
sccond onc has been used ex vive, with
samples of resceted tissue. The possibility is.
though, open for in vive transendoscopical
measurements of electrical bioimpedance from
the luminal side of the colon [11], in a similar
way as Gonzalez-Correa ef al [13] did in the
csophagus. These authors reported resistivity
measurements  in csophageal and  gastric
resected tissue from humans and rats, where
readings were taken ex vive from the luminal

side of the wall. They also made some in vive
transendoscopic measurements in patients with
Barrett's  csophagus.  Both  metaplastic
intestinal and gastric epithelia are columnar
and show relatively low bioimpedance values
at lower frequencics. when compared to
csophageal tissue (around 5 and 12 Ohm m at
192 kHz. respectively). Finally, when
studying the colon. it is necessary to take into
consideration, that there are  important
anatomical and physiological differences
between its proximal and its distal parts.
Snipes et al [14], for instance, measured the
clectrical potential  difference  between the
luminal side of the colon in rabbits and blood
(reference clectrode placed inside the car
vein), and found that it has high values in the
proximal scgments of the colon (above 40
mV) that fall to values around 15 mV in the
distal scgments, and, then, gradually increase
to a maximum of 40 mV in the rectum. They
speculate that these findings may result from
~_..regional differences in the transport and
permeability properties of the mucosa™. This
article reports measurements taken ex vive
from the luminal side of resected colon from
sacrificed rabbits. We chose this experimental
model as it is a small animal widely used in
experimentation and, in the future, it will
allow us to usc them in vivo transendoscopic
impedance measurements. The main aim of
this exploratory experimental study was, then,
to determine whether or not there arc
differences in  the clectrical impedance
between the proximal and distal colon of
rabbits, using the above mentioned approach.

Il - MATERIAL AND METHODS

In our ecxperiments, we used colon
specimens  excided from 7 female New
Zealand rabbits used in  another study
approved by the Institutional Animal Ethical
Committee of the same Institution. Ages were
between 10 and 12 months, they were
weighing between 9-10 kg and they were
subjected to an  expenimental  Achilles
tendinitis.  Resection  was  completed
immediately after the animals were sacrificed
with an anesthetic overdose of Xilazine 35
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mgkg plus Ketamme 30 mgkg and
measurements were carmied out within one
hour after it. These were taken on 6 points in
the colon: at 10 (Point 1), 20 (Point 2) and 30
(Point 3) cms distally measured from the
caccum, and 30 (Point 4), 20 (Point 5) and 10
(Point 6) cms orally measured from the anus
(figure 1). Impedance readings at 19.2, 384,
76.8, 153.6 and 307.6 kHz were obtaned
using a Shefficld-Mark3-Multi-Frequency-
Tissuc-Impedance-Mcter, in the same way as
reported by Gonzalez-Correa et al [13]. The
probe was a tetrapolar array of round gold
clectrodes (0.8 mm diameter), scparated 0.4
mm from cach other and forming a rectangle
embedded in a circle with a diameter of 2.5
mm A total of 210 data were obtamned (7
rabbits x 6 points x 5 frequencics).

Statistical analysis. A dual way design was
used, i which the dependent variable
resistivity was expressed as Ohm m, and the
independent variables were six different colon
scgments with 7 repetitions. We used the
following statistics with the program
STATGRAPHICS V5.1. multifactor ANOVA,
Pcarson corrclation cocfficient and Tukey's
HSD (Honest Significant Difference) test. We
looked for differences between the readings at
the six different scgments and accepted a
significant statistical difference when P was <
0.05.

Figure 1. Anmomical phcement of the 6 points where
lectrical imped: were taken. Seg
and approximate length estimati ding to [14] and
115].

Il - RESULTS

Figure 2 shows the averaged resistivity, at
19.2 kHz, of the six points sclected for this
study. A two way ANOVA showed that the
scgment influenced the output vanable (P <
0.0000), and the Tukey's test demonstrated
that scgment | had the highest average
resistivity. followed by scgment 2 and segment
3. Segment 4 showed a higher resistivity when
compared to scgments 3. 5 and 6. and was
cqual to the average of scgment 2. The
averaged valucs of scgments 3. 5 and 6 were
the same. In figure 2 we represent the values
given by the Tukey test for the average of the
resistivity discriminated by segments.

IV. DISCUSSION

When resistivity s measured in the way we
did, there arc three main factors that can affect
the readings: physical characteristics of the
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mucus layer (especially thickness and
viscosity), status of the paraccllular pathway

and thickness of the colonic wall.
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Figure 2. Tukey test for the ged resistivity d

a1 6 different segments on the colom of rabbats.

When two clectrodes are used to mject a
current mm a homogencous and isotropic
medium, the penctration depth of the current is
a function of its scparation. In other words, the
scparation between clectrodes determines the
portion of tissuc that can be mecasured by
clectrical impedance [16]. Given the very
small scparation between the two driving
(current) clectrodes. and  considering  the
reported differences in the thickness of the
mucus layer along the colon. we hypothesize
that this fact can partally cxplain the
differences in the resistivity found between
proximal and distal colon (figure 2). In rats,
for instance. thickness of the mucus layers in
the colon can reach up to 800 um [15] and the
works by [17] [18] show that it incrcascs
distally from the caccum. In studics with
monkics, it has also been found that thickness
of the mucus layer increascs from 10-80 um in
the proximal colon, up to 250 um in the distal
colon. In pigs. according to [17], there is an
increase in thickness from the cccum to the
ascending (proximal) colon. and a decrcasc
from here to the descending (distal) colon,
although they only took onc measurcment in

cach portion. As the distance between two
adjacent clectrodes mn our system is only about
300 pm, as shown by [13] using Gesclowitz
theory [19]. the penctration of the current can
be estimated as approximately 500 um. This
all means that. to a good extent. the difference
could be explained by the thickness of the
mucus layer. In their article about modcling
current distribution in cervical squamous
tissuc, for instance, [16] have shown how.
cven very thin layers of mucus on an cpithelial
surface, can have a large impact on the
resistivity measurements. Another known fact
that could have a role, though, is that the
mucus  viscosity incrcases progressively
toward the distal colon. at lcast in the murince
colon, a charactenstic that determines a spatial
distribution of bacteria [20]. However. it is
also possible that differences in the proximal
and distal anatomy and physiology can affect
the clectrical measurements. In the rabbit, for
instance. and according to [14], the proximal
colon is scparated from the distal colon by the
Sfusus coli. and has 2 different scgments: a first
onc about 10 cm long and a second onc of
about 20 cm: the distal colon is between 80-
100 cm long. The proximal colon in the rabbit
is where the mix and absorption of water and
clectrolytes takes place. while propulsive
forces for excretion are predominant in the
distal colon [21]. Fermentative processes take
placc mainly in the proximal colon. In
pathological situations. altcrations in the tight
junctions as well as edema in the colon wall
could also influence the resistivity measured
from the luminal side, but, probably, a wider
scparation of the clectrodes would be desirable
if we want to consider this aspect. Therefore, it
would be mteresting to make measurements in
altered tissuc to sec if differences in clectrical
impedance can be found and can be associated
with changes in the tissuc. It 1s well known
that, for mstance, altcration in the tght
junctions can causc or contribute to a wide
vanicty of pathological conditions, including
cancer [22] [23]. When edema in the mtestinal
wall is present. the clectrical impedance varics
as well [11]. Permeabality 1s also altered when
the integrity of the mucosa is lost [24] or when
abnormal microbiota activate mucosal mnate
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immunc responses which increase cpithelial
permeability [25]. Finally. the results of our
mcasurcments, arc similar to the profiles of the
clectrical potential difference (PD) in the
colonic lumen to blood reported by 171
where we sce a gradual decrcase in the
proximal colon. fluctuations in the distal colon
and an increasc at the end of the distal colon
and rectum.

V - CONCLUSIONS

The data obtained In our cxpeniments
suggest that the colon mucosa has a relatively
low clectrical impedance with differences
between its more proximal and its more distal
parts. We found that clectrical resistivity of
colon scems to decrcase gradually from
proximal to distal. We hypothetize that these
differences in clectrical properties of the colon
could also be obscerved in the human colon and
it can be studied m order to determinc
abnormalitics when colon wall thickness or the
mucous layer change.
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RESUMEN

INTRODUCCION. El cincer de colon y recto es una patologia de ripido aumento cn la incidencia a nivel
mundial. Se han descrito varios métodos de tamizaje v a pesar de esto ¢s una de las principales causas de
morbi-mortalidad a nivel mundial. Se deben buscar nuevos métodos que lleven a masificar un procedimiento
para identificar en una ctapa subclinica los pacicntes a riesgo de padecer la enfermedad. OBJETIVO: Medir,
mediante la técnica de espectroscopia de bioimpedancia cléctrica (EBIE), las caracteristicas cléctricas pasivas
de la mucosa del recto, con ¢l fin de establecer si existen diferencias en la resistencia cléctrica rectal de
pacicntes con mucosa aparentemente normal, con polipos adenomatosos y cancer. MATERIALES Y
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METODOS: Sc hace un estudio prospectivo cin alcance descriptivo para identificar las caracteristicas de bio-
impedancia de la pared rectal. en sujetos sometidos a colonoscopia total utilizando ¢l Tissue Impedance Mcter
(Electrical Impedance Spectroscopy Mark [11 Single Channel System) tomando cuatro (4) mediciones en ¢l
recto (4 cuadrantes), a diferentes frecuencias.

RESULTADOS: S¢ mucstran los promedios de las mediciones de resistencia cléctrica. realizadas en cada
uno de los cuadrantes. para cada uno de los diagnosticos obtenidos.

CONCLUSIONES: Sc encuentra que hay diferencias en los resultados de las caracteristicas por

bio-impedancia de la pared rectal lo que puede llevar a clasificar los enfermos segun ¢l niesgo de aparicion de
lestones en ¢l colon.

PALABRAS CLAVE: Cancer. colon, recto, pélipo, tamizaje, cfecto de campo carcmogénico, espectroscopia
de bioimpedancia cléctrica (EBIE).

INTRODUCCION

El cancer de colon y recto es una patologia cuya incidencia a nivel mundial sigue en aumento, a pesar de que
sc han descrito y sc aplican varios métodos de tamizaje para prevenirlo o al menos detectarlo en estadio
temprano. En la actualidad, ¢s una de las principales causas de morbi-mortalidad a nivel mundial y sc
considera necesario buscar nucvos métodos de tamizaje que lleven a masificar un procedimicnto para
identificar los pacientes en riesgo de padecer la enfermedad. El cancer de colon y recto. tradicionalmente de
alta incidencia en los paises desarrollados. ha mostrado un aumento progresivo en Latincamcrica y en
Colombia. Es una de las ncoplasias malignas mas cominmente diagnosticadas a nivel global, con un estimado
de 1.2 millones de casos nucvos en 2008, causando la muerte a 608.700 pacientes (1). Segun estadisticas de
La Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer. de acucrdo al Reporte de Cancer Global para ¢l afo
2012, la mcidencia en hombres s del 10%, con una mortalidad del 8%. En Colombia, tienc una incidencia cn
hombres del 7.7% con una mortalidad del 7.9%. micntras, en mujeres, cstas cifras son del 82% y del 9.1%
(la mortalidad no pucde ser mayor que la incidencia), respectivamente, todas muy cercanas a las cifras
mundiales. El cancer de colon y recto, ¢s una enfermedad en la cual intervienen factores del medio ambiente
como la dicta y ¢l estilo de vida, factores locales como los alimentos y la microbiota del colon, al igual que
alteraciones genéticas y cpigencticas (2). La presente propucsta sc basa en dos conceptos fundamentales
reportados en la literatura cientifica, los cuales han sido explorados por distintos grupos a nivel mundial: a) ¢l
cfecto de campo carcinogénico (3) y b) la evidencia reportada en

algunos articulos cicntificos en cuanto a que ¢l aumento de la permeabilidad cpitclial en ¢l colon precede la
aparicion fenotipica del cancer (4) (5).

La teoria del campo carcinogénico (3) dice que la exposicion por un largo periodo de tiempo de tejidos u
organos a un cntorno adverso, promucve la aparicion de alteraciones carcinogénicas a nivel molecular. En
general. se da un jucgo de mutaciones genéticas y cambios cpigenéticos que ocurren en zonas amplias de un
tejido u organo, hasta gencrar cambios premalignos, displasia y, eventualmente. carcinoma in situ. Esto ha
llevado a varios autores a proponer la tecoria de que estudiando cambios en 6rganos lcjanos o en partes
alqa&sdcunorgano scpucdcdchcctar nosololaplmncmtcmdccambloscanocmmscnouos
organos o sitios de un mismo Organo. sino, mas importante aun, realizar un diagnéstico. mas precoz aun. de
tejidos o personas en riesgo de desarrollar tales cambios. antes de que aparczcan cambios histolégicos o
morfologicos cvidentes. Esta teoria se ha aplicado en diferentes organos y tejidos como cabeza y cucllo,
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pulmén, colon y recto. esofago de Barret, picl, conductos mamarios y vejiga (6). Es asi. como sc estin
estudiando diversas estrategias desde ¢l punto de vista fisico, utilizando mediciones por éptica (7) o por
cstudios genéticos (8).

En cuanto a cstudios previos que s¢ han reportado sobre ¢l aumento de la permeabilidad de la mucosa
colénica en relacion al cancer colorrectal, se tienen los estudios de Davis y colaboradores (9) (10). asi como
los de Peralta-Soler y colaboradores (4). Los primeros scialan, en primer lugar, que sc observan cambios en
las propiedades cléctricas de tejidos sometidos a un proceso de cancerizacion, mucho antes de que se pucdan
notar alteraciones detectables por microscopia clectronica y optica. En scgundo lugar, que los siguicntes
cambios tempranos sc¢ dan en la estimulacion del crecimicento y transformacion de células en proceso de
cancerizacion: a) alteraciones en la glicoproteinas de la superficic cclular, b) alteracion en la permeabilidad de
la membrana celular, c) flujo alterado de ioncs, d) cambios en ¢l acoplamicnto intercelular y ¢) alteraciones en
las unioncs cstrechas cclulares. Por su parte, Peralta Soler y colaboradores. schalan como. midiendo la
resistencia cléctrica transepitelial, se puede corroborar ¢l hecho de que un aumento de la permeabilidad
cpitchal. y la consccuente disminucién de su funcién de barrera. preceden la aparicion de tumores en ¢l colon.
Todos cstos cambios a nivel molecular y de organclas. afectan, en teoria. la respucsta cléctrica pasiva de los
organos y tejidos. Finalmente, es importante sciialar que todos cstos estudios se han realizado in vitro y
prnmordialmente con modelos amimales. El objetivo del presente trabajo ¢s medir, mediante la técnica de
espectroscopia de bioimpedancia cléctrica (EBIE), las caracteristicas cléctricas pasivas de la mucosa del recto,
con ¢l fin de establecer si existen diferencias en la resistencia cléctrica rectal (la parte real de la
bioimpedancia) de pacientes con mucosa aparentemente normal (es decir. sin patologia cvidente), con polipos
adenomatosos y con cancer. después de ser sometidos a colonoscopia total diagnéstica.

I. Material y método

Sc hace un estudio prospectivo con alcance descriptivo. para identificar las caracteristicas de bio-impedancia
cléctrica (parte real) de la pared rectal, en pacientes llevados a colonoscopia total diagnostica, solicitada en
consulta externa. Las mediciones s¢ realizan con un Tissuc Impedance Meter (Electrical Impedance
Spectroscopy Mark [11 Single Channel System, producido en Shefficld-Reino Unido, Departamento de Fisica
Médica ¢ Ingenicria Electronica). Sc trata de un equipo experimental grado médico, disciado inicialmente
para cstudio de cancer de cucllo uterino, al cual sc le coloca una sonda con un arrcglo tetrapolar (dos
clectrodos de commiente y dos de voltaje. todos de oro). y cuyas caracteristicas han sido descritas previamente
(11). Las medicioncs sc recalizan in vivo, en la pared del recto de personas que va a ser somcetidas a
colonoscopia total diagnéstica, previo a la realizacion de éste pmoedimiano y cuyo diagnéstico posterior al
cxamen cs de: a) polq)o’s. o b) aparcntemente normal (sin tumor's, ni nmgum otra patologia cvidente), o ¢)
tumor/ecs de apaniencia maligna cn la endoscopia. Las mediciones en pacientes que con un diagndstico
diferente. no sc ticnen en cucnta, salvo un caso de colitis. por considerarlo de interés.

La sonda sc pasa a través de un anoscopio de plastico, lo cual permite introducirla facilmente, bajo control
visual. Sc¢ toma una medicion en cada uno de los 4 cuadrantes (a las 00:00, 03:00, 06:00 y 09:00 horas,
tomando como las 00:00 ¢l coxis). El equipo suministra una corricnte alterna de 40 pA a 7 (sicte) frecuencias
diferentes: 9.6, 192, 38.4, 76.8, 153.6. 307.2 y 614.4 kHz Por ¢l momento, sélo s¢ comparan los espectros
de la parte real de la impedancia a las frecuencias mencionadas. Todos los pacientes firmaron consentimiento
informado, previa aprobacién del Comité de Etica de la Universidad de Caldas, Manizales, Colombia,
Suramérica. Las mediciones sc rcalizan en las instalaciones de la Union de Cirujanos, en la Clinica La
Presentacion de la ciudad de Manizales, Caldas, Colombia, Suramérica. Hasta ¢l momento se han realizado
mediciones en 14 (catorce) pacientes: 4 con polipos, 9 con diagnéstico de colon normal (sin patologia
aparente) ¥ 1 (uno) con colitis por desuso (colostomia), de los cuales 10 cran mujeres y 4 hombres, con
cdades cntre 22 y 67 afos, con una cdad mediana de 48.5 aflos. Como sc csta haciendo un estudio con
alcance descriptivo. ¢l cual permitira orientar la investigacion en la deteccion temprana de cancer de colon y
recto en humanos. los datos presentados son reportados en unidades arbitrarias, sin parametros de calibracion
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y ¢l analisis sc rcaliza a mancra descriptiva con ¢l objctivo de estudiar diferencias en la forma de los
cspectros. En la siguicnte fase del estudio. la cual no se reporta en este articulo. sc analizaran los valores
calibrados dc los espectros y se haran estudios cuantitativos empleando técnicas de modelado mverso, para lo
cual sc usaran modclos Cole-Cole.

I. Resultados

En la Figura 1., sc mucstran los promedios de las mediciones de resistencia cléctrica (en unidades arbitrarnias,
por tratarsc de datos crudos), realizadas en cada uno de los cuadrantes mencionados en Mateniales y Métodos,
para cada uno de los diagnésticos obtenidos mediante colonoscopia total: a) polipos. b) normal (sin patologia
aparcnte) y ¢) colitis por desuso debido a que ¢l (paciente portaba una colostomia). En la figura 2., sc
mucstran los promedios de las mediciones realizadas en todos los cuadrantes. de todos los voluntarios/as y

scgun diagnostico post-cndoscopico.
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Figura 1. Resultados preliminares de mediciones de resistencia eléctrica segun diagnostico post-
colonoscopia total, discriminados por sitio de la medicion. Las barras negras indican el rango de las
mediciones en cada frecuencia, incluyendo las desviaciones estandar.
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© © o o ©

=d=Polipos
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Figura 2. Resultados preliminares de resistencia eléctrica del recto segun diagndstico post-
colonoscopia total, discriminados por sitio de la medicion y presentados como promedio de todas
las mediciones de todos los pacientes, de acuerdo a cada diagnostico. Los datos se presentan
como promedio + 1DS (lineas discontinuas del mismo color de cada tipo de diagnostico). Las
barras negras indican el rango de las mediciones en cada frecuencia.



CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio preliminar parccen indicar que hay diferencias en los resultados de las
caracteristicas bio-impedanciométricas de la pared rectal, lo cual podria llevar a clasificar los enfermos segin
¢l nesgo de apancion de lesiones en ¢l colon. Los resultados presentados en este informe son muy
alentadores. especitalmente por cuanto muestran la viabilidad técnica de realizar las mediciones de la mancra
propucsta. Podria pensarse que., a mediano plazo. la EBIE podria usarse como una herramienta de tamizaje
para diagnéstico precoz, no solo de cancer de colon, sino, mas importante adn, para determinacion de
personas en mayor ricsgo de desarrollar la enfermedad, antes de que ésta sc manifieste fenotipicamente. La
EBIEC ticne las ventajas de ser scgura, facil de usar, minimamente invasiva y de bajo costo
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Abstract- Worldwide, colorectal cancer (CRC) is one
of the leading causes of morbidity and mortality,
ranking third ameng the most common cancers.
Although screening programs are useful in reducing
its impact, the screcming tools available at presemt
are far from being ideal. This justifies the search for
new  screening tlnl!. llll the awthors think that
Electrical | py (EIS) could be a
good ¢-uid-u It is & non- or minimally-invasive
technique, safe, low cost and casy to use. At present,
it is being intreduced in cervical cancer screcming
programs in the UK, and has been tested in other
types of cancer. In this preliminary study with a
small ple of 17 h paticnts undergeing
diagnestic total colonescopy. we repert the feasibility
of using EIS for taking in vive rectal readings. Four
quadrant measurements were takem om  each
velunteer, a procedure that, in total, takes no more
than 2 mi with mi 1 additional discomfort
for the vol s. After col . 10 velu
wmmidtr!dumrnllst.dpohp.n.lh.d
diverticulosis and | had disuse colitis. None was
diagnesed as having cancer anywhere in the colon or
rectum. A Maultiple Range Test with Tukey HSD
(Homnest Significant Difference) shows a statistical
significant difference between the readings obtained
from the volunteer with disuse colitis when
compared to the readings obtained from patients of
the other three groups. fm vive EIS readings in
humans can be obtained very easily and this opens
the pessibility of using it for further studies in the
search of its possible application as an effective
screening tool.

Keywords-—-  Colorectal  Cancer,  Electrical
I d. S v. Screening Tools.

o L

I. INTRODUCTION
With 9.7% (1.361.000) of all new cancers
diagnosed worldwide in 2012, colorectal cancer
(CRC) is the third most common cancer [1]. As
with many other cancers, in the search for

reducing CRC associated morbidity and
mortality, screening programs have been
implemented in different parts of the world [2].
Although there are different tests available for
early diagnosis of CRC, screening programs
usually use one or both of the two following:
detection of fecal occult blood (FOB) and
endoscopy, either by flexible sigmoidoscopy or
by colonoscopy [2] [3]. The former has as major
disadvantage, its low sensitivity for both CRC and
advanced adenomas. While the later is invasive,
expensive, time-consuming, associated with
possible pain, requires rigorous peroral bowel
cdeansing and good trained spedialized personnel
[2]. making it difficult to implement worldwide.
Ideally, a screening test should be able to detect
not only CRC at an early stage, but rather identify
persons with cancer-prone colorectum, so that
prevention and closer follow up programs can be
implemented [4] [5]. In the literature, there is
published evidence that increased transepithelial
permeability, leading to a decrease of its
electrical impedance, is associated with the
development of cancer [4] [6] [7] [8]. However, it
seems that, regrettably, this line of research has
not been explored further after this pioneering
work. EIS is an inexpensive, easy to use, non- or,
at most, minimally-invasive technique that is
being commercialized in the UK and other parts
of the world to improve the diagnosis of cervical
cancer as an adjunct to colposcopy [8]. It has
also been used in research for early detection of
cancer in other organs as oesophagus [10],
bladder [11] and skin [12]. In this preliminary
report, we show initial results of an ongoing
project on the application of EIS for early
detection of CRC. Through readings taken from
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the distal rectum, with a procedure that takes no
more than 2 minutes, where the patient doesn't
need preparation/sedation. It can be considered
as a completely safe and minimally invasive
procedure, with no need for a specialist being
involved and of very low cost. The main aim of
this paper is to report these findings, showing
the feasibility of this approach.

1L MATERIALS AND METHODS

Volunteers were recruited among patients sent
for diagnostic colonoscopy to “Union de
Cirujanos SAS™ at Clinica La Presentacion in
Manizales, Caldas, Colombia, South-America,
between December 2014 and February 2015.
Readings were collected from 17 volunteers
attended by the endoscopist surgeon involved in
the project (MOCh), after signing the informed
consent approved by the Ethical Committee from
the University of Caldas. Gender, number of
subjects, and ages of the sample are shown in
table 1.

Table 1. Gender and ages of the volunteers

Gender n Median Minimum Maximum
age age L
Female 12 48.5 22 7
Mak S 64.0 24 7
Toul 17 49.0 2 7

Using the same equipment as Brown ef al [13]
[14] and Gonzalez ef al [15]. and with the same
type of pencil-probe used on the cervix, an
clectrical current of 40 pA peak-to-peak at 7
different frequencies was passed between two
adjacent clectrodes. The probe had a diamcter of
5.5 mm with four gold clectrodes (1 mm diameter
cach) equally spaced on a circle of rads 1.65
mm and mounted flush with the face of the probe.
The 7 frequencics used went from 9.6 kHz to
614.4 kHz, cach frequency being the double of the
previous one. The real part of the resulting
potential was measured between the  two
remaining clectrodes and the transfer impedance
was calculated as the ratio of the measured
potential to the amplitude of the imposed current.
Electrical readings were taken prior to
colonoscopy by the colorectal  surgeon
participating in the project (EMV). With the
paticnt in fetal position and after lubrication of the
anus, a disposablc anoscopc was gently
introduced. The surgeon proceeded then to take

measurcments at positions 00:00 (posterior, i.c.
middle line immediately below the coccyx), 03:00
(right lateral), 06:00 (anterior), and 09:00 (lcft
lateral) (Figure 1.). Subsequently, the colonoscopy
was carried out but no biopsies were taken from
the rectum, as that would be inacceptable from the
clinical and cthical point of view.

Figure 1. Positions where readings were taken. See text for
more details.

The Student’s t-Test was used to assess the
statistical sigmificance of the differences between
the resistances at the different frequencics, on the
different points. To assess the differences between
data of the four groups of patients in the sample
(colitis, diverticulosis, polyps and normal), we
used the Multiple Range Test with Tukey HSD
(honest significant difference).

1L ResuLts

The first answer that we wanted to resolve was
if there was any statistical significant difference in
the readings obtained in the four different sites
described above, as it is shown in Figure 1. The
averages of all readings at cach site and at all
frequencics are practically the same (Figure 2) and
there is no statistically significant difference
between points of measurement at cach frequency
(Table 2).

—4—00:00 —8—00:03
3,50 - ~&—00:06 ~&-00:09

3,25
3,00 -
2,75
2,50

Apparent Resistivity (£ m)

2,00 -

96 196 384 76.6 153.6307.2614.4

Frequency (kHz)
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Figare 2. Electrical Impedance Spectra of the mean resistivity
at each frequency for the four differemt positions where
readings were taken (n = 17)

Table 2. P values for the differences between the means of
the readings obtained on the four point 2t seven froguencies

_Frequmn' (kHz) P-Value
9.6 0.90
19.6 0.86
38.4 0.83
76.6 0.7
153.6 0.72
307.2 0.64
6144 0.60
After colonoscopy, of these initial 17
volunteers, 10 were considered as normal (no
apparent lesion), 5 had polyposis. 1 had
diverticulosis and 1| had disuse colitis. The

differcnces between the averages of the readings
from paticnts with polyposis. diverticulosis and
normal arc statistically no-significant (Figure 3).
Table 3, shows the mean of the readings for cach
group of volunteers, where those pertaining to
diverticulosis,  colitis  and normal  arc
homogencous, ic. they can be considered as
equal. The Multiple Range Test with Tukey HSD
shows that the difference s significant when
Colitis-Diverticulosis, Colitis-Normal and Colitis-
Polyposis arc compared (Table 4).

e Disuse colitis (n=1)
s Normal (n=10)
3,50
3,25
3,00

wpe Diverticulosis (n=1)
e Polyposis (n=5=

R

Apparent Resistivity (£2 m)
N
8

Frequency (kHz)

9.6 19.6 38.4 76.6 153.6307.26144

1

Figure 3. Electrical Impedance Specta of the mean
resistivity for the four groups of volunteers.

Table 3. Mean of the readings obtained in each group.

Group "Elp Mean
Diverticulosis 18 495
Normal 280 5.06
Poky posis 140 527 |

Table 4. Comgparison of the means between the four groups

of patients.
Contrast Differemce +/- Limits

Colitis - Diverticulosis *-1.06 0569
Colitis - Normal *L17 031
Colitis - Pelyposis *-139 053
| Dinerticalosis - Normal A1 ps1
Diverticalosis - Polip -0.33 0353
027

Normal - Polipesis -0.22
* denoles a statstically s:gmﬁammmc

1v. Discussion

The number of subjects of the study is very
small, but, as its main aim was to sec the viability
of obtamning the rcadings, we think that 1t s
enough for that purposc. Obtaining EIS rcadings
from paticnts undergoing  diagnostic  total
colonoscopy was carried out very casily, with
practically very little additional discomfort for the
subjects. In all cases, it took, in total, less than two
minutes to have the readings in the four selected
positions. Although there scems not to be
statistically significant differences among the
rcadings obtained in them, we still consider that,
given the casiness of the procedure, it is worth
having all four measurements and averaging them
to obtain a single valuc for cach patient. In his
PhD thesis, Gonzalez-Corrca [16] reported
median values of apparent resistivity in columnar
cpithclia from the stomach and from esophageal
arcas with intestinal metaplastic mucosa (Barret's
esophagus) at the five lower frequencices used in
this study (9.6, 19.6, 38.4, 76.6 and 153.6 kHz) of
42, 40, 37, 34, 3.1 Q m. respectively. The
medians of the readings obtained for the rectal
mucosa from all subjects mn this study gave an



averaged apparent resistivity of 3.2, 2.9, 2.8, 2.8,
2.7,24 and 2.2, Q m at the same frequencics. Our
values are lower (almost by a third), but this is
something that could probably be explained by the
presence of a thicker layer of mucus in the colon.
Values for this variable have been reported to go
up to 800 pm in the colon of some experimental
animals [17]. Another factor that could contribute
to these differences is the size of the probes used
in both studics, as the one used in the esophagus
was thinner (diameter of 3.2 mm with clectrodes
with diameter of 0.8 mm, cqually spaced on a
circle of radius 135, compared to ours with a
diameter of 5.5 mm and four gold clectrodes with
diameter of 1 mm cach, the same used by Brown
et al [13] m the human cervix. Based on
Gesclowitz's theory [18]. it is known that the size
and the scparation of the clectrodes influence the
penctration depth of the applied current [16,19].

v. Concrusions
With this mitial small study, we now know that
it is feasible to obtain EIS in vivo readings from
the rectum of human patients undergoing
colonoscopy. As, if this technique were to be used
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Rectal impedance parameters in various colorectal conditions
E Mulett-V', Mauricio Osorio-Ch’, C Dussan-L'. David A. Miranda®, CA Gonzalez-C'.
'Universidad de Caldas-Colombia; *Universidad Industrial de Santander- Colombia.

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the 3 most common cancer worldwide, and better screening tools
arc required. We hypothesize that Electrical Impedance Spectroscopy (EIS) readings in the rectum could be
used for CRC screening. This hypothesis s based on the evidence that intestinal mucosal permeability
increases with CRC, as well as on the theory of ficld carcinogencsis (FC). Objectives: To determine the
clectrical profiles of different colorectal conditions found in a group of adult paticnts scheduled for total
colonoscopy duc to different gastrointestinal symptoms. Methods: Rectal EIS readings were taken in 77
paticnts who underwent total colonoscopy in a private clinic between 12/2014 and 01/2015. Prior to
colonoscopy. EIS readings were taken in four cardinal points on the rectal mucosa of the lower rectum, under
direct vision through a plastic anoscope. Results: Endoscopic findings were classified as: 38 normal, 18
polyposis, 8 diverticulosis, 7 with cancer (1 anal, 3 rectal and 3 colonic) and 6 with colitis. From cach reading
(4 per paticnt) parameters for the Cole-Cole model were obtained (Table 1): Ro the resistivity of extracellular
fluid (22m): R, resistivity at high frequencies (Qm); . mean relaxation time in seconds and a. a heterogenceity
parameter. The impedance profiles obtained with those parameters are shown as Figure 1. The results suggest
that cancer and polyposis could be scparated from all other conditions by R, (p=0.00). Conclusion: Initial
findings suggest that EIS could be used for scparating patients with CRC with readings taken in the rectum,
what could be explained by FC. Normal and polyposis show practically the same behavior. Work with much
larger samples 1s needed in order to further develop this hypothesis.

Keywords: Elcctrical Bioimpedance, Colorectal cancer, screening.

Diagnosis Ro (£2m) Ri (£2m) T(s) a
Normal (n=152) 3.41(0.62)] 1.93(057)| 46.56(556.77)| 046(0.17)
Polyposis (n=72) 3.43(0.61)] 1.88(0.63) 1.33(1.38)| 0.45(0.18)
Colitis (n=24) 3.28 (0.70) 1.82(0.37) 1.44(247)| 039(0.14)
Diverticulosis (n=32) 3.21(0.70) 1.64 (0.52) 0.70 (0.48)] 045(0.15)
Cancer (n=28) 2.75(0.67) 1.61 (0.65) 0.71 (0.61)] 039(0.16)

Table 1. Mcans (SD) of the four basic Cole-Cole parameters for impedance readings in the distal
rectal mucosa from 77 volunteers undergoing total colonoscopy.
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Figure 1. Means of EIS profiles (4 per patient) of 77 volunteers undergoing total colonoscopy for diverse
causes. Values for the curves were obtained using the calculated parameters shown in table 1.
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Rectal Bioelectrical impedance (REBI) as a possible screening tool for colorectal cancer (CRC)

Gonzalez-Correa CA?, Miranda-Mercado DA?, Mulett-Vasquez E*, Osorio-Chica M®, Dussan-Lubert C*,.

! Universidad de Caldas/Rescarch Group on Electrical Impedance, Manizales, Colombia.
* Universidad Industrial de Santander, Department of Physics, CIMBIOS, Bucaramanga, Colombia
* Universidad de Caldas/Department of Surgery, Manizales, Colombia.
* Universidad de Caldas, Department of Mathematics, Manizales, Colombia.

BACKGROUND: There are two main methods widely used for CRC screening: Fecal occult blood tests
(FOBT) and total colonoscopy (TC). Although not very expensive, the former lacks of good sensitivity and
specificity, whereas the latter is expensive and not very well accepted by the general public. We hypothesize
that REBI could be a good candidate for CRC screening or prescreening purposes based on two main
concepts: a) known evidence that intestinal mucosal permeability increases with CRC (Mulin et al 2000, Ann
NY Acad Sci;915:231-6), which should decrease the electrical impedance of the mucosa, and b) the theory of
ficld carcinogencsis (Backman ef al 2013, J Cancer:4(3):251-61). which states that there is a wade cell
transformation affecting whole organs or systems before cancer appears, allowing to terrogate more
accessible parts of organs or surrogate organs that mirror what is going on in organs prone to or alrcady
affected by carcinogenic alterations. METHODS: 77 volunteers scheduled in a pnivate clinic for total
colonoscopy due to varied gastrointestinal symptoms participated in this initial study. It was approved by the
Ethics Committee of the Universidad de Caldas and all volunteers signed an informed consent. Prior to
starting the colonoscopy a plastic anoscope was used to introduce the electrical probe and take readings under
direct vision in 4 cardinal points on the rectal mucosa of the lower rectum. This process took less than 2
minutes, the colonoscopist proceeded immediately after to perform the colonoscopy and the results were later
correlated with the REBI data. RESULTS: 35 out of the 77 volunteers (27 male, 8 females; overall age range
18-89 y, median 46 y) were diagnosed cither as normal (n=28) or with cancer (n=7: 3 in colon and rectum
cach, 1 in the anus). Statistical analysis showed that there was no significant difference between readings
taken in the four sites sclected for this study (P=0.90 ). Resistivity was different at all frequencies between
both groups (Fig. 1), being lower in those with cancer, as expected (6.1 and 5,1 Qm at 4.7 kHz and 4.6 and
4,0 Om at 614.4 kHz). CONCLUSIONS: The results of this study are very encouraging in that they seem to
show that, irespective of the site of CRC, there is a decrease in the passive clectrical properties of the rectal
mucosa in persons with CRC. This could probably be duc to a decrease in mucosal permeability associated to
changes in the nanoarchitecture of tight junctions. onc of the possible manifestations of colon ficld
carcinogencsis. We propose, therefore, that EIS can be another altermative to explore for CRC screening.
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Figure 1. REBI measurements on patients with (red, n=28) and without (Green, n=112)
CRC. Dashed lines indicate 1 SD.
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Rectal Electrical Bio-Impedance Spectroscopy (REBIS) as a possible screening tool for
colorectal cancer (CRC) and other chronic diseases

Gonzalez-Correa CA', Miranda-Mercado DA®, Mulett-Vasquez E', Osorio-Chica M', Dussan-
Luberth C'.

' Universidad de Caldas (UC), Research Group on Electrical Bio-Impedance, Manizales-Colombia.
* Universidad Industrial de Santander, Department of Physics, CIMBIOS, Bucaramanga-Colombia.

? Union de Cirujanos, IPS, Manizales-Colombia

BACKGROUND: XXI century scientific evidence is showing a common pathway for
many chronic diseases, CRC among them. Chronic exposure to risk factors produces
epigenetic changes in the organism, especially in the gastrointestinal (GI) tract. Such
changes begin with dysbiosis of microbiota, rupture of the mucus layer barrier, increases in
epithelial permeability, endotoxemia and metainflammation. Some of these changes, most
prominently increase in epithelial permeability, can be reflected in changes of the passive
electric properties of the intestinal wall. Under the theory of field carcinogenesis, some
authors are exploring the possibility of early detection of CRC by optical measurements of
the rectal wall. We hypothesize that the same could be obtained by REBIS, a more easy to
operate and lower cost technique. Eventually, It could be a more acceptable screening tool
for CRC than the 2 more commonly used nowadays: fecal occult blood tests and total
colonoscopy, the former lacking good sensitivity and specificity, the latter being expensive
and not well accepted by the general public. METHODS: This initial study was approved
by the Ethics Committee of the UC and all participants signed a written informed consent.
77 volunteers participated (20 male, 57 females: age range 18-80 y, median 50 y), all of
them scheduled for total colonoscopy in a private clinic due to varied GI symptoms. Prior
to colonoscopy, a plastic anoscope was used to introduce the electrical probe and take
readings under direct vision in 4 cardinal points on the rectal mucosa. RESULTS: By
colonoscopy, of the 77 volunteers 38 were normal, 18 had polyps. 7 cancer, 6 colitis and 8
diverticula. After obtaining the Cole-Cole model parameters for biological tissues, a one
way ANOVA showed that rectal wall electrical resistance at low frequency can separate
patients with CRC from those with no-cancer (p=0.014). The ROC curve shows an area
under the curve of 83,7% with a sensibility of 71.4% and a specificity of 84.3%.
CONCLUSIONS: Results are very encouraging. in that they seem to show a decrease in
passive electrical properties of the rectal mucosa of patients with CRC. This could probably
be due to alterations of the tight junctions, one of the possible manifestations of colorectal
field carcinogenesis. Therefore, we propose REBIS as a promising alternative to explore for
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CRC screening and, probably, for other chronic diseases associated with increasing
epithelial permeability.
Table 1: One way ANOVA analisys

ANOVA
Sum of
Squares gl Mean square F Sig.
RO  Between groups 27,007 4 6,752 3,372 014
In groups 144,182 72 2,003
Total 171,189 76
RI Between groups 5,173 4 1,293 1,649 A7
In groups 56,468 72 784
Total 61,641 76
Curva COR

Curva COR para el parametro po.
Variable(s) de resultado de prueba: Ry

Area bajo la curva

Area

,837
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Abstract

BACKGROUND & AIMS: Colorectal cancer is the third most common cancer worklwide. Tests available for screening
have low sensitivity or are difficult and costly to implement. Based on the concept of carcinogenic field effect, we wanted
to explore the possibility of carcinogenic field effect detection by electrical bioimpedance spectroscopy measurements on
the rectum. METHODS: For this cross sectional study, data were collected in the private endoscopic clinic. Seventy-
seven subjects who attended the clinic for total colonoscopy were examined. and readings were taken at 8 frequencies
with an electrical probe. One reading per quadrant was taken from the rectum of each subject, with the electrical probe
bemng introduced m the rectum through an anoscope. before total colonoscopy. Readings were converted into resastivity
and parameters for the Cole-Cole model were obtained by inversion modelling. RESULTS: Afier colonoscopy, 38
subjects were diagnosed as normal, 18 with polyps. 8 with diverticulosis, 6 with colitis, and 7 with cancer. Of the four
Cole-Cole parameters for electrical resistivity (po, p«, v and ), resistivity at zero frequency (pe) seems 1o be a good marker
of the presence of cancer cither in the rectum or in the colon (P value = 0.002) CONCLUSIONS: This would support the
hypothesis that carcinogenic field effect in the colon and rectum are detectable with electrical bioimpedance spectroscopy
readings taken in the rectum. This opens de possibility for proposing it as a possible tool for Colorectal cancer screening
programs.

Keywords
Colorectal cancer neoplasms: carcinogenesis: electrical impedance: carly detection of cancer: mass screening.

Intreduction

According to Globocan-2012 (WHO-IARC 2012),
colorectal cancer (CRC) is the third most common
cancer and the fourth most common cause of cancer
deaths worklwide. Mainly duwe to wider screening
coverage, CRC mcxdence and mortality declined
approximately by 2% and 3% per year in the United
Sates during the 1990s and during the past decade,
respectively (1). It is estimated that at least fifty percent
of these declines can be attnibuted to the increases in

CRC screening and the use of more effective tests to
detect advanced adenomas and cancers at an carly stage
(2). Among the different test available (3). colonoscopy.
flexible sigmosdoscopy and faecal occult blood tests
(FOBTS) are the most commonly screening tools used
and the “._prnme candidates for effective and cost-
effective options...” (4). However, all three tests have
major disadvantages (5) that we mention briefly.
Colonoscopy is considered as the gold standard, but this
screening test s expensive, invasive and not well
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accepted by the general population. In less developed
countries, sharing about 60°% of the burden posed by
CRC (6), costs are a very critical issue. The major
disadvantage of flexible sigmosdoscopy is that it cannot
detect polyps or cancers located in the night side of the
colon. FORBTs. although non invasive and not
expensive, lack of high semsitivity and specificity.
Addmionally, in many cases, when the latter two
methods are used, there is a need to perform total
colonoscopy. Another criticism in relation to CRC
screening is related to the lead time baas (7). which
means a percaved survival time without actually
affecting the course of the discase. Therefore, an ideal
screening test should be able to detect the discase at a
very carly stage or, much better, before it begins, Le.. to
detect people who are at an increased risk of developing
the discase. what would be more in lmne with
prevention. The search for new more cost-effective,
more likely to be accepted by the public and casy to use
pre-screening and screening tools is therefore justified.
Based on known evidence that intestinal mucosal
permeability increases with CRC (8) (9) (10), as well as
onlhclheoryofﬁeldmogmwchypodmu
that REBIS could be used for CRC pre-screening or
screening and a good candidate to fulfill the above

mentioned requirements.

Among the different studies that have been dedicated to
the detection of “ficld effect” in the colon. those by the
research group lead by Roy & Backman (11) are among
the most prominent. They have explored the use of
different optical techniques, especially what they call
low-coheremce  enhanced  backscatterng  (LEBS)
spectroscopy “...in order to detect the presemce of
adenomas throughout the colon via optical inerrogation
of the rectal mucosa...” (12). For the presence of
advanced adenomas, they have reported. an overall
accuracy of 89.5% with in vivo readings taken from 619
patients.

In this paper, we propose that rectal measurements in
the rectum with the technique known as rectal electrical
bioimpedance spectroscopy (REBIS) could be useful
for detecting carly changes i the rectal mwucosa
associated with field effect carcinogenesis of the colon.
Changes as increases/decreases in  the macrobial
population; thickness, ultrastructure and composition of
the mucus layer: disruption of the paracelullar pathway
(distortion of the tight junctions and increased epithelial
permeability): and  all  those associated with
inflammation. may will alter the passive electrical
properties of the intestinal wall. EBIS s a very safe,
casy to use and low cost technigue that has been used to
explore carly diagnosis of cancer in different organs
such as cervix (13), esophagus (14). skin (15) and
bladder (16) (17). A couple of years ago. the British
firm Zilico has launched a device called ZedScan®, as
an adjunct to colposcopy to help in carly detection of
cervical cancer (18).

EBIS is based on the imjection of a small electrical
current (40 pA in our study) at differemt frequencies,

and the measurement of the real part of the electrical
resistance associated to this interogation of the tissue.
Although most of the studies published with this
technique only consider the real part, especially at low
frequencies (typically around 10 kHz), we decided to
obtain the four parameters of the Cole-Cole model by
inverse modelling, using the algorithm proposed by
Miranda-Mercado & Lopez-Rivera (19). If electrical
resistivity is being using, these four parameters are:
resistivity at frequency cero (pg). resistivity at infinite
frequency (px), a time constant called 20 (1) and an
exponential parameter called 1 - alpha (1 - alpha).

For this in vive application, we used a manimally
invasive 5.5 mm diameter metallic probe previously
developed in Sheffield for research on cervical cancer.
We hypothesize that, under the umbrella concept of
ficld cancerization, the small ultrastructural changes
reported in the literature for premalignant lesions, must
change the clectnical impedance propricties of the
rectum. REBIS should be sensitive to such changes and
eventually could differentiate between rectal mucosa
not presenting them from rectal mucosa with them, even
if the tissue may be classified as normal either
histologically or by macroscopic appearance under
direct or endoscopic visualization. The main aim of this
study was to provide initial evidence to support this
hypothesis, as a proof of principle.

Materials and methods

A Subjects

This cross-sectional study was approved by the
Institutional Ethical Review Board at Universidad de
Caldas, Manizales, Colombia, South America. Patients
were eligible for recruitment mto the study if they were
already scheduled for diagnostic colonoscopy screening
or surveillance as recommended by their general
practiioner or gastroenterologist.  Volunteers were
recruited among  patients  semt  for  diagnostic
colonoscopy to “Unson de Cirujanos SAS™ at Clinica La
Presentacion in Manizales, Caldas, Colombia, South-
America, between December 2014 and February 2015.
All measurements were acquired through the point-of-
care instrument  Shefficdd-Mark3-Multi-Frequency-
Tisswe-Impedance-Meter (assembled by the Department
of Medical Physics at the Royal Hallamshire Hospital,
in Sheffield-UK). Before colonoscopy, the 5.5-mm
diameter EIS probe (figure 1) was introduced into the
rectal vault via an anoscope.
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Figure 1. Tip of the 5.5 mm probe used.
(Photosranh bv JCMG).

The colorectal surgeon mvol\!d n tbc study (EMV)
then took 4 readi from |} ified as 0000,
03:00, 06:00 and '09:00 hours within the rectum (sce
figure 2), applying gentle contact 1o the tissue surface.

Each s dod the imped di at 8
different fn.vqumcls (from 4.8 up to 6144 k}lx) and
took less than 10 seconds. The entire procedure from
probe insertion to extraction typically took less than 1-2
minutes. At the time of data acquisition, the colorectal
surgeon was blinded to the col py findings. After
the were the surgeon gave
place o the endoscopast in order to carry out the
procedure. Data aml)'su was paformed in post-
processing b) the investig s. For iag; )

were classified mto five gories
accordlng to the findings during colonoscopy: normal
(no apparent lesion, n=38), polyps (n=I8),
diverticulosas (n=8)L colitis (n=6, 1 collagenous, 1
disuse. 4 ulcerative) and cancer (n=7. | in the anus, 3 in
the colon, 3 in the rectum).

B. Electrical Bio-I d and

Using the same equipment as Brown ef af (20)(13) and
Gonzalez ef al (14) and with the same type of pencil-
probe used on the cervix, an electrical curn:n of 40 pA
peak-to-peak at B differemt freg ics was d
between two adjacent clectrodes. The probe had a
daameter of 5.5 mm with four gold electrodes (1 mm
diameter cach) equally spaced on a circle of radius 1.65
mm and mounted flush with the face of the probe. The 8
frequencies used went from 4.8 kHz to 614.4 kHz, each
frequency bcmgﬂtcdtmbleofdlepmnousm Tbe
real part of the lting p

between the two i ) o xld the i
luvedmw:scalcul&cdnd\emmofdlemmd
P | to the amplitude of the imposed current. Raw
data was comverted mto resistivity using conversion
factors ob d from calibration or the equip and
probe with saline solutions of kmown conductivities.
Electrical readings were taken prior to colonoscopy by
the colorectal surgeom participating in the project
(EMV). With the patient in foetal position and after
lubrication of the anus, a dssposable anoscope was

gently introduced. T‘he surgeon proceeded then to take

at p » 00-00 (posterior, i.e. maddle
line immediately below the coccyx), 03:00 (right
lateral), 06:00 (antersor). and 09200 (left kateral) (see
figure 2).

Right Side

0000

Figure 2. Posit where dings were taken (view
from the back). See text for more details. (Drawing by
JCMG)

To obtamn the four par of the Cole-Cole model
(o, px. rand | - a), the algorithm by Miranda-Mercado
& Lopez-Rivera (2008) was used. Parameters were
individually conpamd to all others as well as grouped
in three different ways™ a) cancer against the rest of the
groups, and b) norm-l against the n.-st oflhe groups and
c) five different diagr Ives.

.

C Data Analysis:

For data analysis, the IBM® SPSS™ Statistics 2013 was
used. A onc-way ANOVA with repeated measures on
one factor was used to assess the statistical sagnificance
of the differences between the parameters on the
differemt pomts, and between data of the five groups of
patients (cancer, colitis, diverticulosis, polyps and
normal). When there was a P value < 0.05, the Fisher's
Least Significant Difference (L.SD) test was performed
as a post hoc analysis, n order to specify where the
differences were.

D. Results

Seventy seven pati were ited into the study
after provading written informed consent. Mean and
standard deviation of ages by gender are given in table
1.
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Gender " Mean age (SD) - N ™ Ty
T e 5]
Femalc 57 S0.0(15.6) Norma - . -
- .
Male 20 51.5(15.8) i s § et 1]
(1= awm 1200804 am
Total 77 50.4(15.8) W ® T 3 i)
[ ———
= am 11 0000a amn
Table 1. Gender and ages of the volunteers 3] R T 3]
[
The parameters obtained with all readings at the four om @ | aema | om
different points (table 2) were compared among them. _— = w T 2
n s e e
Site | pelf2) oo |£2) rls) 1-alpha ) 80 T i
N v
nm e Mooees an
53 12 00006 | 022 .
000 — e il Q000043 [}
(1.2) (0.6) (0.00005) (0.17) 12 as 1000048 ny
Tabde 3. Mass (S0) of Cole-Cale pursmaes by e of Sagnoss. Sov tox: for mone et
5.2 13 0.00005 0.23
3:00
(1.0) (0.6) (0.00005) (0.15) ™ N
51 I 0.00005 0.20 e P |
600 Cancer va p-cancer 0 | 4158 027 | 04l
(1.1 (0.3) (0.00005) (0.08)
Normal va. dacase 0845 | G088 0000 | 0972
5.5 ; 00007 2 } |
o0 1.3 0.0000 0.20 5 4
(1.2) (0.5) (0.00005) (0.11) pormal 0005 | 2255 | 0008 | 0.951
Table 2. Mecan (SD) of Cole-Cole parameters by site of Table & 7 valees fior the of the Cale-Cole p ¥y type of dagnoss.

measurement.

The ANOVA gave a P value = 0.00 for the parameter .
and the Fisher's test showed that the mean value of the
point identified in this study with 0900 (see figure 2),
has a statistically different value when compared to the
other three pomnts (00:00, 03:00 and 06:00). No
differences were found between the means of the other
three parameters.

In addition, the means of the parameters of the Cole-
Cole model (table 3) for the five sub groups of
vol showed statistically significant differences in
 in the three different groupings proposed in this study
(2. cancer versus non-cancer, b. normal versus discase,
c. all five subgroups against cach other), and a
difference in t when comparing normal versus discase,
as well as comparing the subgroups formed by the five
different endoscopic diagnoses (table 4). The post-hoc
analysis with the Fisher's text showed that, for ps (P
value = 0.002), the group with cancer is different from
those with either colitis (P = 0.007), normal (P = 0.007)
or polyps (P = 0.042). For r. the group with
diverticulosis is different from those with either colitis
(P = 0.029) or normal (P = 0.023).

Impedance spectra, calculated from the Cole-Cole
parameters obtained in this study, for the group of
patients diagnosed as “Normal™ (no apparent discase)
and the group daagnosed with cancer. both afier
colonoscopy, are shown as figure 3. It can be seen that
at very low frequencies (down from about 10 kHz). the

profiles of the two groups diverge.
w
e
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E. Discussion

To our best knowledge, this is the first time that in vive
measurements of the passive electrical response of
rectal mucosa in humans s reported. For instance, a
search in PubMed with the search strategy "Electrc
Impedance”[Mesh] AND "Colonic Neoplasms"[Mesh],
gives only a few items, most of them done in vitro and
cither with cells or resected tisswe. This study was
carried out in order to explore the feasibility of what we
call REBIS for its possible future use as a screening tool
for CRC. This proposal was based both en the published
Iterature  that shows an increased transepithelial
permeability, leading to a decrease of its electrical
impedance (8)(9) (10), associated with the development
of cancer, as well as concept of field carcinogenesis
21).

CRC has a long period of incubation, in which carly
changes in the pathway to overt discase are not evident
to the usual screening or diagnostic tools available.
These changes are m line with the concept of field
carcinogenesis, as well as with what could be
considered as an emerging paradigm of discase
development. The concept of “field effect m cancer™,
also kmown as “field carcinogenesis™, “cancer field
effect”, “fiekd defect™ or “field cancerization™ among
others (see, for instance, Lochhead ef al 2015) (21), was
proposed by Slaughter and colleagues in 1953 (22). The
main idea behind this concep, is that cancer arises from
an arca of an organ that has been preconditioned by a
“...process of irreversible change toward cancer...”,
and therefore, it would explain the mubtifocal ongmn of
many lesions and their horizontal coalescence, as well
as the recurrence or persistence of cancer after therapy
(22). This pioneering work focused on cancer arising in
oral stratified squamous epithelium, but the concept has
been extended practically to all organs of the human
body, the colon and rectum among them (21). It =
noteworthy to point out that as carly as 1983, Traynor ef
al (23) had invoked the idea of “field change™ in
relation to CRC. At present, # s accepted that
“...molecular alterations can be present even in
microscopically-normal tisswe...” (21). These authors
have proposed an extension of the ongmal concept to
one of “etiologic field effect”, “Defined by presence of
etiologic exposures and their influence on tissue
microenvironment...”, which s “.._Not restricted by
anatomic boundaries and may involve mubtiple
anatomic sites”. They also suggest the possibility of a
“whole body field effect”™.

As many other chronic discases, CRC may follow the
pathophysiological pathway that s now emerging as a
new paradigm in the medical science. as probably first
described by Cani ef al (24) for metabolic discases in
experimental rats. This pathway involves the following
sequence: 1) high fat feeding =2) change in gut flora
-23) increased intestinal permeability =>4) increased
endotoxemia=>5) inflammation  26) metabolic

disorders. To this paradigm. we would have, though, 1o
add the disruption of the colonic mucus layer between
steps 2) and 3). and bacterial traslocation between steps
4) and 5), simultancously with “increased endotoxemia
*. For CRC, we would have, then: 1) unhealthy dict
(rich in fat and red meat and low in fibre, (25) 32)
dysbiosis (alteration in the mtio of “harmful™ and
“beneficial” commensal bacteria) (26) =3) alteration in
the mucus layer (27) (23) 4) disruption of the tight
junctions (Wang ef al 2011) with increased intestinal
pcnncd:illty (10) =5) metabolic endotoxemia +
bacterial translocation = 6) inflammation (25)= CRC.

The first finding of this study scems to show that
readings taken on the site identified in this study as
09:00, differ in the parameter v from the other three
sites. We do not have an explanation for this, but the
fact that this site is in the same side on which the person
lies (hisher left side) could influence this result
Nevertheless, the parameter Re does not differ among
the four sites. More mteresting is the finding that the
parameter Ry scems to be able to separate different
groups, as those established in this study. Cancer is
scparated.  both  collectively from all those not
presenting cancer, as well as mdividually from colitss,
polyps and normal. For the 1 parameter, is scparates
normal from discase, as well as diverticulosis from
colitis (P = 0.029) and from normal (P = 0.023). In both
cases this parameter has a lower value for diverticulosss.

F. Conclusions

The initial findings of this study can be considered as
very encouraging, making valuable further rescarch on
the subject. A larger study would be needed in order 10
corroborate these initial results. Another point to be
considered would be to try different probe sizes, as it s
known that electrode separation influences the depth of
penetration of the injected electrical current (28) (29).
This means that different probe sizes could be useful in
order to investigate different substructures of the rectal
wall.
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Abstract

The hypothesis being advanced in this paper is that
there s a2 new medical paradigm emerging from the
biomedical research carried out in this century. mainly
due to the explosion of the so called “omics™ and
associated techniques. The main sdea is that there is a
common pathway from wellbeing and health to chronic
disease (“chonopathy™) and even to death, which
comprises following steps: 1) unbealthy diet,
sedentarism and permanent exposition to xenobsotis and
all kinds of noxious stimuli, <-32) intestinal
dysbiosis;23) alteration of the intestinal mucus layer
(especially that of the colon) =4) disruption of the
endothelial tight junctions -5) metabolic endotoxemaa
+ bacterial translocation —26) inflammation 2 7)
exacerbation of the enteric nervous system (ENS) and
consequent maladaptation and malfunctioning of the
colon > B) epigenctic manifestations 2> 9)
“chronopathy™ and premature death. Therefore, i order
to maintain a good health or to improve or even reverse
chronic di inap the main outcome to look
for s an homeostatic balance of the intestinal
microbsota (cubiosis), most of which is located m the
colon. Lynn Margulis was one of the main scientists to
highlight the importance of the role played by bacteria
not only in the origin of all biological species now
present on carth, but also on thewr role in global
homeostasis. Bacteria do not rely on other living beings
for their existence, while the katter depend completely
on the former. Humans are mo exemption, and new
evidence emerges cach day about the pivotal role of
intestinal microbiota in human health, discase and, in
general, in its wellbeing. The following facts about
intestinal microbiota are nowadays generally accepted:
there are about 10 times more bacteria in the gut than
human cells in every human being: the microbsoma is

about 100-150 times bigger that the human genome, and
there is a clear link between mtestinal microbsota and
many of the most common chronic discases, from
obesity and diabetes to depression and Parkinson
discase and different kinds of cancer. The main
implication of this theory is that we shoulkd become a
sort of microbsota farmers, that is, we ought to be more
conscious of our mtestinal microbiota, take care of ot
and monitor it permanently. Thus, as part of our good
life habits (healthy cating, physical exercise), we should
probably undergo periodic seasons of fasting and colon
cleansing. as it was common in older times.

INTRODUCTION

About two and half millennia ago. Hippocrates, who is
considered the father of Western medicine. is credited
with having stated, that “all discases begin in the gut™.
To a good extent, science of the twenty first century s
proving him right. The physical and functional
condition of any living being is the result of its dynamic
interaction with its closer environment. In our case, we,
human beings, have as our closer environment the
planct. named Gaia after the theory of James Lovelock
(1). Between what we would call “ourselves™ and that
environment, we find the intestinal microbiota, and
more specifically, the colonsic microbiota, as an active
and, it scems, to a good extent. determinant mterface
between these two worlds, which not only reflects but
also modulate that interaction. The influence of the
environment on the microbiota is determined, in first
place. by the quantity and quality of physical and
chemical agents that, directly on Indirectly, act upon It
like electromagnetic radiations (light and cosmic, as
well as gamma and X rays), temperature,
humidity, water, air, nutricnts, drugs and all kind
of xcnobiotics and contaminants. The cffect of
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this intcraction between  environment  and
microbiota, is firstly manifest in the composition
of this microbiota, which, subscquently. wall
produce changes in its near as well as in far from
the colon structures of the human body. In figure
1, we highlight the main components of those near
structures present in the colonic wall: mucus
layer, mucosa, submucosa, muscular propia and
scrosa, with some of their most prominent
corresponding substructures.

Luminal, external or
“loose” layer

MUCUS BILAYER

Epithelium with tight
junctions and
desmosomes

MUCOsA

Lamina orooria

Lymphatic nodes

SUB-MUCOSA

Blood vessels

internal or circular

MUSCULAR PROPIA

Mienteric (Auerbach’s)
plexus

External or longitudinal

Serosa

The role not only of the colon as an organ, but of cach
of the structures and substructures of its wall, are far
from being completely understood and only very
recently they have capture the attentions of many
scientists around the world (2). Based on this, we
propose a common pathway for chroaic non

communicable discases (CNCDs) as shown in figure 2.

Figure 1.Main structures and sub-structures of the colon wall.
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Bad life style (habits) as a health risk. > “Junk” food, poor mastication, diet rich In refined carbohydrates (especially
susar and wheat flour), sed 1sm, tab Icoholism,
stress, abuse of antibiotics, low intake of: water, dietary fiber, fruits,
bles, oo and prob
v
Dysb of the | mic Altered microblota composition (dysbiosis) with decreased blodiversity, (less
—> e

bacter bacill and 1a), and Increase of firmicutes,

1 coliforms and clostridia. Metabolic alteration of the holoblont.
Disruption of the Intestinal mucus layer.
—» Alterations In its thickness, composition and structure, with presence of
‘ diverse blological markers.
Increased Intestinal permeability. N
Tight Junction disruption of the Intestinal epithellum
ak
Endotoxermia and microbilal > N N o
translocation. of varides (LPS) In blood.
- Jv' - Chronic low grade Inflammation (difuse, generalized and subclinic).
Meta-inflammation Augmented fecal calprotectine and C-reactive protein|{CRP).
E shmtion of the enters] nervous Cross-talk between gut and brain (the “gut-brain axis”); Intestinal, mental,
system (ENS) or our “second brain” neurologic and neuropsychiatric problems. Colonic muscle adaptation
2 and alt of colon > (muscle plasticity) and malfunctioning (“occult reflex”).
functioning.
Different organs are affected, according to individual susceptibility. Field
Individual genetic and eplgenetic - cancerization.
predisposition.
CNCDs of different types: overweight, ob diab bol
syndrome, high blood pressure, fibromyalgia, dyslipidemia,
| reflux d c irritable colon, anxiety,

Chronopathy. |

dqwesslor\. autism, Parkinson, Alzheimer, cancer (espedially colorectal
cancer -CRC), between the most common and among many others.

Figure 2. The de of chromopathy or  general
physiopathology in the apy and pery ion of
OCNCDs, with some of the most prominent
<h istics and manif i in each of the steps.

This pathway complements some of!be n.vecu
proposed by (3) for the boli |

in rats by this group. The sequence dley plopoud asa

hypothesis on bacterial induced di was:
l)lugh fa ﬁ:cdlng ->2) change in gut flora -)3)
bility 24)i
d =>5)infl ion 6) boli
disorders.

In our model, we add the following aspects:

a) Disruption of the colomic mucus layer

between steps 2) and 3

b) Bacterial traslocation between steps 4) and 5).
simultancously with “increased
endotoxemsa™;

c) E rbation of the nervous system
(ENS). also known as “our second brain™;
d) Maladaptation and ab | resp of the

nuallsu: tissue like the “occult reflex™.

For ONCDs in general, we will then have: 1) unhealthy
diet (rich in fat and red meat and low m fiber, (4), low
amount of or lack of exercise (sedentarism) (5). over
emotional stress (6), and permanent exposition to
xenobiotis and all kinds of noxious stimuli (7). =2 2)
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dysbiosss (alteration in the ratio of “harmful” and
“beneficial” commensal bacteria, (8): = 3) alteration of
the mucus layer (9) (10) = 4) disruption of the tight
junctions (11) with increased mtestinal permeabality
(12) 2 5) metabolic endotoxemia + bacterial
transbocation (13) 2 6) inflammation (4) also termed
“meta-inflammation™ (14) or “low grade inflammation
(15) = 7) Exacerbation of the enteric nervous system
(ENS) and and malfunctioning of the
colon (16x = B) individual genetic and epigenctic
predisposition (17) 2 9) CNCDs or “chronopathy™.
(Note: the term “chronopathy” does not exist in the
medical vocabulary but we would like 10 use it to
design the conditon of bang chronically ill. and
“chronopath™ to design a person being chronically ill).

THE HYPOTHESIS

Our hypothesis, as stated in the title, is that the colon,
including its associated microbiota as an integral part of
it, s the key to wellness, health and discase. This
implies not only that we should consciously take care of
it”, but also to monitor it permanently. Detection of
carly perturbations of colon homeostasis could be used
as a screening of pre-screening tool in the carly
detection mot only of colorectal cancer, but of many
other NCCDs. Reliable and cost effective biomarkers
for the status of microbiota composition, mucus layer
quality, intestinal permeability and metainflammation
should be searched for and could have a huge impact on
public health. Determination of passive electrical
properties of the colon wall is a good candidate for such
perpose.

In comjunction with this, low nsk and low cost
interventions to restore an altered colon homeostasis
could also be uscful. So far, the literature has
emphasized diet and pbynal activity mod:ﬁcaxom as
well as the use of prebi and p As an
addition to this, we ‘\mld advocate fa’ regular colon
cleansing procedures, including short fasting periods,
with the use of hydrotherapy and activated clays, as
humanity has done since the carly times® and still do at
present worldwide (see, for instance, (18).

7In relation to “take care of the colon”, we believe that
we all should become a kind of “microcultors™, in that
the we ought 1o maintain or restore an equilibrated
intestinal microbiota.

*In this context, and in addition to the afore mentioned
Hypocratic aphorism that “all discases begin in the gut™,
we also ought to recall assertions like those of Huan Ti,
the father of Chinese medicine, also known as the
Yellow Emperor, when he states that “One should
criticize and correct the faults in the patient’s mode of
life; one should restore their bodies and open the anus
so that the bowels can be cleansed, and so that the

EVALUATION OF THE HYPOTHESISIDEA
Bad life habits as risk factors

Epsdemiology has proven that most CNCDs have some
common risk factors and that they are preventable (19).
(20) and (21) refer 0 “... man-made emvironments,
their byproducts and/or lifestvles encouraged by these,
some of which may be detrimental to human health™ as
“antropogens”™ and it s comsidered that 4 of them
(tabaquism. alcoholism, poor diet and sedentarism) can
explain the majority of deaths produced by a group of
four types of discases: cardiovascular diseases, cancer,
chmmc pdmon-'y discases and daabetes (22).
Th hould be focused on prevention
introducing changes in lifestyle in an alliance between
the public and private sector (19), (23), given the low
curability of NCCDs by medical interventions (24),
(23).

Intestinal microbiota dishiosis

It is estimated that about 70%% of human microbiota is
located in the gut (25) and, of this, 95% is found in the
colon (26). Its role is considered to be not only crucial
for mammal metabolism, but some authors actually
think (or, at least, they speculate) that the main role of
mammals in Gaia is to provide them with an anacrobic
environment (see, for mstance, James Lovelock 2000,
Chap. 7, “Gaia and man: the problem of polution™, p.
102). According to this author. this theory was first
proposed by Lynn Margulis (1938.2011). In any case.
there is a close relationship between the metabolism of
the host and that of its microbiota and it has been
demonstrated that most of the metabolites in the blood
depend on the latter for their synthesis even if they are
later modified by the host (26) (27). This is why some
authors coined the term “holobiont™ for the combi

of both genomas (human and microbial), indicating that
bacteria do not depend of other living beings, while
these could mot exist without them (28).To a good
extent and thanks to the advances in novel molecular
techniques since the end of the last century, especially
culture-independent  methods  to  chamacterize  gut
microbial communities, it is being increasingly
demonstrated  the crucial role of the intestmal
microbiota in the health and wellness conditions of
humans, as well as i the physiopathology of CNCDs

secretions come at the proper time..." (Book 4, section
14, p. 153, in “The Yellow Emperor's Classic of
Internal Medicine”. translated by Ilza Veith). Also
Herodot, the father of History, tell us how the
Egyptians, in those times, “.__practice the following
way of life. For three consecutive days i every month
they purge themselves, pursuing bealth by means of
emetics and drenches: for they think that it is from the
food they eat that all sicknesses come to men. Even
without this, the Egyptians are the healthiest of all men,
next to the Libyans (Book 2, section 77, p. 118, The
Histories).
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(24), (29). (30). At present, following facts related to
intestinal microbiota are almost universally accepted:

a Each mdividual hosts about 90 trillion
bacteria while their own cells are only about
10 trillion, existing, therefore, a relation of 9
bacteria per each human cell (31), most of
them found in the colon;

b. The gemome of our mtestinal microbiota
(some call this the microbiome) can be
considered as “our second genome™ (29) and
is about 100-150 times larger than our
“human genome”, existing between 1000 and
1200 different species (32):

c. Bacteria make more than 99% of all micro-
organisms in our microbiota, with a minimal
participation of archaca and fungi (32):

d. The most prevalent operational taxonomic
units (OTUs) in the intestinal microbiota are
firmicutes and bacteroidetes, with a smaller
participation of verrucomicrobsa,
actinobacteria, fusobacteria y cianobacteria
(31):

e Factors that modulate microbsota composition
along our lives are: way of delivery, quality of
carly feeding. consumption of antibsotics and
other medicaments, diet, physical
activity/inactivity, social aspects (for instance,
type of labor and degree of stress during it),
immediate environment (geographical
conditions, direct contact with nature), sex
and age, among others (29);

f. There are three kind of homeostatic functions
related to our microbiota: metabolic,
protective and trophic (29) (33);

In summary. increasing scientific evidence indicate that
the above mentioned risk factors produce an alteration
in the homeostatic equilibrium of the gut microbiota
(named as dysbiosis. in constrast 1o cubiosis, which
indicate a physiologic equilibrium). This altered
equilibrium has two main characteristics (3 1) reduction
of the microbiota biodiversity and changes in the
proportions or prevalence of some operational
taxonomic units (OTUs) at differemt levels, from
harmful increases in phylia (firmicutes, for instance) or
genera (as Clostridia and Escerchia), to decreases in
bacteroxdetes (at phylium level) or lactobacilli and
bifidobacteria (at genera level).

Disruption of the intestinal mucus layer

An carly consequence of dysbiosis is the disruption of
the mucus layer that covers the mtestinal wall, which, in
reality, is a bilayer: the outer (luminal) layer s the
natural habitat of the intestinal microbiota, and the inner
(epithelial) layer, which acts as a physicochemical
barmier 1o it (), (35). In the colon. this bilayer is
uniform, continuous and very thick (up to 830 um, as
measured m rats, (36), while in the small mtestine it is
discontinuous and thinner (about 120 pm in rats), only

partially covering the epithelium. so that nutrient
absorption can take place (36).

Human mucus is mainly made of a group of
glycoproteins known as mucins, named MUCs, plus a
sequential number to distinguish the 21 different types
of them so far identified (MUCI-MUC21). From them.
some are present in the mucus (for instance MUCSAC
in the stomach and MUC2 in the intestine), while some
others are cell membrane structural proteins (for
instance those supporting the glucocalix as MUCS,
MUCI2 and MUC 17, (35). Therefore, intestinal mucus
has different composition and structure along the
intestinal tract, according to the different roles of each
segment. Nevertheless, MUC2 is the most prominent
and more studied one, and it is considered as one of the
most complex proteins synthesized by the human body
(34). From the human intestinal mucus, that of the colon
has attired more attention and it is known that it is
formed of monomers with an approximate molecular
weight of 2.5 MDa. being 80°%6 glycans and 20%
proteins. This mucus layer, produced from secretions of
the Goblet or caliciform cells. has some amazing
properties as:

a As already mentioned. it is divided in two
layers: an extermal, luminal or “loose™ layer,
and an intermal, epithelial or “firm™ layer. This
division is marked by a clear line from which
the mner layer is transformed into the external
layer, a change mediated by a proteolytic

activity dependant on the host (35);

b. The “loose™ layer is easily removed. while the
“firm"” layer is not.

c. The internal layer is usually thinner than the

outer layer, measuring about 116+ 51 pm in
the colon of rats while only 15 £ 2 um in the
Jejunum (36)c

d. The external layer is both the habitat and a
partial source of energy for the bacteria, while
the internal layer is devoid of bacteria and, in
physiologic homeostatic conditions, constitute
a physical barrier that avoids the mvasion of
our organism by the microbiota (37)

e When the “firm™ layer becomes permeable to
bacteria, ecither by deficencies in  its
composition or structure, bacteria  and
different toxins (but, especially,
lipopolysaccharides or LPSs) come in contact
with the epithelial cells and mduce a
disruption of the tight junctions, causing an
increase in the intestinal permeability (38);

f. This increased permeability allow the further
penctration of bacteria and toxins, which
come in contact to the cells of our immune
system and of the enteric nervous system
(ENS) or our “second brain™ (38);

B The mucus layer maintains  high
concentrations of immunoglobulin A (IgA)
and lysoenzymes, acts as a neutralizer of free
radicals and also present some antigens to the
immune system (36);
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h. Mucus is permanently secreted, an effect that
is controlled by paracrine, hormonal and
nervous effects medisted by nitrous oxide

(NO), prostaglandinis and other
neurotransmitters and hormones (36)

i Its functional effects depends  on
various fa as its thickness and estability,
as well as its physical and chemical properties
(36).

Increased intestinal permeability

The next step in the physiopathology of chromopathy is
the increase in  intestinal  permeability due o
malfunctioning of the “tight junctions”™. This allows the
passage of LPSs and other toxins, as well as of bacteria
and possibly other microorganisms. In the epithelium
we find different types of cells with different functions
(35):

e stem cells. in charge of the permanent
epithelial tumover:

*  enterocytes, especially abundant in the small
intestine and responsible for the digestion and
subsequent absorption of nutrients, water and
clectrolytes. but which also produce some

antimicrosal peptides;

*  mucus secreting Globet cells, predominantly
in the colon;

e Pancth cells, which produce antibacterial
peptades and proteins:

e Tuft cells with secretory, absorptive and
reception  functions not  yet very well
established;

*  centeroendocrine  cells,  which  secrete
different types of hormones, with both
systemic and local effects, acting. in the latter
case, as local messengers or also acting upon
the ENS in omder to activate nervous

responses.

All these cells are kept together by three types of
structures or junctions: desmosome, adherent and tight.
Tight junction encircle the apscal part of most epithelial
cell, and are made of different types of proteins
(clM'mcs. ocludines, adhesion molecules  and

lulines) int: ing b them and, to a good
extent, regulating uxuc molecular and cellular traffic
through the paracellular pathway. Antimicrobial
peptades secreted by Pancth cells and by enterocytes
themselves, play a key role in the functioning and
modulations of these tight junctions. as well as in the
production of mucus (39).

The increase of intestinal permeability due to the
disruption of the tight junctions is well documented n
dlffcmltypeol'duuls.upccnllymummﬁ

2 as immune (40). These authors even
consader the theory that industrial addstives used in food
produce an increase in intestinal permeabality, and that
this would explain the growing prevalence of these type
of discases in modemn times, especially multiple

sclerosis, type | disbetes, intestinal inflaimmatory
discase, systemic lupus erythematous, primarybaliary
cirthosis, myasthenia gravis, autoimmune thyrosdatis,
hepatitis, rh id di celiac di and some
others. Among the most commonly used food additives
responsible for increasing mlesmal pu'n:ubllny are
sugar, salt.  organic mi
transglutaminase and n-lqumcls (40) Soler et al (12)
also studied how the development of colon cancer is
associated with increased tight junctional permeability.

Endetoxemia
The pt of end also known as “metabolic
s ~ ists in a docation of LPSs, with
ummonJnmntsbloodcmm LPSs
are a major component of the wall n gram negative
bacteria (13) and when, cither by bacterial lyses or by
dmmdrycmtbeepilndiumdueb
i intestinal p bility, they contact immune
system cells and ml\'ne toll like receptors, giving as a
consequence the beginning of an inflammatory respoase
with transcription of pro-inflammatory promoters (13).
In complicated cases, this can produce a sepsis or even
death by means of a septic shock. Two different
mechanisms are proposed for the absorption of LPSs:
chylomicron formation or through microfold cells. A fat
rich diet, obesity, diabetes and non-llcohoh: ﬁty llVﬂ’
stimulate LPSs ab ion. while prebs ics
and some antibiotics inhibit such lbuoqltm(ll).

Metainflammation

Described since the 1990s. metainflammation is, also
known m the scientific literature as “low grade systemic
inflammation” or “metabolic inflammation”, can be
described as a chronic low grade sy ic inflammation
that s diffuse. generalized and subclinical, originally
associated to obesity (21). It is “.._characterized by high
circulating levels of mflammatory cytokines and
increased  macrophage infiltration @ peripheral
tissues....", and “...does not involve loss of function of
the infiltrated tissue™ (14). This process originates in the
intestine and expands to the whole organism. mostly
affecting adipose tissue and the cardiovascular and
nervous systems, producing intestinal, cardsio metabolic
and cognitive problems (15). It is also associated with
the so called awtoimmune discases, but, most
importantly, it is considered that inflammation is
present in practically all CNCDs (21) and the common
pathway or soil of all them (41). The lack of sensible
and specific biomarkers is one of the causes that hinders
a better study and comsequent understanding of thas
amazing link between metainflammation and CNCDs
This has been pointed out in the position paper of the
Europe Workshop on “Low-grade inflammation a high
grade challenge: b rkers and modulati
strategies” organized by the | | Life Sciences
Institute (ILSI) in Granada, Spain, in 2013 (15).

Colon maladaptation and dysfunction
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TI:: colon. as any living structure, reacts with

o i stimuli, especially when they are
dlmn-c In the previous section, we have already
mentioned that inflammation in the colon s one of the
initial resp to microbial dysbsosis and that it
adopts the form of chronic low grade inflammation, also
known as “metainflammation”™. But the nervous system
and the muscle layers of the colon wall also participate
in the i to those > stimuli. Both structures
show a good degree of plasticity in this process of
adaptation. In the case of the nervous system, neural
plasticaty involves a diverse varicty of functional and
mcﬁuﬂchnps.mofﬂu:ncvtdeﬁmd\ecm
ganglia (42), infl for peristaltsc
movements (43) and secmbon functions (44). The
adnpnnm of smooth muscle is also evident in that
ong: of cytoskel fil and its
contractility respond to differemt muscle lengths (45).

Neverthel, Ithough adaptation is an Pt to deal
with the effect of noxious on the long term it
mbe:uumhnﬁlllh.lhdpﬁlln&dmrfae

ladag The q can be varied, going
from ¥ . passing through colitss, just
to mention only some of them.

In relati o infl b | disease (IBD), fw
mn-lce.dunsamthe bility and synap
properties of enteric newrons as well as neurochemical
content of some functional classes of enteric neurons
luw been dncumaned (16). In this coatext. these
£ the more prominent changes:

a) Alweration of the ber and hemical code
of enteric neurons;

b) Newral mediated changes in motility patterns:

<€) Defi in the 1 | of epathelial ¥y
responses in a great variety of stimuli;

d) Increased excitability of enteric neurons:

€) Alicrations in synaptic transmission of enteric

f) Neural changes distal from the local inflammation.

Measurement of m vitro neuro-muscular respoases to
clectric stimulati in pati with ul ve colitis
also suggest a selective hyperactivity of noa-adrenergic
innervation as well as of non-cholmergic inhibitory
innervation (46). Beyuld the wide functional Wlll

provided by ph icity of h the
conlrlcule ﬁmmon ofcells and nssua s surplnnsly
4 e and itive 1o 2 and

lnla|g|h-ldclulp(47).1'heneedofplastx‘
adaptation is obvious in the muscle of hollow organs,
what allows them great changes in volume (48)
suggesting that the number of contractile units varies
directly with the adaptation to muscular length (49).

In lats to several  maladaptive
rsponuslnvehea:alsodoﬂmled.a(so)

a) Decreased of ive & imal id
(VIP) and substance P:

b) Decrease in cholinergic innervations and an
increase m  non-adrenergic  non-cholinergic

inhibitory innervation:

c¢) Increase im nitric oxide and decrease in
neurotensang

d) Redu:ed number of wi“ neurons  and

ganglionsc
<) M)mlm: plexus hypoganglionosis;
1) of i itzal oelk of Cajal (1CC) and
d d ber of and'or enteric

glial cells:

= Al son in the thick of the le layers:

h) Possible changes in the fi i of telocytes.

In their article of 2007, Dickson et al (51) propose the
hypothesis of an = It reflex™ mediated by rel of
nuncoxuk(NOLainegmmnrofdwmtm
> a reflex that withdraws
of

motor u:nvny from the be. The p

intraluminal content can be iated to a signifi
increment in the colon length (52). In mormal
circumstances. the oocult reflex allows the
accumulation and storing of Ecd matter in the colon.
Typically, the colon el date the
content with only a slight c-wh dilation (53). The
“occult reflex” is probably deactivated after cating, as
Mamcmﬂplmlutmoflhcmm
cholinergsc motor y (gastro-
cobc reflex). It is sumsnd the emnenoc of specific

ive in the reflex vias
of pcmhlhc movements (54). Thas emmwn ‘vulcl
P the son of the longitudi
o e a ducts of colon clongation (51). In
pathological ci this reflex would persist
hronically and it id be related to ipati

Adaptive changes that can predispose to cancer will be
considered Iater, where we will consider the concept of

ficld carcinogenesis.

Microbiota-gut-brain axes modulation by enteric
microbiota and its mediation by the Enteric Nervous
System (ENS or our “second brain™)

The double way cross ion between i
and brain, called the “microbiota-gut-brain uis"(SS) is
medlucd by iﬂisull pathways and

bsochemical and endocrine (26)
On one side, it has to be taken in account that the ENS
can perform many of its functions in an autonomous
way. but #s functioning == normally dissplayed m a
permanent cross talk with the central nervous system
(CNS) as well as with the jocrine and i
¥ Both sympathetic as well as para-sympathetic
ways are present, comnecting the two main components
of the ENS (the mienteric and the submucosal plexus)
with the ONS. There are also clear connections with
immune system  cells. (26) describes three main
mechanisms  intervening in the microbiota-CNS
communication. which we bricfly describe mow:
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a) l—-—ologknlbo&ilemmlmmn
well as the adaptive Y nmvolv«l.ln
there is production of cytok

the fi fori
in response to the presence of LPSs, of which at is
estimated that there can be at least 1 g in the entire gut
of an adult human being, which presence ln the blood

testinal

can be produced by an & in
permeability):
b) Biochemical ba al  products of
bund: ially cphal, x bolites like D-

lactic Icld and ammonia. as well as short chain fany
acids (SCFA). especmally acetate, butyrate and
propionate. which, even if they have many beneficial
cﬂ'ects.unalnphy.dﬂnmnlmlem&e
s of disorders like

<) Neuroendocrime: Bacteria  can produce
hor and i and also respond to
them, affecting mtestinal motility and afferent
excitation to the brain Stress is also mentioned as
involved in gencralized changes = the intestinal
microbsota composition.

Gencetic/epigenctic factors and field cancerization

Although there exist single gene disorders. wh

“...the presence of a single i isbolh v

md’umnenl for discase 1o develop...

that “Di that most ,uﬂ'ect dults... are

tberulilﬁwnlmcouplex mterplay between
x and envi fa " (17). It scems now

to be clear that the role of the envi | infl

on the epigenome. not only during a specific period of

llfe. l!ul nlong the life span, is far more important in

e the p and develop of di
than the gen:nc code nself (56) (57).

The theory of field izati first & kated by
Slaughter ef al in 1953, is now generally accepted and
has boen observed in essemtially all solad cancers (58).
Field cancerization can be considered as the sum of a
variety of epigenctic changes that predispose part of an
organ. an organ, malti-organs or even the whole body of
an individual to the develog of (59). Thas

id lain the pr of both nous and
lneudtlonous lesson m the same mdividual (58). Field
cancerizationin the colon has been widely died.

is just showing that something s wrong within a person.
throwing himher into a chronic discase status
pathy™). which can derive in any other
condition (CNCD), depending on hisher gemetics.
personal  history and present  conditions  (like

(“ch

enve and ial milscu). These authors also
ider that “It Id be wrong to assume that chronic
discase d . should be sed singly™. We

llmou@lloraralmtbelduthlt.wlmhumg
someone with a ONCD, a punctual intervention is a
correct and sufficient 3 as, for = removing
a malignant As d by Lochhead ef al (59),
under the concept of ctiologic field effect, what we
ought to intervene n are the ctioclogic fields and. even
maore, the etiologic exposures (as part of the exposome),
rather than specific manifestations. This wold be valid
not only for cancer. but for the whole spectrum of
CNCDs. Chy pathy. then, should be idered and
treated as the specific manifestation m one mdividual of
the interaction between hisher genome and hisher
exposome (62).

EMPIRICAL DATA
Colon cleansing or microbiota recompesition

In this secﬁm. we would like loslbowmmepmlimin.ry
data obtained in the pr of impl = a leani

pmgnmnlheUmvuutyoanldu(UC}.whae
authonities have been concermed with the increasing

pmulmce of uverweign g its d specially
affecti the pul We have lmnimd
students since 1995 lnd i ap pre

of women with BMI = 25 oflbom 220% and a
prevalence of women vrlth percentage body fat (P4BF) 2
3127 of about 68%. We are, thercfore, designing a
leaning program that could be implement and offered to
the students. One of the investigators (CHGCO) in our
rescarch group is a PhD and medical doctor with a
master degree in Human Nutrition who has been
working in her private practice with overweight and
obese poople fotmotelhal 20 yenn. ln t.hls paspe:uve.
we are d a

= s

vhich is a binats oftheadndommedalm
. 1omieal as ded by the
WHO (63)lnd-|lll¢m-lwe treatment known as colon

tlltnpy(otcolnn‘,‘ py). The inclusion of the

especially by the group of Backman & Roy (60), who
have developed a biophotonic method for its carly
detection and, even more, for risk stratification.

Chrenopathy

Due to the scale of the obesi d
“globesity™ by some wthors)wl)dnsmeoflhemn
studied ONCDs and one of the first ones to which
“metainflammation™ was associated. Obesity has been
linked 10 a seres of other chronic conditions but, as
stated by Egger & Dixoa (21), rather than bang
consadered as a cause. it should be taken more as a
“canary in the mineshafi”. The idea is. then, that obesaty

ve thod i1s motivated by the experience with
it gained by her of the auth (CAGC). who has

treated more than 400 (four hundred) people i the last
lO(tul)yumw‘hcxcellenﬂ results m terms of patient

adhesion and as well as acute weight loss
(data not published).
The prop d p 1 x of: a) physcal
conditionang (10 cks of daily 2 kasting 30 man
cach, Monday to S jay): b) educational and
motivational rkshops (total duration of 24 h in 12 2-
bourmwuhlhelhams emotions and dset. self-
Ithy *r-ld ise and health), c) 7-
day colon cl b d on the

developedbyVEnrllmnmlheUSrmmdeO)m
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1 d £

ago Ib.ﬂ. < ing of: ag. dasly

of -llomhe (MMT) and psvﬂtum
(PSY ). and 1 or 2 colonic irrigations: d) individual diet,
physical activity adjustment, and psychological advise,
<) group support. and f) ded daily ¢ ption of
psyllium (10 g). moatmorillonste (10 g) and probiotics
for 3 months.

In the world of altermative medicine. MMT it is widely
used as a detoxificant. Its safety for short term and
prolonged oral use is documented (65). (66). PSY is
thought 10 complement the action of MMT by forming a
gel and helping to pull out the organsc matter detached
from the intestinal wall by the clay. Its consumption is
consadered to be save and it has been used for many
years in the treatment of different gastro-intestinal
discases and complains like constipation, diarthoea,
irmtable bowel syndrome, inflammatory bowel discase-
ulcerative colitis (Crohn’s discase). coloa cancer,
dsab. and dyslipid (67) (68) (69KTOKTI). and
it is also mentioned as a weight loss agent (72).
Nevertheless, its most common use is as a kaxative,
although. recemtly, there scems to be an increased
interest in its use as an adjunct to dictary therapy in
lipad lowering treatments (73). The htm aul}m
developed dose and time depend regr n

for its total cholesterol (TC) and low-density lipoprotein
(LDL) lowering effect.

In this report, we give some data obumcd in the phasc

of designing and impl the
specnﬁcallv the colon lhcnlprv. and is bascd on
v lts obtained with two small samples of

‘ ﬁ:mal: patients cach. This study was conducted
acC ng 1o the guideli laid down in the Declaration
ofllclsinki and all procedures involving buman subjects
were approved by the Institutional Ethscs Committee of
the University of Caldas and we obtained written
informed consent from all particip Vol s were
examined the day befi be g of the tr

(day 0). one day after ﬁmshmg it (day 8) and a month
later (day 38).

With the first group of volunteers (Group 1), we used
the Amerncan products sold by Vit-Ra-Tox (74), but,
because. from the initial expersence with these products,
we know that the complete daily doses recommended
by the manufacturer produce a strong sensatson of
fullness, we dad not use the full suggested quantities. In
this group. each patient had two daily Colemas® (colon
irmgation with about 20 | warm water, as recommended
by Colema Boards of California-USA (2009) and the
cleansing treatment was sclf-administered at home by
the volunteers, who were recrusted among frsends and
relatives. Except for a daily portion of papaya
(approximately 150 g) and about 1.5 1 water, they were
asked mot to comsume anything clse apart from the
provided supplements. After the colonic hydrotherapy,
patients retumed to their usual dscts and no further
intervention was carried out. The total dasly prescription
of the Vit-Rat-Tox products for cach patient was:
Colloidal Bemtonste (mc illomite) 6 P

Psyllium 4 ¥ Gr life ® 6 @bl Beet Juice
4 tablets. Vitamin C 4 tablets, Calphonite | tablesp

and Wheat Germ Oil 4 capsules. Doses from other
products purchased from local stores were: apple juice
vinegar 5 tablespoons. honey 5 tablespoons, Vitamin B
Complex (Natural Systems Miami-FL. USA) 4 tablets:
cod liver oil 4 capsules. The estimated composstion of
the daily diet during the cleansing intervention is given
in table 1.

Table 1. Esti d iti
during the cleansing mlentn‘m

of the daily diet

Calories AMId! 2.8
JTotal carbohydrate = B6
Sugars = 1.5
Total fat [ 3 320
Saturatedfat I3 4.0
Monounsaturated fat = 5.0 |
Polyunsaturatedfat 3 4.0
Total protein 3 1.5
Vitaman A |19 170000
Biotin mcs 400.0
Folicacid meg 1700.0
Niacin mg 1.5
Panthotenicacid meg 40.0
Vitamin B1 mg 400
Vitaman B2 mg 400
Vi an B6 mg 48.0
Vitaman B12 mcg 100.0
Vitaman C me 530.7
Vitaman D mog 1600.0
Vitaman E |19) 28.0
Vitaman K mcg 4.0
Calcium mg 3240
Iron mg 7.0
Mcsium mg 500
Mancanese mg 0.3
[ Phosphorus me 2520 |
Potassium mg 1240
Sodmum mg 240
Sulfur me 4.0
Fibre !masd\mlliumj = 223
Water 1700.0
The colon cl ing pr | ch the climinati

of a ropy material, probably conslstmg of the bulking
agents (montmocillonite and psyllium), water and
organic material led in the pati intestines. It
looks very different from faccal matter and has a sui
generis odour. This material was recovered through a
sieve placed below the Colema ® board and weighted.
With this procedure. it is also possible 10 recover good
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quantities of intestinal mucus, that can be used for its

proteomic analysis, as we have reported in 2014 (75).

With the second group of volunteers (Group 2), we
modified the protocol in that we used similar products
and quantitics as with the first group. but they were over

Table 2. Subject characteristics and results. For cach
variable, the upper data correspond to Group | and the

lower data correspond to Group 2

the

(1) Day 0 was the day before treatment. Except
for blood lipids, where there are only one value per
box with data from the second group, the upper
value in each box corresponds to group | and the
lower value to group 2.

(2) Measured by skin folds as recommended by
Dumin and Womersley (1974)with a Skindex |
calliper,

(3) Measured with a Hamar Bascline Hydraulic
Hand Dynamometer,

(4) Throughout the 7-day program

counter products sold in local supermarkets and

natural product stores, and the volunteers had only daily

Day 0'" Day & Day 38
Variables Avera
Units | Average sSD Average sSD -3 SD
Age years 364 14,0 -
252 4.9
Height 158.1 53 —
cm 160.2 6.9
58
Body weight 538 5.0 50,2 5.1 52,2 10,
k= 665 10.2 63.1 9.8 65.6 Bl
; 16 07 1.6 0.6
Body weight loss e | | 15 0.9 1.0 0.5
o v . > . 1 y . N &
BodyMasstndex@yn | M8 | So5) 9| 5% | a3 | 33w
0.0
5
Waist/hip ratie (WHR) | 0.07 0.76 0,05 0.76 0.0
,,,,,, 0.05 0.77 0.05 0.80 5
%% Body fat by skin folds (SF) 64 323 T4 324 6.6
(%BF) ¥ Y 1.4 36.0 2.1 358 1.7
49 164 52 17,1 49
Body fat (BF) kg 4.5 228 45 236 | a6
16,
- ™ 4
¥ of muscular strength 1080 | 169 15.8 1058 | 14,
Ve 983 10.2 11.5 101.2 1
Eliminated material @ | | | 10705 -
g 8592
3
Total weight loss w | | T :\: ::: ::,:
2 B
Total fat loss (SF) - 7 SR I
mg/dl 52,
TC 2184 46,9 193.8 48.8 243.6 2
mg/dl 12,
HDL 474 9.3 50.2 11.5 59.0 9
mg/dl 45,
LDL 158.0 56.0 ]25 45.6 164.0 El
VLDL mg dl 242 11.6 18.2 7.2 20.6 4.0
me dl 20,
Triglycerides 121.4 57.1 90.6 348 103.0 6
,,,,,, 0.5
LDIL/HDL ratie 3.33 1.34 2,50 1.28 2,78 8
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Cok ¥ administered in our lab y- In this group,
wealsotuﬂsmedpm-ndpml-umblood lipids
and were ited by the Health Service
among university students. Basic data from the two
groups of patsents as well as some of the results

obtamed with both of them are given in able 2.

Volunteers in Group | were older than those in Group 2
and their average body mass index (BMI) and wasst to
height ratio (WHR) were in the normal ranges, although
2%BF was slightly higher than the recommended value
(32%). The average BMI of the second group was in the
overweight range with the "GBF also showing some
degree of hyper adiposity. WHR was slightly higher
although still in the accepted value for (0.8).

meilemdlmwemnyﬂm.galenlly

the ined with both groups are very
similar. "What we see here is that, immediately afier the
treatment, there is an overall average weight loss of
about 3.5 kg (5.6% of mital body weight for the first
group and 5.3% for the second group, with roughly half
of that Joss represented by body fat reduction in both
groups). This is reflected in a reduction of the average
BMI, with the average of the second group entering the
normal range. WHR was slightly reduced but they were
in the normal range from the beginming. Muscular
strength (an indicator of pi i was ved
in all three measurements, with a slight improvement in
the secomd group. De-pmhvmgonlynnechlly

1 .

Cob ¥ in the group, the dimanation of ropy
material was still high (an average of 8592 g, vdnch
represents about 8174 of the Ze elimi

by the first group). In this group we also measured pre
mdpoﬂmmbloodllpuhaddmwua
in all ag 1 with total

dloleﬂ:tol 1TC) and LDL emtering the mormal range
immediately afier the treatment. Although part of the
weight loss in both groups can be explamed by the
semi-fasting state during the 7-day colon cleansing (76)
(77).p-10l’nm1db¢da¢blleehmmof
ornganc ined in the i 3 In rel o
the urptmunan in the blood lipids profike,
d fasting and the ption of psyllium

n-'ely contribute 10 it (78). but other mechanisms may
play a role. as probably changes in the i anal
microbsota composition, in line with the findings of Ley
et al (79) and Tumbaugh er al (80).

Afier the treatment, patients followed thewr usual style
of life and no further intervention was carried out. A
h later and despite the fact that most of the values
tended to return to pre-treatment levels or above them,
we still see some important improvements: average
body weight Joss of 1.6 kg (SD 0.6) for the first group
and 1.0 kg (SD 0.5) for the second group, most of it
represented by less body fat (12 and 1.0 kg,
respectively):high density cholesterol (HDL) mcte.sed
not only immediately afier the but
to rise up to 59.0 mg/d after a h (a245% 1

d 1o pre level)In the later, where we
dmmwedbbodl:p&.wemadecmmoflle
LDL/HDL ratio from 3.33 (SD 1 .34) to 2,50 (SD 1.28).
One month post-treatment and without any further
intervention, the LDIVHDL ratio was still lower than
baseline 2.78 (SD 0.58).

In lasi dnn‘

(colonic hyd:

suggest that colon cleansing
py) as a start of a comprehensive
leaning -nd‘ot I:pld-lnms therapy could bring many

dysl'qndm or having both conditions. Our
assumption s !h.l lhe Fooocol implics a recomposition
of the colon We Id then have an

excellent start point for an orthodox intervention and
the idea would be not only to preserve the initial resules,
but to add to them what it can be expected from the
latter. This benefit could be achieved if the orthodox
treatment  begins immediately  afier the colon

hydrotherapy intervention.

We are now on the way of impl ing the )
pmocolmodstnunyou-ln-gasmdylhum
hope to be able to begin in the near future. Of course
there are many issues and guestions that need 10 be
properly addressed and answered and no conclusions
can be derived from this small study. but the initial
findings are very encouraging.

The colonic mucus

With work carried out by our research group (Electrical
Bicimpedance). we have recently publtdned a mthod
for isolating, purifying and
ohamedﬁan(su)pweusuﬂago-nglbemodnﬁd
protocol of coloa cleansing mentioned in the previous
soction (75). With these samples we were also able 1o
obtain what, to our kmowledge, could be the first
protecomac map of this biological fluid (data not yet
published). where we were able to count 116 and 220
spots from 3 to 10 and 4 to 7 pH ranges. respectively.
We think that this opens the possability for the search of
biomarkers for differemt stages in the i of

Progr

h pathy (S1). 1 mgly, the can also
yield information about past P to h ful
beotics, as ilk i by the finding of cycl i

residuals in a patient who has consumed it 25 (lwmty

five) year ago (82). In trying to find bsomarkers in the

:olomcmu:ns.no(onlytbedlamcalupeﬂsofllcan

be consadered, but also some physical

thickness, v-cmly ln‘l electnﬂl impedance. In Ilus

ive. could be a
as we will in lbe mext section.

o clex:

Intestinal permeability

Under Ihe > that epithelial p bility is
d with the de loy of (12) and the

theory of field iZath we wod out a

preliminary study with a group of 77 volunteers to see if
dmwulnydlmmthepunwemm
of the rectal wall between with )

¥
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cancer (n = 7, 3 in the coloa, 3 in the rectum and | in
the anus) and those without this condition (n =~ 70). We
fomd a statistical significant difference of the clectrical

at low fre ies between both groups (83),
a very encouraging ﬁndmg in relnmn to the posnbuln)
of using this techni for in

cancer (84). The decrease in electrical bno-mpodnm'm
cancer prome or cancerous tissue s consistent with
s-ml. findings rwa'led by some other authors,

should -denlly fight for a radical dmnge in society. this
is p y beyond h ities. Nevertheless,
‘vcmlhmkofasﬂofmlomthnncanhelp
individuals, small groups or communitics o
preserve/recover their status of wellbeing and bhealth.
We have highlighted how there are mow means to
screen people at risk, at carly stages of discase and in
the process of recovering their wellbeing and health. As
there seem to be not only common risk factors but, also,

Ithough in diffe see, for 1 Ching et a common pathway to CNCDs, a common way of
al (85). In our case, this fact could reflect cither chang dealing with them and thesr phs q
in the layer. i d epithelial bility, is also conceivable.
rectal wall infl ion or a combinati oﬁhem.

CONSEQUENCES OF THE HYPOTHESIS AND
DISCUSSION

If our hypothesis were 1o be confirmed, its main
implications would be  the field of: a) how to keep
people in a general status of wellbeing and prevent
disease, b) how 1o impl the sc ing and pre-
screening of CNCDs, especially cancer, and ¢) bow to
treat people who have started to develop symptoms of
chronopathy.

An cubiotic microbiota would probably reflect a good,

Table 3. Some techniques that could be uscful for the
menitering of CNCDs risk and progression.

healthy life style, although. as we have seen, exp

along life span can influence it. But, whatever one’s
personal life history has been, this would mean that we
have dealt well with adverse events. We propose that,
for each of the stages mentioned in figure 2, one could
think of simple, cheap and reliable biomarkers that
inform us about an individual’s condition and allow us
o itor the evolution of ch pathy, from persons
at risk to overt discase. The reverse would also be valid,
le-!omotutorlhemmfvundmtonmml In

table 3 we list some possibl rkers or tech
that could be useﬁxl for this parpase. We d'nnk, for
instance. that electrical bio-imp sp y

(EBIS) could be a useful and pre-
tool as it is sensitive to dlﬂ'erenl changes m Lhe
intestinal wall, ke ths and

epithelial permeability and inflammation. The road is
open for further rescarch on these topics.

In relation to treating le (healthy, at risk and with

dz ). keeping’ mg the following three aspects
into good condition would surely maintain them in a
good state ofwellbemg and health: intestinal microbsota

). adeg body composition

( phia) and Sov 1 dition (fi N

SUMMARY AND FINAL REMARKS

At present and worlkdwide, the burden of ONCDs is
enormous and i ang. They ¥ the first cause
of death and have practically collapsed health systems
at a global scale. Although we cannot blame individuals
for the epidemic of CNCDs, as we live in what we
could call a “chromopathogensc™ society. individuals
and communities continue to struggle with their effects
at a personal and local level. Therefore. although we

Number | Stage Technigue
1 Unhealthy  life | Anthropometry (body mass
habits index, %% body fat, wasst to
height  index.  and
cardiovascular  fitness
(like simple one as the
Tecumsch step
Electrical Bio-lmpedance
Spectrometry (EBIS).
2 Dvsbiosis Microarrays in the future?
3 Mucus Electrical Bio-impedance
Spectrometry (EBIS)?
El Permeability Electrical Bio-impedance
Spectrometry (EBIS)?
s Metamflammation | ELISA for faecal
calprotectine.
© Endotoxemia Turbidsmetric [
Amocbocyte Lysate (LAL)
assay forl PSs in blood.
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Capitulo 6

Discusion General

En cuanto a la posibilidad de usar la EBIE y la metodologia propuesta como
herramientas de tamizaje de cancer de colon y recto, se debe tener en cuenta que
ésta enfermedad cumple con los criterios de Frame y Carlson, para ser susceptible
de ser sometida a tamizaje (Vietto, 2013): a) ser una causa comun de
morbimortalidad; b) ser detectable y tratable en etapa presintomatica; c) debe
contar con pruebas para diagnosticarla que sean efectivas y eficaces; d) el
tratamiento temprano debe ser mejor que el tratamiento en la etapa sintomatica o
de diagnodstico habitual, y e) el dafio potencial de la intervencién debe ser menor

que el del tratamiento no precoz.

El objetivo actual del tamizaje es detener muchas de esas muertes al detectar el
cancer en un estado temprano, mas tratable y poder asi remover la lesion
precursora no maligna (en este caso el adenoma), previniendo de este modo la
incidencia de cancer de colon (Barouni et al., 2012). Ademas, el tamizaje en este
tipo de cancer se justifica por cuanto: a) la mayoria del cancer colorectal es de
crecimiento lento, dando la oportunidad de descubrirlo antes de la aparicion de
metastasis, y b) los tratamientos quirurgicos y la quimioterapia han probado tener
beneficio (Barret et al., 2011). Los métodos actuales de tamizaje del cancer de
colon identifican la lesion, cuando lo logran, inicialmente debido al sangrado que
esta pueda presentar hacia la luz del colon, lo que lleva a ejecutar nuevos
examenes que hacen una busqueda especifica de la lesiobn que causa el
sangrado. Es de vital importancia también tener en cuenta que, dada la forma
tubular del colon, estos métodos son mas eficaces en el lado izquierdo que en el
derecho, en donde la incidencia de lesiones se aproxima al 47% (Benedix et al.,
2010). Los métodos de tamizaje actuales han tenido multiples mejoras, pero no se
encuentra el método de tamizaje ideal, que tenga alta sensibilidad y alta
especificidad en la deteccion de las lesiones, que sea costo-efectivo, que tenga
bajo riesgo de causar lesion y que sea aceptado por los pacientes. EI método
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inicial utilizado fue la busqueda de sangre oculta en heces, encontrando que el
tamizaje con esta prueba disminuye la mortalidad por cancer colorrectal, pero no
disminuye la mortalidad general (Shaukat et al., 2013). Ademas, es necesario
hacer pruebas diagnosticas adicionales cuando el resultado de la prueba es
positivo. La sigmoidoscopia, como método de tamizaje, estda basada en la
capacidad de detectar lesiones neoplasicas en el colon distal, asi como en el
hecho de que los hallazgos distales pueden predecir el riesgo de neoplasias
avanzadas proximales. Las estrategias basadas en la sigmoidoscopia detectan 35
a 43% menos individuos con lesiones avanzadas que la colonoscopia, con una
sensibilidad para identificar del 22 al 37%. La mortalidad para cancer distal se
reduce en 50%, sin cambios en el proximal (Castells et al., 2013) (Schoen et al.,
2012).

En el momento, la colonoscopia total es el mejor método de tamizaje disponible
(El-Serag et al., 2006), sin embargo es un meétodo invasivo, costoso, y que
requiere de personal altamente especializado para su realizacion. Adicionalmente,
presenta algunos inconvenientes en la identificacion de lesiones en el lado
derecho (Baxter et al., 2009), tales como: a) algunas colonoscopias “completas” no
evaluan todo el colon; b) la preparacion del colon puede ser mas deficiente en el
lado derecho; c) las neoplasias del lado derecho y el izquierdo pueden ser
biolégicamente diferentes; d) los adenomas del lado derecho son menos
pedunculados, ocasionalmente planos, lo que hace mas dificil identificarlos y
removerlos, y e) la histologia y las caracteristicas pueden ser diferentes.

En este trabajo se evalu6 la utilidad de la espectroscopia por biocimpedancia
eléctrica, como una posible herramienta para el tamizaje del cancer colorrectal,
basados en el incremento en la permeabilidad transepitelial, que lleva a
disminucién de la impedancia eléctrica (Davies et al., 1987) (Davies et al., 1989)
(Soler et al., 1999), asociada con el desarrollo del cancer y basados en la teoria

del campo carcinogénico.

Nuestros hallazgos indican que hay diferencias en el parametro = en el punto de

medicion 09:00, para lo cual no hay una explicacion clara, pudiendo estar
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relacionado con la posicion en que se toman las lecturas. No se encontraron
diferencias en los otros parametros respecto al sitio de medicion. Sin embargo, el
hallazgo mas importante y relevante es que el parametro py, permite separar en
forma individual y colectiva los pacientes con cancer respecto a los otros grupos.

El tamizaje del futuro consiste en identificar aquellos pacientes que estan en
riesgo de padecer la enfermedad, aun antes que aparezcan las lesiones. Basados
en el concepto anterior, debemos desarrollar estrategias que identifiquen cambios
que se presenten a nivel subcelular, en la estructura del 6rgano objeto. En el caso
especifico de colon y recto, y basados en los conceptos expuestos y los resultados
preliminares, pensamos que la EBIE como método de pre-tamizaje puede tener un

futuro promisorio en este sentido.
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CAPITULO 7
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES

7.1 Conclusiones

Hasta donde es de nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se realizan
mediciones de EBIE in vivo en recto de humanos, mediante un protocolo
desarrollado para tal fin y se correlaciona con anomalias asociadas a cancer.
Como se ha mostrado, estas mediciones en el recto son viables y sencillas de
realizar y podrian convertirse en una herramienta para tamizaje de cancer de
colon, pues se comprobé que es posible detectar anomalias en el colon con
medidas en el recto, utilizando el modelado inverso que permite la extraccion de
los datos, lo cual sugiere que el efecto de campo carcinogénico afecta las
propiedades eléctricas de las células del recto, por células transformadas en otras
partes del colon. La posibilidad de usar el recto como un érgano espejo del colon,
abriria las puertas para usar esta herramienta de una manera generalizada, dado
su bajo costo y facilidad de uso, pues no requiere equipos costosos ni personal
especializado, como en el caso de las colonoscopias. Dado que el desarrollo de
cancer de colon, como el de otros tipos de cancer y, segun la evidencia cientifica
actual, el de casi todas las llamadas enfermedades cronicas no transmisibles,
tiene una ruta comun intestinal, la técnica propuesta podria servir, eventualmente,
no soélo para tamizaje de cancer de colon, sino, también, para el tamizaje de riesgo
de otros tipos de cancer y de otras enfermedades. La ruta mencionada puede
resumirse como: exposicion cronica a factores de riesgo - disbiosis = ruptura de
la barrera de moco - aumento de la permeabilidad intestinal - endotoxemia -

metainflamacion.

7.2 Recomendaciones

Se requiere de estudios posteriores mas amplios para llegar a considerar la EBIE
como una posible herramienta de tamizaje y diagnostico precoz de cancer

colorrectal. Igualmente se deben explorar diferentes tipos de arreglos de los
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electrodos, pues con diferentes separaciones se pueden interrogar diferentes
estructuras de la pared rectal. Esto basado en que la penetracion de la corriente
es funcién de la separacion entre los dos electrodos. La profundidad que se
alcanza es aproximadamente la mitad de la separacién entre los electrodos de
corriente (Gonzalez-Correa C, 2001).

Con una sonda con una mayor separacion de los electrodos, se podrian evaluar

otros componentes de la pared celular, mas alla del epitelio y la capa de moco.
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infromacion. la cual ser explicada, forma completa y clara al sujeto de investigacién, en tal forma
que puedan comprenderla

Se considera una investigacion CON RIESGO MINIMO.

Los investigadores deben tener en cuenta que si existen cambios en la formulacién del proyecto o
las del C: esto debe ser aeste Comité

Universidad de Caldas. Facultad de Ciencias para la Salud. Comité de Bioética.

Svaw

De igual manera el Comité podré solicitar informacién postarior sobre el desarrollo del proyecto y
los cambios de acuerdo a las recomendaciones establecidas.

Estamos atentos a cualquier inquietud,

Atentamente,
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Anexo N°2

Consentimiento Informado

Proyecto de investigacion:
Estudio de los espectros de impedancia eléctrica rectal de pacientes con y sin
neoplasias de colon

Manizales de20

Hoja de informacién para voluntario/a
Estimado/a:
Lo/la estamos invitando a participar voluntariamente en un proyecto de investigacion para conocer los
espectros de impedancia eléctrica rectal de pacientes con y sin neoplasias de colon La
informacién de este proyecto es la siguiente:

Justificacion y objetivo: El cancer de colon es una enfermedad que rapidamente se esta presentando con mas
frecuencia en nuestra poblacion con el agravante que en la mayoria de llos casos el diagnostico se hace
tardiamente, cuando la sobrevida después del tatamiento es menor y la apariciéon de complicaciones es mayor
después de este. Queremos conocer si hay cambios en las propiedades eléctricas del recto en pacientes con
neoplasias del colon, para asi desarrollar un metodo de diagndstico temprano, que no requiere de métodos
invasivos como la colonoscopia. Es necesario entonces conocer las propiedades electricas del colon por
medio de bio-impedanciometria. Posteriormente se hara fia correlacion con las muestras de patologia si estas
fueron tomadas, con su autorizacion concedida al decidir participar en el estudio.

Procedimientos:

1. Antes de ser sometido al procedimiento endoscopico se tomaran las medidas en el recto inferior mediante
una sonda de las caracteristiccas de un termometro y asi conocer las propiedades electricas de este
midiendolo por bio-impedanciometria. Esto no le causara a Usted ningun inconveniente o dafio y
tampoco causara retrasos en el procedimiento.

Molestias o riesgos esperados: Ninguna pues las mediciones se haran en el recto inferior, mirando

directamente el sitio en donde se haran las medidas bajo visién endoscopica.

Beneficios que puedan obtenerse: Se amplian los conocimientos acerca de los cambios en la pared del recto

en pacientes con o sin neoplasias del colon.

Garantia de respuesta a preguntas y dudas y libertad de retirarse en cualquier momento: los Médicos

participantes en el proyecto (EM y CAGC), estaran dispuestos a responder todas las preguntas y dudas que

usted tenga. Igualmente, usted tiene la libertad de retirarse del estudio en cualquier momento, sin ninguna
consecuencia negativa para usted.

Garantia de anonimato y confidencialidad: todos los datos sobre los participantes en el presente proyecto

son de caracter confidencial, los resultados siempre seran tratados de manera anonima, y solo los médicos

participantes en el mismo tendran acceso directo a ellos.

Gastos adicionales, tratamiento médico o indemnizacién: no se espera que haya lugar a gastos adicionales

por su participacion en el proyecto. Cualquier informacion adicional la puede obtener de los Médicos

particiantes en el proyecto:

Edelberto Mulett (EM), Celular: 310 422 1907, Universidad de Caldas, Edificio de Laboratoros, oficina 502.

Conmutador: 878 1500 Ext. 14160. Correo electronico: doctoradomulett@gmail.com.

Carlos Augusto Gonzalez Correa (CAGC): Celular: 310 821 1430, Universidad de Caldas, Edificio de

Laboratorios, oficina 502. Conmutador: 8781500 Ext. 14160. Correo electronico: c.gonzalez@ucaldas.edu.co.



130

Anexo N°3

Consentimiento informado para participacioén voluntaria en un proyecto de

investigacion

Anexo
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION VOLUNTARIA EN UN
PROYECTO DE INVESTIGACION
Titulo del proyecto:

Estudio de los espectros de impedancia eléctrica rectal de pacientes con y sin
neoplasias de colon

Nombre del Coordinador: Dr. Edelberto Mulett, MD, Departamento Quirtrgico de la
Universidad de Caldas.

Por favor, marque el cuadro correspondiente:

1. Confirmo que he leido y entiendo la Hoja de Informacion del programa, que he tenido
la oportunidad de realizar las preguntas sobre el mismo, las cuales me han sido
respondidas de manera satisfactoria.

2. Confirmo que mi participacién es voluntaria, que no se ha ejercido ninguna presion
para participar en el programa y que me puedo retirar del mismo en cualquier
momento, sin que ello tenga ninguna implicacién negativa para mi. En caso de
retirarme, también estoy en libertad de dar o no dar explicaciones sobre los motivos
para ello.

3. Entiendo que la informacion que se recolecte sobre mi sera de caracter confidencial, se
manejara de manera anonima y s6lo podra ser consultada por los médicos responsables.

4.  Acepto que el uso de los resultados sea para publicaciones de caracter cientifico.

5. Acepto participar en el programa arriba mencionado.

Nombre del participante Fecha Firma
Nombre de testigo Fecha Firma
Nombre de la persona que toma Fecha Firma

El consentimiento (si es diferente del investigador)
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EDELBERTO MULETT V Fecha Firma
Coordinador del Proyecto,

Especialista en Cirugia General,

Especialista en Cirugia de Colon y Recto



