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RESUMEN

Introduccion: En estadios avanzados del
carcinoma de pulmén de células no pequeiias el
tratamiento se basa fundamentalmente en la
poliquimioterapia. La sensibilidad vy los
fendmenos de quimiorresistencia a los
tratamientos empleados dependen, entre otros
factores, de la funcionabilidad de los diversos
mecanismos de reparacion del ADN.

Objetivo:

Evaluar el efecto de la

poliquimioterapia con cisplatino y vinblastina
sobreel dafo basal enddgeno al ADN vy la
capacidad de reparacion del dano inducido con
H202 en pacientes con carcinoma de pulmén de
células no pequeiias.

Material y Métodos: Se realizé una investigacién
aplicada de caracter descriptivo. Se incluyeron 15
pacientes con edades entre 44 y 77 afos,
(estadios Illb-1V), tratados con cisplatino vy
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vinblastina, y 10 individuos aparentemente sanos
(edades entre 52-69 afios) como grupo control.
Mediante la variante alcalina del ensayo cometa,
se determind el dafio basal enddgeno en el ADN
y su capacidad de reparacién ante el dafo
inducido con H202 en linfocitos aislados de
pacientes antes y después del tratamiento y
controles.

Resultados: Antes del tratamiento los pacientes
no presentaban alteraciones en el dafio basal
enddgeno pero siuna deficiente capacidad de
reparacion del dafio inducido en comparacién
con los controles.

sujetos Después del

tratamiento se incremento el dano al ADN unido

ABSTRACT

Introduction: In advanced stages of non-small
cell lung cancer (NSCLC), treatment is based
primarily on polychemotherapy. The sensitivity
and the phenomena of chemoresistance to the
treatments used depend, among other factors,
on the functionality of the various DNA repair
mechanisms.

effect of
polychemotherapy with cisplatin and vinblastine

Objective: To evaluate the
on basal endogenous DNA damage, and the
repair capacity of H202-induced damage in
patients with advanced NSCLC.

Material and Methods: A descriptive study with
a prospective longitudinal design was carried out.
We included 15 patients with NSCLC, aged
between 44 and 77 years, (stages lllb-1V), treated
with cisplatin and vinblastine in the Hospital
and 10
apparently healthy individuals (ages: 52-69 years)

Neumologico "Benefico Juridico",
as control group. The alkaline variant of the
comet assay was used to determine the

endogenous basal DNA damage and its capacity
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a la elevacion de la eficiencia de reparacion del
ADN en comparacién con los niveles basales.

Conclusiones: El tratamiento de
poliquimioterapia produjo dafios en el ADN y se
increment? la eficiencia de la reparacion del ADN.
Estos marcadores de genotoxicidad podrian ser
empleados como predictores de la respuesta a

este régimen de poliquimioterapia.

Palabras claves: Dafio al ADN, capacidad de
reparacién del ADN, Cancer de pulmdn de células
no pequefias, cisplatino, vinblastina, Ensayo
Cometa.

to repair the damage induced with H202 in
lymphocytes isolated from patients before and
after treatment and controls.

Results: The patients had no alterations in the
endogenous basal damage before treatment, but
there was a reduced repair capacity of the
damage induced in the DNA by the peroxide in
comparison with the control subjects. After
treatment, a significant increase in DNA damage
was observed, as well as an increase in DNA
repair efficiency.
Conclusions: The combined treatment of
cisplatin and vinblastine in patients with NSCLC in
advanced stages produced DNA damage and the
efficiency of DNA repair increased. These
genotoxicity markers could be used as predictors

of response to this polychemotherapy regimen.

Keywords: DNA damage, DNA repair capacity,
non-small cell lung cancer, cisplatin, vinblastine,
Comet Assay.
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INTRODUCTION
El cancer de pulmdn (CP) constituye un problema
de salud, tanto para paises desarrollados como
los que estan en vias de desarrollo por su alta
incidencia. En Cuba, es la primera causa de
muerte por enfermedades malignas, tanto en
hombres como en mujeres.! El diagndstico
precoz de esta entidad resulta dificil, siendo el
indice de curabilidad muy bajo. Los tratamientos
disponibles no aumentan la sobrevida y cerca de
90% de los pacientes mueren en los primeros 5
afios después del diagndstico.>* Es una
enfermedad multifactorial causada por Ia

interaccion  entre  factores genéticos vy
ambientales. Dentro de los factores ambientales
mas mencionados se encuentran el habito de
fumar, la contaminacion atmosférica y ciertas
profesiones de riesgo.> El CP se agrupa en dos
tipos: cancer de pulmén de células no pequeiias
(CPCNP), que incluye al carcinoma epidermoide,
adenocarcinoma y carcinoma de células grandes,
y un segundo grupo: carcinoma de células
pequeiias. Los diferentes subtipos del CPCNP
comparten un comportamiento bioldgico que
permite unificar su estadiamiento [tumor,
nédulo, metastasis (TNM)], tratamiento vy
prondstico.

En etapas tempranas son potencialmente
curables mediante la cirugia, aunque en estadios
mas avanzadas el tratamiento es con
quimioterapia y radioterapia.® En este sentido,
los esquemas de quimioterapia contintdan siendo
los de mayor eleccion en los estadios avanzados
de la enfermedad, ya que muestran un aumento
de la supervivencia y una reduccion de la
mortalidad entre los tres y seis meses.”2 Entre las
terapias citotdoxicas mdas cominmente utilizadas

en el tratamiento de estos pacientes se incluyen
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los agentes alquilantes, como el cisplatino; los
antimitoticos derivados de los alcaloides, como la
vinblastina; los antimetabolitos y los inhibidores
de las topoisomerasas. La mayoria de estos
esquemas emplea al cisplatino, el que se combina
con otros de los quimiofarmacos antes
mencionados.’

El cisplatino ejerce su accion citotdxica por su
capacidad de unirse al ADN e inducir la formacién
de aductos voluminosos y entrecruzamientos
catenarios que modifican la estructura de esta
biomolécula, lo que puede bloguear o interferir
replicacién y la

con procesos como la

transcripcion.>® El dafio inducido por el
cisplatino es censado por la célula y como
respuesta a este, se activan los mecanismos de
reparacion del ADN, tales como: el sistema de
reparacion por escision de nucleétidos (REN) y las
vias que reparan las roturas de doble cadenay los
entrecruzamientos catenarios.'**> De acuerdo
con la eficiencia de estos mecanismos o la
extensién del dafio producido por el cisplatino, se
activardn sefiales de muerte celular por
apoptosis, lo que constituiria la respuesta
terapéutica mas favorable para lograr reducir la
carga tumoral. Sin embargo, en multiples
ocasiones la eficacia del cisplatino se ve limitada
por el desarrollo de resistencia durante el
tratamiento, fenédmeno en el que pueden
intervenir varios factores. Entre ellos, se
reconoce que las alteraciones en los mecanismos
de reparacion del ADN tienen un papel central en
la aparicidn de la resistencia a este farmaco.'>13
En aras de minimizar estos efectos no deseados
del cisplatino, este se combina con otros
como la

citostaticos, vinblastina, la que

pertenece a la familia de los alcaloides. Este
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farmaco actiia como un potente antimitdtico, por
su accién sobre la inhibicién de la polimerizacién
de los microtubulos durante esta fase de divisidn
celular.#

Por otra parte, varios son los resultados
derivados de estudios preclinicos que aportan
evidencias sobre la relaciébn entre Ia
funcionabilidad de los componentes de los
diversos mecanismos de reparacién del ADN y la
sensibilidad y/o la resistencia frente a los agentes
guimioterapéuticos en diferentes tipos de
tumores, incluyendo al CPCNP.1%1>16 Se conoce
ademds, que las vias involucradas en Ia

reparacion del dafio provocado en el ADN por los

OBIJETIVOS

El objetivo de la presente investigacién es evaluar
el efecto de la poliquimioterapia con cisplatino y
vinblastina sobreel dafio basal endégeno al ADN
y la capacidad de reparacion del dafio inducido
con H202 en pacientes con CPCNP en estadios
avanzados.

Este estudio seria el primer acercamiento a la

MATERIAL Y METODOS
Se realizé una investigacién aplicada de caracter
descriptivo, con un disefio longitudinal
prospectivo. Se incluyeron 15 pacientes (edad
promedio de 64 afos) con diagndstico de CPCNP,
en estadios Illlb y IV, confirmado clinica e
fueron

histoldgicamente. Los  pacientes

atendidos en la consulta de neumologia
oncolégica del Hospital Neumolégico Benéfico-
Juridico (HNBJ), radicado en La Habana, Cuba,
durante el

periodo comprendido entre

noviembre de 2015 y marzo de 2017.
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quimiofarmacos, son diversas y en las mismas
participan multiples proteinas,*>'® por tanto, el
abordaje individual de estos mecanismos resulta
muy complejo y altamente costoso. En este
sentido, el Ensayo Cometa aparece como uno de
los principales métodos para determinar el dafio
inducido en el material genético por diferentes
agentes fisicos o quimicos y para evaluar la
cinética de la reparacién del ADN en diferentes
condiciones experimentales. La variante alcalina
de este ensayo permite detectar roturas de
simple cadena en el ADN Yy sitios sensibles al
alcali.t’

conducta de estos biomarcadores en pacientes
CPCNP
poliquimioterapia, con el propédsito futuro de

cubanos con tratados con
proponer la utilizacién de estos marcadores de
genotoxicidad como predictores de la respuesta
al tratamiento y/o la aparicién del fendmeno de
quimiorresistencia en los mismos.

Los mismos recibieron el

poliquimioterapia  (PQT)

esquema de
combinada con
cisplatino y vinblastina, segun los protocolos
establecidos por el servicio del HNBJ, de acuerdo
con el estadio y la clasificacion TMN de los
pacientes incluidos. Todos los pacientes eran
fumadores, pero en el momento de su inclusion
en el estudio, se les solicité que abandonaran el
habito de fumar para lo cual fueron incluidos en
el protocolo de deshabituacién establecido en el
HNBJ.
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Se utilizé6 un grupo control de referencia para
contrastar los resultados obtenidos en los
pacientes antes y después del tratamiento, el que
estuvo conformado por 10 individuos
aparentemente sanos, en el mismo rango de
edad de los casos (edad promedio 59 afios) y de
ambos sexos. Estas personas fueron previamente
entrevistadas y se les realizd un examen fisico y
estudios de laboratorio clinico (pruebas de
funcién hepatica, glicemia, creatinina,
lipidograma y pardmetros hematoldgicos), para
confirmar su estado de salud. Ademas, se
constaté la no utilizacién de suplementos
antioxidantes y habitos tdxicos como el consumo
de alcohol y el tabaquismo.

Todos los participantes fueron incluidos en la
investigacion luego de emitir voluntariamente su
consentimiento, siguiendo los principios éticos
de la Declaracion de Helsinki de 1975, modificada
en 2013; ademas, el protocolo de investigacidon
fue revisado y aprobado por el Comité de Etica
Médica del Centro Nacional de Genética Médica
(CNGM) y del HNBJ.

Para la medicion de los biomarcadores de
genotoxicidad se utilizé como muestra biolédgica
sangre venosa sistémica. La extraccidn se realizé
en ayunas, mediante puncién venosa en el HNBJ
y fueron extraidos 6 ml de sangre en tubo con
heparina como anticoagulante. El procesamiento
de las muestras y la determinaciéon de los
marcadores, fue realizado en el laboratorio de
estrés oxidativo del CNGM.

A partir de la sangre heparinizada se obtuvieron
los linfocitos, los que se separaron de la fraccién
leucocitaria mediante centrifugacion, empleando

un gradiente de Histopaque 1077. La variante

ISSN 1729-519X

alcalina del Ensayo cometa se empled para
determinar el dafio al ADN y la capacidad de
reparacion del dafio inducido por perdxido de
hidrégeno (H202), por metodologias descritas
previamente por el grupo de trabajo.18 El dafio
basal enddgeno (DB), se expresd en unidades
arbitrarias (AU) acorde a 5 niveles de dafio (0, 1,
2, 3y 4), donde el nivel 0 se corresponde con la
ausencia de dafio, mientras que el nivel 4 indica
el mayor daifo observado al microscopio 6ptico
en 100 células. Para evaluar la capacidad de
reparacion del ADN (CR), se determind Ila
respuesta de las células al H202 y su capacidad
de reparacion después de la induccién de este
reto oxidativo in vitro. Este marcador se expresé
en porciento de ADN danado por el H202
después de transcurrido el periodo de incubacidn
en condiciones apropiadas para la reparacion (90
min), en relaciéon con el dafio inducido por la
exposicion a 200 puM de H202. Ambos
marcadores fueron medidos antes de comenzar
el tratamiento y un mes después de terminado 6
ciclos de PQT con cisplatino y vinblastina
(ciclos/21 dias).

Procesamiento estadistico

Los resultados se expresaron como medias +/—
desviacidn estandar. Se compararon las medias
aritméticas de las variables de respuesta
(pacientes antes y después del tratamiento)
mediante la prueba U de Mann—Whitney vy las
diferencias entre los grupos (pacientes antes y
después del tratamiento con los controles)
mediante la prueba de Kruskall-Wallis. Como
criterio de significacion se tomo el valor de
p<0,05. Para el andlisis estadistico se utilizé el
programa SPSS version 13.0 para Windows.
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RESULTADOS
Los pacientes con CPCNP en estadios lllb y IV al
inicio del tratamiento no presentaban
alteraciones en el dafio basal en comparacién con
el obtenido en los sujetos aparentemente sanos

del mismo rango de edad (p>0,05). Sin embargo,
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se aprecia una marcada disminuciéon en la
eficiencia de la capacidad de reparacidon del
dafo inducido al ADN por el H202, con respecto
al grupo control. (Tabla).

Tabla. Marcadores de genotoxicidad en los pacientes con cancer de pulmon
de células no pequefias en estadios IIIb v IV antes del tratamiento v sujetos
controles incluidos en el estudio

Marcadores Pacientes Controles p
media £ 05 meda £ DS
Dafio Basal (UA) 45,1 £ 6,16 63,9 £ 18,9 0,845
Capacidad de Reparacion {%o) 28,2 £ 22,6 80,7 £ 14,8 O,a00007

Como se aprecia en la figura, una vez finalizados
los 6 ciclos del tratamiento de PQT, se observo
gue los pacientes mostraban un incremento del
dafio al ADN en comparaciéon con el obtenido
antes de comenzar el mismo (p=0,007). Mientras
que, la capacidad de reparacion medida una vez

concluido el esquema de PQT se incrementd
significativamente, en comparacién con Ia
reportada antes de comenzar el tratamiento y la
misma alcanzé valores de eficiencia similares a

los obtenidos en el grupo control (p>0,05).
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Figura. Marcadores de genotoxicidad en pacientes con cancer de pulmdn de
Células no pequefias antes y después del tratamiento con cisplatino y vinblastina

*Diferencias en el dafio basal antes y después del tratamiento (p=0,007).
**Diferencias en la capacidad de reparacion antes vy después del tratamiento (p=0,0019)

DISCUSION

Las células cuentan con diversos mecanismos que
permiten mantener la integridad del material
genético. Sin embargo, cuando se produce la
ruptura en el equilibrio entre la produccion de
dafios en el ADN y su capacidad de reparacion, se
incrementa la predisposicion al desarrollo de
procesos carcinogénicos, relacion que ha sido
motivo de multiples investigaciones desde Ia
década del 60 del siglo pasado hasta el momento
actual.1920.21

Los resultados derivados del presente estudio
indican que como resultado de la PQT el dafio
basal al ADN se incrementa en los linfocitos
aislados de pacientes con CPCNP en estadios
avanzados de la enfermedad (Figura). Este
aumento se podria explicar por la contribucion de

ambos agentes antineopldsicos, con énfasis en
los efectos citotéxicos descritos para el cisplatino.
Este farmaco actda como un agente bifuncional
intercalante, que produce lesiones
intracatenarias (LIC) en la molécula de ADN en
cualquier fase del ciclo celular. Estas alteraciones
son dificiles de revertir por los mecanismos de
reparacién 'y, por tanto, son altamente
genotoxicas. 22?3 Mientras que, por la accion
antimitética de la vinblastina, el crecimiento
celular se detiene en pro-metafase debido a la
inhibicién de la polimeracién de los microtubulos.
En estas células se produce la acumulacién de
especies reactivas del oxigeno (ERO) que facilitan
la prolongacién de la activacion de la proteina

guinasa c-Jun N-terminal (JNK), lo que provoca el
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incremento del dafio al ADN, disfuncion
mitocondrial y muerte celular por apoptosis.?* En
correspondencia con estos hallazgos, varios son
los estudios que reportan el incremento del dafio
en el ADN en los pacientes con cancer, posterior
al tratamiento con quimioterapia.>>?’

Para evaluar la capacidad de reparacién se
empled el perdxido de hidrégeno (H202), como
inductor de dafio al ADN. La exposicion al H202
provoca modificaciones oxidativas de las bases
nitrogenadas del ADN y/o roturas de simples y
dobles cadena (SSB y DSB, respectivamente)
debido a la accion directa o la generacién de
radicales libres.18,24 Los resultados arrojaron
que los pacientes con CPCNP en estadios
avanzados, antes de recibir la PQT, mostraban
afectaciones en la capacidad de reparacion del
dafioinducido por H202 (Tabla); sin embargo una
vez concluido el tratamiento se aprecid un
incremento sustancial en la eficiencia de los
mecanismos que reparan el daio promovido por
el H202 (Figura). Esta recuperacion en la
eficiencia en la reparaciéon observada en los
pacientes tratados con PQT, sugiere que la
exposicidon a los antineopldsicos empleados,
ademds de poder activar vias especificas de
reparacion como se describe en otros
estudios,'®!! tienen la capacidad de ejercer
determinados efectos sobre los mecanismos que
reparan las roturas de cadenas. Resultados
similares fueron obtenidos por Fikrova P y col. en
2014. Estos autores concluyen que, a pesar de
gue los aductos formados en el ADN por el
cisplatino, son eliminados fundamentalmente
por la via de reparacion por escision de
nucledtidos (REN), el mecanismo de reparacién
por escision de bases (REB) también puede ser

determinante en la respuesta al tratamiento y en
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la supervivencia de los pacientes con CPCNP
tratados con cisplatino.?

Otros estudios experimentales relacionan la
exposicion al cisplatino y a la vinblastina con el
aumento en la produccién de radicales libres (RL)
unido con el incremento de la expresidon de
proteinas, como APE1l, que participan en la
activacion del mecanismo de reparacién por
escision de bases.'#?2282% por otra parte, la
activacion de los mecanismos de reparacion de
roturas de cadenas posterior a la PQT, pudiera
estar compensando la pérdida de otras vias de
reparacion o podria estar facilitando la
reparacion de las LIC inducidas por el cisplatino al
interactuar con estas.*°

Teniendo en cuenta estos resultados, se podria
plantear una posible relacién entre el CPCNP en
estadios avanzados, el funcionamiento de los
mecanismos de reparaciéon y la respuesta al
empleo de estos quimiofdrmacos. Para
corroborar esta vinculacidn seran necesarios
otros estudios donde se evalle la supervivencia
de los pacientes una vez concluido el esquema de
tratamiento, para poder discernir la influencia de
la activacion de los mecanismos de reparacién en
la respuesta al tratamiento y/o en la aparicion del
fendmeno de quimiorresistencia asociados al uso
de estos farmacos. Ademads, debera comprobarse
la participacion especifica de vias de reparacién
del ADN

antineoplasicos,

vinculadas al uso de estos
aspectos que no fueron
incluidos en el presente estudio y constituyen
limitaciones del mismo. Por otra parte, debido al
caracter multifactorial del CP, deberan ser
evaluados otros aspectos como el habito de
fumar y la exposicion ocupacional, como posibles
factores de riesgo en el desarrollo del CPCNP,

atendiendo a la baja capacidad de reparacién que
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mostraron los pacientes cuando se encuentran
en los estadios mas avanzados de la enfermedad.

CONCLUSIONES
La poliquimioterapia con cisplatino y vinblastina
produce dafios en el ADN e incrementa la
eficiencia de la reparacion del dafo inducido con
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