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Abstract

Objective: To identify individual differences in the basal damage (DB) of peripheral leukocyte DNA from women with
cancer in remission. Methods: Cross-sectional analytical study in which 24 women with cancer in remission from different
locations and 24 supposedly healthy women participated. The alkaline comet assay and the neutral variant were used to
determine single-stranded breaks (DB-A), and double-stranded DNA breaks (DB-N), respectively. Results: Although there
were no differences between the mean values of DNA damage in patients and controls (DB-N: p = 0.43 and DB-A: p = 0.13),
41.6% of the patients presented an increase of one type or another of DNA breaks, with respect to the corresponding
cut-off points of the control women. DB-N was correlated with increasing age (r2 = 0.1833; r = 0.4281; p = 0.036) in the
patients. DB-A was elevated in those who had received anticancer combination therapy (p = 0.024) and in those who were
undergoing treatment with tamoxifen (p = 0.033); while it was decreased in those that consumed antioxidants (p = 0.006)
and in those that combined tamoxifen and antioxidants (p = 0.020). Conclusions: Individual differences were identified
in both types of DNA strand breaks that are of medical interest in the studied patients. Baseline DNA damage determined
by comet assay is a potential tool in the clinical follow-up of cancer patients in remission.
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Resumen

Objetivo: Identificar diferencias individuales en el dafo basal (DB) del ADN de leucocitos periféricos de mujeres con
cancer en remision. Métodos: Estudio analitico de corte transversal en el que participaron 24 mujeres con cancer en
remision de diferentes localizaciones y 24 mujeres supuestamente sanas. Se utilizo el ensayo cometa alcalino y la variante
neutral para determinar roturas de simple hebra (DB-A), y roturas de doble hebra del ADN (DB-N), respectivamente.
Resultados: Aunque no hubo diferencias entre los valores medios del dano del ADN de pacientes y controles (DB-N:
p=0,43 y DB-A: p=0,13), el 41,6% de las pacientes presentd aumento de un tipo u otro de roturas del ADN, respecto a
los correspondientes puntos de corte de las mujeres controles. El DB-N estuvo correlacionado con el incremento de
la edad (r2 = 0,1833; r = 0,4281; p = 0,036) en las pacientes. El DB-A estuvo elevado en aquellas que habian recibido
politerapia anticancer (p = 0,024) y en las que estaban realizando tratamiento con tamoxifeno (p=0,033); mientras
estuvo disminuido en las que consumieron antioxidantes (p=0,006) y en las que combinaron tamoxifeno y antioxidantes
(p=0,020). Conclusiones: Se identificaron diferencias individuales en ambos tipos de roturas de hebra del ADN que
resultan de interés médico en las pacientes estudiadas. El dano basal del ADN determinado por ensayo cometa es una
herramienta potencial en el seguimiento clinico de pacientes con cancer en remision.
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Introduccion

El cancer es una de las enfermedades no trasmisibles
que afecta seriamente a la salud humana en la
actualidad (1,2). Se plantea que presenta etiologia
multifactorial donde se integran factores de riesgo
del macroambiente, individuales y bioldgicos (3).
Entre los factores bioldgicos, el dano incrementado
del ADN y una reparacion ineficiente se han descrito
como eventos moleculares importantes, al producir
inestabilidad genomica que puede conducir a
mutaciones y carcinogénesis (4,5).

La inestabilidad gendémica en el cancer esta asociada
a mutaciones en genes que participan como sensores
o reparadores del dano del ADN. Por ejemplo,
mutaciones germinales en genes supresores tumorales
como los genes BRCA1 (gen 1 de susceptibilidad al
cancer de mama) y BRCA2 (gen 2 de susceptibilidad
al cancer de mama) imputan un riesgo incrementado
parael cancer de mamay ovario, contribuyendo al 20%
de los canceres familiares en estas localizaciones. En
menor proporcion, se han asociado a cancer de otras
localizaciones como proéstata, colon, recto, pancreas
y estobmago (6). Mutaciones en otros genes, como el
gen supresor tumoral Rb1 (gen 1 de Retinoblastoma),
un regulador del ciclo celular, estan presentes en la
mayoria de los canceres humanos. Especificamente,
mutaciones germinales en este gen causan el tumor
de la infancia retinoblastoma y atribuyen un riesgo
incrementado para otros tipos de cancer como el
osteosarcoma (7).

Por otra parte, los tratamientos utilizados para el
cancer, como la quimioterapia y la radioterapia, no
son especificos y provocan diferentes tipos de dano
del ADN, tanto en las células tumorales como en
los tejidos normales. Producen dano directo como
roturas de simple y doble hebra, bases modificadas
y entrecruzamientos, o dafno indirecto a través de la
formacion de radicales libres. Esto determina que
exista un riesgo incrementado de desarrollar cancer
secundario, por lo que resulta importante realizar
un continuo biomonitoreo a los pacientes que han
recibido tratamiento con estos agentes (8,9).

En correspondencia, se han utilizado varios
biomarcadores para evaluar el riesgo potencial de
desarrollar cancer secundario, entre los que se
encuentra la cuantificacion directa del dafo del
ADN por ensayo cometa (10). El ensayo cometa o
electroforesis en gel de células individuales es una
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técnica simple y sensible que permite cuantificar el
danoy la reparacion del ADN. Brevemente, las células
son embebidas en geles de agarosa de bajo punto de
fusion sobre laminas portaobjetos; posteriormente,
son lisadas y sometidas a electroforesis. Bajo el
campo eléctrico, el ADN fragmentado migra desde
el nucleo hacia el anodo, y se forma el patron de
migracion que recuerda a un cometa. Una mayor
migracion conduce a un mayor contenido de ADN
en la cola, que se corresponde con un mayor nivel
de dano. El método, en su version alcalina, utiliza
condiciones desnaturalizantes y permite cuantificar
roturas de simple hebra, sitios labiles al alcali, y
roturas de doble hebra del ADN que representan
menos del 5% del dafio total. La version neutra del
ensayo utiliza condiciones no desnaturalizantes
y permite determinar mas especificamente
rompimientos dobles (4,10). En efecto, el estudio
de roturas de simple y doble hebra del ADN se ha
descrito en pacientes con cancer, mediante este
ensayo (11,12). Las roturas de simple hebra del
ADN ocurren mas comunmente que las de doble
hebra. Estas ultimas, aunque menos frecuentes,
presentan mayor significado biologico porque de no
ser reparadas adecuadamente podrian conducir a
cambios importantes como la muerte, la senescencia
o la transformacion celulares. Son consideradas
altamente citotoxicas. Ambos tipos de roturas
pueden ser inducidas tanto enddégenamente por los
procesos metabolicos que llevan a la formacion de
radicales libres, como por fuentes exogenas, como
las radiaciones ionizantes (5,11,12). La cuantificacion
de las roturas basales del ADN, mediante ensayo
cometa en pacientes con cancer, se ha reportado
recientemente con un valor prondstico potencial en
el seguimiento de este tipo de pacientes (13,14).

Como parte de los protocolos estandares establecidos
para el diagnostico, tratamiento y prevencion
del cancer en el Instituto Nacional de Oncologia y
Radiobiologia de Cuba, se realiza el seguimiento
clinico a largo plazo de los pacientes con cancer después
de haber recibido tratamiento antineoplasico. Un
grupo de pacientes femeninas, en seguimiento clinico
con diferentes tipos de cancer en remision, fueron
enroladas en el presente estudio con el objetivo
de determinar los niveles basales de dano del ADN
mediante las dos variantes del ensayo cometa, e
identificar diferencias individuales de potencial
importancia clinica.

26



Revista Colombiana de Cancerologia

Materiales y métodos

Se realiz6 una investigacion observacional analitica
transversal en el laboratorio de Estrés Oxidativo, del
Centro Nacional de Genética Médica, en el periodo
de 2016 a 2017, que fue aprobada por el Comité de
Etica Médica y de la Investigacion de la institucion, en
la que se respetaron las normas éticas establecidas
en la Declaracion de Helsinki.

Sujetos de experimentacién. La muestra estuvo
constituida por mujeres con cancer en remision de
diferentes localizaciones, atendidas en la consulta
de oncogenética del Instituto Nacional de Oncologia
y Radiobiologia de Cuba, que estuvieran de acuerdo
en participar en el estudio. Participaron en total
25 pacientes femeninas con cancer en diferentes
localizaciones (Tabla 1). El promedio de edad de las
pacientes fue de 42,64+17,1 afnos en un rango de 17
a 71 anos. Los tipos de cancer incluyeron carcinoma
embrionario de glandulas suprarrenales (CEGS/1),
retinoblastoma bilateral (Rb-B/1), retinoblastoma
unilateral (Rb-U/1), neuroblastoma (Nb/2), tumor
de Wilms (TW/1), linfoma linfoblastico no Hodking
(LLNH/1), melanoma (M/1), cancer de mama (CM/14)y
cancer ginecoldgico (CG/3). De todas las pacientes, 16
presentaron antecedentes familiares de cancer (APF-C)
en diferentes localizaciones. El tratamiento recibido
incluyé reseccion quirirgica, quimioterapia (QTP),
radioterapia (RTP), inmunoterapia y/o tratamiento
antiestrogénico. En el caso de este ultimo, 13
pacientes con CM estaban recibiendo tratamiento con
tamoxifeno. El periodo de remision vario entre dos
a tres meses después de terminado el tratamiento,
hasta dos, cuatro, cinco y 11 anos. Seis pacientes
habian consumido suplementos antioxidantes durante
seis meses previos al estudio; cinco consumieron
multivitaminas, una tableta diaria (tiamina 2,5 mg;
riboflavina 1,6 mg; nicotinamida 20 mg; acido félico
0,25 mg; piridoxina 2 mg; cianocobalamina 0,06 mg;
retinol 50 U), y una consumié omega 3, 500 mg una
vez por dia. De las 25 pacientes, 24 participaron en
el analisis comparativo con un grupo de control de
mujeres aparentemente sanas. La paciente restante
(43 afos) con CM extirpado quirdrgicamente, habia
recibido la primera sesion de quimioterapia en el
momento de realizar la investigacion, y se considerd
como control positivo de valores elevados de dafho
del ADN. El grupo de control estuvo constituido por
24 mujeres supuestamente sanas, con un promedio
de edad de 38,1+12,5 afos en un rango de 15 a 62
anos, que aportaron su sangre voluntariamente.
Para su seleccion, se realiz6 una pesquisa activa que
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incluyd a mujeres acompanantes no relacionadas
filialmente con las pacientes y a mujeres procedentes
de la institucion ejecutora de la investigacion,
que estuvieran interesadas en participar en la
investigacion. Ninguna de las pacientes y mujeres
controles fueron fumadoras ni tuvieron como habito
el consumo de alcohol, no presentaron infecciones
agudas ni exposicion a radiaciones ionizantes en
los 30 dias previos a la extraccion de sangre. Se
excluyeron condiciones como embarazo, lactancia o
enfermedades crénicas inflamatorias o metabdlicas
descompensadas. Todas las participantes fueron
informadas sobre la investigacion y aportaron su
consentimiento informado.

En los dos grupos se determin6 el dano basal del
ADN mediante el ensayo cometa simple en sus dos
variantes, alcalino y neutral. Los valores obtenidos
fueron comparados entre los grupos mediante
pruebas estadisticas, y ademas se analizaron las
diferencias individuales observadas en las pacientes
respecto a los puntos cortes de las mujeres controles.
De acuerdo con la distribucién de la edad en la
muestra, las pacientes se agruparon en < 25 anos
y > 25 afnos. Particularmente, se analizd el dafo
del ADN en las pacientes conforme a la edad, al
tratamiento antineoplasico recibido, la presencia de
antecedentes patologicos de cancer, el tiempo de
remision, el consumo de suplementos antioxidantes
y el tratamiento con tamoxifeno.

Aislamiento de leucocitos. Se parti6 de 3 mL de
sangre total heparinizada que fueron procesados
antes de las 4 horas de extraidos. El aislamiento de
las células se realizo por gradiente de centrifugacion
con ficoll Histopaque-1077 (Sigma), segun el
procedimiento referido por el grupo de trabajo (15).
Brevemente, las muestras de sangre se extrajeron
por puncion venosa periférica a cargo de personal
de laboratorio clinico, se transportaron refrigeradas,
protegidas de la luz y codificadas, antes de las 3
horas de obtenidas. Las células se obtuvieron por
centrifugacion a 2200 rpm con Histopaque 1077
durante 30 minutos (Centrifuga Eppendorf 5415 R).
La capa de la interfase se colecté con micropipeta
y se realizaron 3 lavados de 10 minutos con tampon
PBS frio en iguales condiciones de centrifugacion. El
sedimento de células se resuspendio en tampon PBS
frio (Millipore) con una concentracion aproximada
de 1x105° células/mL. Se determind la supervivencia
celular con azul Trypan (Sigma), que fue del 95%.
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Ensayo cometa. Se realizaron las dos variantes Se cubrieron con cubreobjetos y se colocaron a 4°C
del ensayo cometa simple: la variante alcalina durante 5 minutos. A continuacion, se sumergieron
se desarrollo segin Collins y colaboradores para en solucion de lisis toda la noche a 4°C después de
determinar roturas de simple hebra del ADN (16). retirar los cubreobjetos. Al dia siguiente, se realizd
Brevemente, los leucocitos aislados se mezclaron el desenrollamiento del ADN en tampdn de pH>13
con agarosa de bajo punto de fusion al 0,5% y se (300 mM NaOH/1 mM EDTA) durante 25 minutos a
extendieron sobre duplicados de laminas portaobjetos  4°C. Seguidamente, se efectud la electroforesis en
cubiertas previamente con agarosa regular al 0,75%. este mismo tampon a 25 V, 300 mA.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las pacientes

Localizacion Edad APF cancer Tratamiento antineoplasico Tiempo de Suplementos
del cancer QTP RTP Otro remision antioxidantes
Diferentes localizaciones B ~ Terapia =
CEGS 17 (" grado) Sustitutiva | @0
) RB Bilateral (I grado) ~ : : = ~
Rb-B 18 Otras localizaciones (Il grado) Crioterapia 4 anos
Rb-U <25 19 Diferentes localizaciones QTP? RTP } 1 afio
anos (lll grado)
Nb 19 - QTP? RTP - 1 aho Multivitaminas
20 - QTP? - 1 ano
T™W 21 - QTP? RTP - 1 ano
LLNH 24 - QTP? RTP - 1 ano
M 35 = QTP? - 1 ano -
Mama (I y Il grado) y otras : :
39 localizaciones (Il grado) ACT RTP Tamoxifeno 2 meses
Mama y otras localizaciones A, C (1ra : } i
43 (1'y Il grado) sesion)* Actual
44 Mama y otras localizaciones ACT RTP Tamoxifeno 1 ano
46 - ACT - Tamoxifeno 5 anos
46 - ACT - Tamoxifeno 1 ano Omega 3
47 WEITIE Y GRS EeElrzaianEs ACT RTP Tamoxifeno 1 aho Multivitaminas
(I'y Il grado)
Mama y otras localizaciones Herseptin y =
i 48 (Il grado) ) ) tamoxifeno 2 anos
56 - ACT RTP Tamoxifeno 1 ano -
59 Mama y otras localizaciones ACT RTP Tamoxifeno 1 ano
> 25 .
anos 59 Mama y Ot(Ta;r;?jcoa)hzac'ones ACT - Tamoxifeno 11 afos Multivitaminas
Mama (I grado) y otras :
60 localizaci%nes (I?’grado) ACT RTP Tamoxifeno 2 meses
61 Mama y otras localizaciones A, C, T RTP Tamoxifeno 1 afo =
Mama (I grado) y otras
64 localizaciones - RTP. Tamoxifeno 1 aho Multivitaminas
(I'y Il grado)
71 - ACT RTP Tamoxifeno 1 ano
33 Diferentes localizaciones p RTP i 3 meses
(I'y Il grado)
Cervicouterino y otras
CG 55 localizaciones > - - 1 ano Multivitaminas
(I'y Il grado)
62 Diferentes localizaciones A C,P i i 1 afo
(I'y Il grado)

Leyenda: CEGS: Carcinoma embrionario de Glandulas Suprarrenales; Rb: Retinoblastoma; Nb: Neuroblastoma; TW: Tumor
de Wilms; LLNH: Linfoma Linfoblastico No Hodking; M: Melanoma; CM: Cancer de mama; CG: Cancer Ginecoldgico; APF:
antecedentes patologicos familiares; QTP?: no se obtuvo el dato de la quimioterapia realizada; RTP: radioterapia; *
Paciente con CM que fue control positivo de daio elevado del ADN por exposicion a QTP. A: adriamicina; C: ciclofosfamida;
T: taxol; P: cisplatino
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durante 25 minutos a 4°C (Fuente eléctrica Cenic,
Cuba). La neutralizacion se realiz6 con tampodn frio
0.4 M Tris, pH 7.5. La variante neutral del ensayo
cometa se utilizd para determinar los niveles
endogenos de roturas de doble hebra del ADN en
condiciones de pH neutro. Se realiz6 de manera
similar a la variante alcalina, con la diferencia de
que se utilizd tampon TBE (Tris-borato-EDTA, pH
8,3) para equilibrar los geles durante 25 minutos y
realizar la electroforesis en estas condiciones de pH
neutro por otros 25 minutos (17).

Cuantificacion del dafio en el ADN. En el ensayo
cometa alcalino, el dafio del ADN se cuantifico en UA
(unidades arbitrarias), acorde con 5 niveles (0, 1, 2,
3y 4), de menor a mayor dano (16). En la variante
neutral del ensayo se utilizaron 4 niveles de dano
(1, 2, 3y 4). (15). Los nlcleos tenidos con nitrato de
plata se observaron al microscopio optico de campo
claro a 400x. Se visualizaron 100 ndcleos por lamina
y se observaron 200 nlcleos por cada individuo (16).
Para calcular el dafo se multiplica el nimero de
cometas observados por la clasificacion de los niveles
de dano y se suman los valores obtenidos en cada gel
para cada nivel (16), segln las formulas:

Cometa alcalino:

UA=n0 (0) +n1 (1) +n2 (2) +n3 (3) +n4 (4)
Cometa neutral:

UA=n1 (1) +n2 (2) +n3 (3) +n4 (4)

Donde, n es el nUmero de células en el nivel de dafo.
El valor de las UA cuantificadas en cada lamina se
promedio con su réplica y el valor final se utilizé en
los analisis de los resultados.

Andlisis estadistico. Se aplicoé la estadistica
descriptiva y se determiné la normalidad de los
datos. Los valores del ensayo cometa se expresaron
como la media de las UA cuantificadas + error tipico
de la media (ETM). El dafo del ADN de los controles se
categoriz6 en cuartiles (18). El tercer cuartil (75%) se
utilizé como punto de corte, los niveles de daio por
encima de este valor se consideraron aumentados en
las pacientes, lo que permitio identificar diferencias
individuales. Se determiné el estadigrafo U de Mann
Whitney para comparar dos grupos y el Kruskal-Wallis
ANOVA para la comparacion de multiples grupos; se
consideré una p<0,05 como significacion estadistica.
Se utilizo el paquete estadistico Statistica 7.
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Resultados

Dano basal del ADN en las pacientes por
grupo de edades

Los niveles medios de roturas de simple y doble
hebra del total de las pacientes fueron mayores
(Tabla 2A), comparados con las mujeres controles,
aunque sin significacion estadistica. La comparacion
entre pacientes y controles por grupos de edades
de mayores de 25 anos y las menores de esta edad,
igualmente, no mostro diferencias, (Tabla 2B y 2C).

Al comparar las pacientes con base en estos grupos
de edades se obtuvieron diferencias significativas
en el dano basal por roturas de doble hebra (Tabla
2D, columna de Pacientes). Un analisis de regresion
lineal en este grupo indicé correlacion entre este
tipo de dafo y la edad, (r* = 0,1833; r = 0,4281;
p = 0,036); mientras que para el dano por roturas
de simple hebra no se encontro ninguna relacion
con la edad (r* = 0,0581; r = -0,2411; p = 0,256).
Sin embargo, al comparar a las mujeres controles
por grupo de edad no hubo diferencias (Tabla 2D,
columna de Controles). La regresion lineal indicéd
que no hubo correlacion entre la edad y el dafo del
ADN por ninguna de las variantes del ensayo (DB-
N: r2 = 0,0930; r = -0,3050; p = 0,147; DB-N: r? =
0,0112; r = -0,1057; p = 0,622). Razonablemente, la
diferencia entre edades fue significativa para ambos
grupos (p=0,000).

Dano basal del ADN en las pacientes
segun la presencia de APF-C,

el tratamiento antineoplasico recibido
y el tiempo de remision

Se realizo el analisis de las pacientes agrupadas de
acuerdo con la presencia de APF-C, el tratamiento
antineoplasico recibido y el tiempo de remision
(Figura 1). El analisis comparativo de los diferentes
grupos respecto a las mujeres controles no mostré
diferencias significativas para los dos tipos de roturas
del ADN, excepto en las pacientes politratadas (QTP
+ RTP) (Figura 1A, Grupo 3), que exhibieron un DB-A
aumentado (p= 0,024); mientras que las pacientes
que realizaron monoterapia (QTP o RTP) (Figura
1B, Grupo 4) presentaron valores medios del DB-N
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Tabla 2. Valores medios del DB-N y el DB-A del ADN en las pacientes y las mujeres controles. Analisis por grupos
de edad de menores y mayores de 25 anos. Puntos de corte de las mujeres controles

Dafo del ADN Puntos de
segun grupos de Pacientes Controles P corte: 3er
edad cuartil (75%)
A Total N =24 N =24
Edad Media 42,62+17,5 37,91+12,7 0,32
DB-N 13543 128+3 0,43 137,75
DB-A 31,89+2,4* 24,35+2,4 0,13 30
B > 25 anos N=17 N=17
Edad Media 52+10,8 45+6,3 0,06
DB-N 144,4+5,7** 129+3,6 0,10 135
DB-A 30,26+4,4* 22,7+2,9 0,27 27,5
c < 25 anos N=7 N=7
Edad Media 19,71+2,3 20,6+1,7 0,33
DB-N 117,21+2,4 125,714 0,34 138
DB-A 35,85+2,3* 28,345,8 0,22 34
D <25vs>25
Edad Media 19,7122,3 vs 52+10,8 0,000 20,6+1,7 vs 4516,3 0,000
DB-N 117,21£2,4 vs 144,4+5)7 0,009 125,714 vs 129+3,6 0,679
DB-A 35,85+2,3 vs 30,26x4,4 0,182 28,3+5,8 vs 22,7+2,9 0,182

Leyenda: A: comparacion entre el total de pacientes y el total de controles. B: comparacion entre pacientes y controles
mayores de 25 anos. C: comparacion entre pacientes y controles menores de 25 anos; D: comparacion entre grupo de
pacientes mayores y menores de 25 anos, y entre grupos de controles mayores y menores de 25 anos. DB-A: dano basal
del ADN determinado por ensayo cometa alcalino en unidades arbitrarias, que presenta las roturas de simple hebra del
ADN; DB-N: dano basal del ADN determinado por ensayo cometa neutral en unidades arbitrarias, que representa las

roturas de doble hebra; p<0,05, prueba U de Mann-Whitney.

* Valor por encima del tercer cuartil del dafo por roturas de simple hebra de las mujeres controles
** Valor por encima del tercer cuartil del dano por roturas de doble hebra de las mujeres controles

cercanos a la significacion estadistica (p=0,082). No
obstante, la media del dano por roturas de simple
hebra del ADN de las pacientes con APF-C (Figura 1A,
Grupo 1), las pacientes con tiempo de remision de 1
ano (Figura 1 A, Grupo 6) y las pacientes con tiempo
de remision < 1 afno (Figura 1A, Grupo 7) se observo
elevada, al tener en cuenta el punto de corte de
las mujeres controles. Similarmente, el dano por
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roturas de doble hebra del ADN estuvo incrementado
en las pacientes sin APF-C (Figura 1B, Grupo 2) y en
las pacientes con tiempo de remision > 1 afno (Figura
1B, Grupo 8), en relacion con el punto de corte de
las mujeres controles. De todas las pacientes, solo
las que no recibieron terapia anticancer del tipo
QTP o RTP (Figura 1, Ay B, Grupo 5) tuvieron valores
normales en ambos tipos de dano del ADN.
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Figura 1. Dafio del ADN por ensayo cometa alcalino y neutral
en las pacientes agrupadas de acuerdo con la presencia de
APF-C, el tratamiento recibido y el tiempo de remisiéon. Se
representa la mediana acotada por el 25 y 75 percentiles (1¢" y
3er cuartiles, respectivamente). El tercer cuartil de las mujeres
controles representa el punto de corte del dafio del ADN. A) Dafo
basal del ADN determinado por ensayo cometa alcalino (DB-A)
en los diferentes grupos. B) Dano basal del ADN determinado por
ensayo cometa neutral (DB-N) en los diferentes grupos. Grupo 1:
pacientes con APF-C (DB-A: 32,53 + 4,7; DB-N: 132,5 + 4,5); Grupo
2: pacientes sin APF-C (DB-A: 30,83+4,8; DB-N: 139,3+11); Grupo
3: pacientes con politerapia (QTP + RTP) (DB-A: 36,43 + 4,5; DB-
N: 130 + 5,8); Grupo 4: pacientes con monoterapia (QTP o RTP)
(DB-A: 25,1 + 7,5; DB-N: 150,2 + 12.7); Grupo 5: pacientes que no
recibieron QTP/RTP (DB-A: 26,25 +5,5; DN-N: 130,12 + 4,4); Grupo
6: pacientes con tiempo de remision de 1 afio (DB-A: 33,53 + 4,3;
DB-N: 135,5+ 5,5); Grupo 7: pacientes con tiempo de remision <
1 ano (DB-A: 37 + 8,5; DB-N: 118,7+ 4,8); Grupo 8: pacientes con
tiempo de remision > 1 afio (DB-A: 21,12 + 4,8; DB-N: 145,6 + 16,7);
Grupo 9: mujeres controles (DB-A: 24,35 + 2,4, 3er cuartil: 30 UA;
DB-N: 128 + 3, 3er cuartil: 137.75 UA). Kruskal-Wallis ANOVA para
comparacion de varios grupos: p>0,05. Prueba U de Mann-Whitney
para comparacion de dos grupos: p<0,05 ( );valor cercano a p<0,05
(). Valor por encima del 3er cuartil del dafo del ADN ( )
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Dafio basal del ADN en las pacientes con
base en los puntos de corte del grupo
control

Al analizar el dafo del ADN de las pacientes respecto
a los valores de las mujeres controles, dicotomizados
en cuartiles, se identificaron diferencias individuales
de potencial importancia bioldgica. El tercer cuartil,
que representa el 75%, fue tomado como valor de
referencia o punto de corte. La Gltima columna
de la derecha de la Tabla 2 refleja estos valores
determinados para el total de las mujeres controles,
asi como por grupo de edad (Tabla 2). El analisis de
los valores medios de ambos tipos de dafo en las
pacientes indico que las roturas de simple hebra
del ADN se encuentran aumentadas por encima del
punto de corte en el total de las pacientes (DB-A:
31,89 vs 30), asi como en las mayores de 25 afios (DB-
A: 30,26 vs 27,5) y en las mas jovenes (DB-A: 35,85
vs 34). Por otra parte, las roturas de doble hebra,
determinadas por ensayo cometa neutral, estuvieron
aumentadas por encima del punto de corte en las
pacientes mayores (DB-N: 144,4 vs 135).

El andlisis de los valores individuales del dano
basal del ADN en relacion también a los puntos de
corte, en las pacientes agrupadas segln el tiempo
de remision (Tabla 3), permitio observar que en los
tiempos de dos y tres meses hubo un predominio del
DB-A elevado, mientras que en los tiempos largos
prevalecio un incremento del DB-N. En el grupo
mayoritario de un aio de remision, ambos tipos de
roturas estuvieron aumentadas en una proporcion
similar, con ocho pacientes afectadas para cada
tipo de rotura del ADN. A su vez, al tener en cuenta
el tratamiento recibido con QTP y/o RTP, nueve
pacientes presentaron aumento de uno u otro tipo
de roturas del ADN. De acuerdo con los APF-C, 11
pacientes tuvieron afectados los valores de uno u
otro tipo de dafno del ADN.

Al considerar el total de pacientes, el 41,6% (10/24)
tuvo aumento de roturas de simple y/o doble
hebra del ADN respecto a los puntos de corte para
las edades correspondientes. En este subgrupo se
observo que la mayoria fue mayor de 25 anos, en la
que seis presentaron elevacion en el DB-Ay nueve en
el DB-N, con predominio del grupo de CM, donde dos
exhibieron incremento concomitante de ambos tipos
de dano del ADN.



LaTabla 3 también muestra los valores utilizados como
control positivo, correspondientes a una paciente
con CM que estaba recibiendo quimioterapia en el

momento de realizar la investigacion. En relacion hebra del ADN.
con los puntos de corte de las mujeres controles
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mayores de 25 afos, ambos tipos de roturas de
hebra del ADN estan incrementadas, 7 veces para las
roturas de simple hebray 1,6 veces para las de doble

Tabla 3. Distribucion de los niveles de DB-Ay DB-N del ADN en las pacientes con cancer en remision, segun el
tiempo de remision del cancer. Se describe si recibieron QTP y/o RTP, la localizacion del cancer y la presencia de

APF de cancer

. Tratamiento
TledeO antineoplasico con QTP
remiiién o il
QTP RTP
ACT RTP
2 meses
ACT RTP
3 meses P RTP
QrP? RTP
QTP? RTP
QTP?
QTP? RTP
QTP? RTP
QTP?
ACT RTP
1 afo ACT
ACT RTP
ACT RTP
ACT RTP
ACT RTP
AC P RTP
R RTP
ACT RTP
2 afos -
4 afnos -
5 afios ACT
11 afos ACT
A, C
Actual (1ra sesion)

Localizaciéon

CM

M
CG
CEGS
Rb-U

LLNH

™M
CM
M
CG
™M
M
M
CG
CM
CM
™M
Rb-B
CM
M

™M

APF cancer

Mama (ly Il grado)g¥aodtg?s localizaciones (Il

Mama (I grado) y otras localizaciones (Il grado)
Diferentes localizaciones (I y Il grado)
Diferentes localizaciones (Il grado)

Diferentes localizaciones (Il grado)

Mama y otras localizaciones

Mama y otras localizaciones (I y Il grados)

Cervicouterino y otras localizaciones (I y Il grados)

Mama y otras localizaciones
Mama y otras localizaciones
Diferentes localizaciones (I y Il grado)

Mama (I grado) y otras localizaciones (I y Il grado)

Mama y otras localizaciones (Il grado)

RB Bilateral (I grado) Otras localizaciones (Il grado)

Mama y otras localizaciones (I grado)

Mama y otras localizaciones (I y Il grado)

Edad

39

43

DB-A
(UA)

27

30*
54*
36*
35*
28,5
61
18
40,5*
25
75*
24,5
18
11
41
52* a
49,5+ 2
17,5
13,5
24
26
32
15
11,5
194*

DB-N
(UA)

109

124
123
130
113
112,5
108,5
107
107,5
162,5*
115,5
169*
175"
127,5
132,5
152** a
1422
146,5*
141,5*
160,5*
121
142
194*
125,5

215*

Leyenda: A: adriamicina< C: ciclofosfamida: T: taxol; P: cisplatino. QTP?: no se obtuvo el dato de la quimioterapia
realizada. RTP: radioterapia. CM: Cancer de mama; CG: Cancer Ginecoldgico; CEGS: Carcinoma embrionario de Glandulas
Suprarrenales; Rb-U: Retinoblastoma unilateral; Rb-B: Retinoblastoma bilateral Nb: Neuroblastoma; TW: Tumor de
Wilms; LLNH: Linfoma Linfoblastico No Hodking; M: Melanoma. DB-A: dafno basal del ADN determinado por ensayo cometa
alcalino; DB-N: dafo basal del ADN determinado por ensayo cometa neutral; UA: Unidades Arbitrarias. Itdlica: control

positivo de valores elevados de dafio del ADN en paciente con CM que recibio la primera sesion de QTP

* Valor por encima del tercer cuartil del dafo por roturas de simple hebra de las mujeres controles
** Valor por encima del tercer cuartil del dafo por roturas de doble hebra de las mujeres controles

2 Indica aumento de ambos tipos de dafo del ADN por encima del tercer cuartil de las mujeres controles
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Dafo basal del ADN en las pacientes y
consumo de suplementos nutricionales
antioxidantes

Un grupo de las pacientes habia realizado tratamiento
con antioxidantes previo al estudio (N=6), mientras
el resto no lo realizd (N=18). La comparacion
entre ambos grupos (Tabla 4) reflejé que el DB-A
fue significativamente mas bajo en las que habian
consumido tales suplementos (p=0,006), mientras
que no hubo diferencias para el DB-N (p=0,386).
Al comparar este grupo con las mujeres controles
(N=24), no hubo diferencias en ninguno de los danos
basales determinados (DB-N: p= 0,213: DB-A: p=
0,194), aunque el DB-N fue mas elevado, teniendo en
cuenta el punto de corte correspondiente del total
de las mujeres controles (DB-N: 141,8 vs. 137,75).
Contrariamente, las pacientes que no consumieron
antioxidantes presentaron aumento significativo del
dano basal por roturas de simple hebra del ADN (DB-
A: p=0,0136). El dano por roturas de doble hebra en
este grupo fue normal (DB-N: 132,8 vs 137,75), al
considerar el punto de corte del total de las mujeres
controles.

Tabla 4. Niveles del DB-N y el DB-A del ADN en las
pacientes con cancer en relacion con el consumo de
antioxidantes

Pacientes Pacientes
A (Antioxidantes) (No Antioxidante) p
N=6 N=18
Edad 48,3+15,9 40,7+18 0,404
DB-N 141,8+10,2 132,8+5,6 0,386
DB-A 17,8+2,9 36,6+3,8 0,006
Pi_acigntes Controles
B (Antioxidantes) - P
N=6 N=24
Edad 48,3+15,9 37,91+12,7 0,073
DB-N 141,8+10,2 128+3 0,213
DB-A 17,8+2,9 24,35+2 4 0,194
Pacientes Controles
C (No Antioxidantes) - P
N=18 N=24
Edad 40,7+18 37,91+12,7 0,731
DB-N 132,845,6 12843 0,732
DB-A 36,6+3,8 24,35+2 4 0,013

Leyenda: A: comparacién entre pacientes con o sin
tratamiento antioxidante. B: comparacion entre pacientes
con tratamiento antioxidante y el total de controles. C:
comFaraaon entre pacientes sin tratamiento antioxidante

total de controles; DB-A: dafo basal del ADN
determinado por ensayo cometa alcalino en unidades
arbitrarias, que presenta las roturas de simple hebra del
ADN; DB-N: dano basal del ADN determinado por ensayo
cometa neutral en unidades arbitrarias, que representa
las roturas de doble hebra; p<0,05, prueba U de Mann-
Whitney.

Dano basal del ADN en las pacientes con
cancer de mama y tratamiento
con tamoxifeno

Las 13 pacientes con CM incluidas en el analisis
comparativo se encontraban realizando tratamiento
con tamoxifeno en el momento del estudio. Al
comparar este grupo con respecto a las mujeres
controles mayores de 25 anos (Tabla 5A), no hubo
diferencias significativas en el dano basal del ADN
(DB-N: p=0,216 y DB-A: p=0,131). Teniendo presente
que cuatro de las pacientes habian consumido
antioxidantes, se compararon las pacientes segln
si habian consumido o no antioxidantes y con las
mujeres controles mayores de 25 anos.

Tabla 5. Niveles del DB-N y el DB-A del ADN en las
pacientes con cancer de mama en remision con
tratamiento de tamoxifeno.

A Pacientes Controles p
(Tamoxifeno) N=13 > 25 afos N=17
Edad 53,8+9,4 45,9+5,9 0,052
DB-N 143,2+7,1 129+3,6 0,216
DB-A 31,345,1 22,7+2,9 0,131
Pacientes Pacientes
B (Tamoxifeno) (Tamoxifeno) p
(No antioxidantes) (Antioxidantes)
N=9 N=4
Edad 53,7+10,1 54+8,9 0,877
DB-N 138,918,9 152,7+17,9 0,280
DB-A 37,746,2 16,8+8,7 0,020
Pacientes
. Controles
Cc (Tam9x1feno) > 25 afos p
(No antioxidantes) _
N=9 N=17
Edad 53,7+10,1 45,9+5,9 0,100
DB-N 138,918,9 129+3,6 0,434
DB-A 37,7£6,2 22,7429 0,033
Pacientes Controles
D (Tamoxifeno) > 25 afos o)
(Antioxidantes) N=4 N=17
Edad 54+8,9 45,9+5,9 0,151
DB-N 152,7+17,9 129+3,6 0,054(*)
DB-A 16,8+8,7 22,7+2,9 0,370

Leyenda: A: comparacion entre pacientes con CM vy
tamoxifeno vs, mujeres controles mayores de 25 afos.
B: comparacion entre pacientes con tratamiento de
tamoxifeno respecto al consumo de antioxidantes.
C: comparacion entre pacientes con tamoxifeno y sin
antioxidantes vs. mujeres controles mayores de 25
anos. D: comparacion entre pacientes con tamoxifeno
y_antioxidantes vs. mujeres controles mayores de 25
anos. DB-A: dafno basal del ADN determinado por ensayo
cometa alcalino en unidades arbitrarias, que presenta las
roturas de simple hebra del ADN; DB- N: dano basal del
ADN determinado por ensayo cometa neutral en unidades
arbitrarias, que representa las roturas de doble hebra;
p<0,05; (*) valor cercano a la significacion estadlstlca,
prueba U de Mann- -Whitney.



Se obtuvo que las pacientes con tratamiento
de tamoxifeno que no utilizaron antioxidantes
presentaron niveles mayores de roturas de simple
hebra del ADN que fueron significativos, respecto
a las pacientes que realizaron ambos tratamientos
(DB-A: p=0,020), (Tabla 5B) y a las mujeres controles
(DB-A: p=0,033), (Tabla 5C). Por su parte, el grupo
de pacientes que realizd los dos tratamientos
mostro similitud con las mujeres controles (Tabla
5D) en las roturas de simple hebra del ADN (DB-
A: p=0,370). Las roturas de doble hebra del ADN,
aunque estadisticamente estuvieron cercanas a la
significacion estadistica (DB-N: p=0,054), estuvieron
elevadas con respecto al punto de corte del total de
las mujeres controles (DB-N: 152,7 vs 137,75).

Discusioén

Los valores medios de dano del ADN de las pacientes,
determinado por ambos métodos, fueron semejantes
a los de las mujeres controles (Tabla 2A, puesto
que las diferencias entre los grupos no tuvieron
significacion estadistica. En personas sanas, los
niveles de dano al ADN se mantienen relativamente
constantes por la contribucién de los sistemas
de reparacion (19). Es posible conjeturar que la
presencia de valores medios normales de este
marcador en estas pacientes se debe a una reparacion
eficiente, que permite controlar el dafo imputado
por factores modificadores como el ambiente, el
tratamiento recibido, la dieta, el estilo de vida y el
metabolismo. Si tenemos en cuenta que las pacientes
se encontraban en seguimiento clinico por remision
del cancer y no presentaban la enfermedad en el
momento de realizar la investigacion, es posible
considerar que su eliminacion esté determinando
valores normales de dano del ADN. Relacionado con
esto, se ha reportado que la reseccion quirdrgica de
tumores ha restablecido los niveles de antioxidantes
del plasmay ha reducido los niveles de dano oxidativo
en linfocitos de pacientes con cancer (20).

Al analizar el dano del ADN por edades de mayores
y menores de 25 afnos, no hubo diferencias entre
los grupos de estudio (Tabla 2B y 2C). Sin embargo,
la comparacion entre pacientes con base en estos
grupos de edades mostro diferencias significativas
(Tabla 2D) y reveld que el aumento del dano por
roturas de doble hebra del ADN estuvo asociado al
incremento de la edad. De hecho, nueve pacientes
mayores de 25 afos presentaron aumento de este
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tipo de roturas del ADN en relacion con el punto de
corte de las mujeres controles, mientras que solo
una paciente joven exhibid el DB-N elevado (Tabla 3).
Este hallazgo podria deberse a una eficacia reducida
en la reparacion de este tipo de roturas en las de
mas edad (21). Especificamente, se ha encontrado
una relacion inversa entre la reparacion de roturas
de doble hebra del ADN y la edad, mientras que la
reparacion de roturas de simple hebra se mantiene
conservada hasta edades avanzadas (22). En las
mujeres controles no se observd esta relacion
entre el daifo del ADN y la edad. Esto podria estar
relacionado con la composicion de las edades de
este grupo, que presentd un promedio de edad mas
bajo que el de las pacientes debido a una menor
representacion de edades mayores de 55 afos. No
obstante, los tamafos muestrales no discordaron y
no hubo diferencias significativas globales entre las
edades de ambos grupos.

De las 24 pacientes estudiadas, el 41,6% presento
valores individuales incrementados de roturas de
simple y doble hebra del ADN, en relacion con el
tercer cuartil del grupo control, aun cuando no hubo
diferencias significativas globales. Especificamente,
la presencia de antecedentes familiares de cancer
en 11 de ellas podria ser un factor predisponente
que pudiera estar contribuyendo a niveles elevados
de dano del ADN, aun cuando no se pudo tener el
dato del grado de parentesco en todas ellas (Tabla
3). Aunque el analisis, de acuerdo con la presencia
0 no de estos antecedentes, no mostro diferencias
significativas en comparacion con las mujeres
controles, ciertamente el grupo con APF-C presento
el DB-A aumentado por encima del punto de corte
del grupo control. Al respecto, se ha reportado en
linfocitos de la sangre una relacion entre la historia
familiar de cancer y la presencia de inestabilidad
genomica, una sensibilidad incrementada al efecto
genotdxico de mutagenos, asi como una capacidad
de reparacion disminuida del ADN. En este contexto,
se ha sugerido que la acumulaciéon del daio del
ADN podria contribuir a la carcinogénesis, unida
a la exposicion ambiental y a una susceptibilidad
genética (23,24). Por un lado, mutaciones germinales
en uno de los alelos de los genes BRCA1, BRCA2
(6,25) o RB (7), asi como variantes polimorficas
de genes de la reparacion han sido asociadas con
un riesgo incrementado de cancer. Estas variantes
pueden resultar en la pérdida de la funcionalidad de
muchos genes, lo que es un elemento clave en la
susceptibilidad al cancer en individuos de familias
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con cancer y también en individuos de la poblacion
general (26,27). En correspondencia con lo anterior,
es posible conjeturar que las 11 pacientes con
historia familiar de cancer presentan una mayor
susceptibilidad genética para la enfermedad, y
seria pertinente conocer si son portadoras de estos
marcadores genéticos. Particularmente, el grupo
mayoritario correspondié a CM, en el que seis con
dano elevado del ADN presentaron antecedentes
familiares de CM y, ademas, especificamente de
ovario y prostata en dos de ellas. Teniendo en cuenta
la relacion entre mutaciones en los genes BRCA y un
mayor riesgo de cancer de mama, ovario y prostata
(6,26), unido a la presencia de antecedentes
familiares de estas localizaciones, podria plantearse
que tienen una mayor susceptibilidad genética al
cancer. Curiosamente, estas dos pacientes presentaron
aumento de ambos tipos de roturas del ADN por
encima de los respectivos puntos de corte de las
mujeres controles. Por otra parte, en todas las
que tuvieron APF se recoge la presencia de otras
localizaciones de cancer, donde otras cuatro mujeres
mostraron especificamente elevacion del DB-N. Como
se conoce, los genes BRCA participan en la reparacion
de las roturas de doble hebra del ADN, y mutaciones
en estos genes también han sido implicadas en el
riesgo de cancer de otras localizaciones (28,29). Por
lo que cabria plantearse la posibilidad de que algunas
de estas pacientes fueran portadoras de mutaciones
en estos genes.

Llam6 la atencion que, aun cuando no hubo
diferencias significativas, el grupo de pacientes
sin APF-C presentd los niveles medios del DB-N por
encima del punto de corte de las mujeres controles.
Cabe sefalar al respecto que, dentro de este grupo,
las que tuvieron el DB-N elevado fueron mayores de
25 anos, y ademas todas habian estado expuestas a
tratamientos con QTP y/o RTP. Si consideramos que
diferentes factores pueden contribuir al dano del
ADN, el incremento en las roturas de doble hebra
pudiera deberse al efecto combinado de la edad,
el tratamiento antineoplasico que recibieron, y la
presencia de alguna susceptibilidad individual no
identificada, que no implica a los APF-C, ademas de
la dieta, el estilo de vida, la exposicion ambiental,
el metabolismo celular (11,30,31).

De las 20 pacientes que estuvieron bajo la influencia
de QTP y/o RTP, nueve de ellas presentaron aumento
en uno u otro tipo de roturas del ADN (Tabla 3)
con respecto a los puntos de cortes de las mujeres

controles. Aunque no se tuvo el dato de los farmacos
utilizados en el total de ellas, teniendo en cuenta
los efectos carcinogénicos acumulativos de este tipo
de terapia, la elevacion de ambos tipos de roturas
del ADN en este subgrupo podria estar relacionada
con el tratamiento antineoplasico recibido, unido
a una reparacion ineficiente del ADN (11,12). De
hecho, el analisis, segin el tratamiento recibido,
mostro diferencias significativas en el DB-A de las
pacientes politratadas (QTP + RTP) en relacion
con las mujeres controles, mientras que las que
realizaron monoterapia (QTP o RTP) presentaron
valores medios cercanos a la significacion estadistica
en el DB-N (Figura 1).Teniendo presente que tanto
la QTP como la RTP producen roturas de simple y
doble hebra del ADN, podria esperarse que las que
recibieron politratamiento tuvieran también niveles
significativos del dano por roturas de doble hebra del
ADN, debido a la accion sinérgica o aditiva de ambos
tipos de terapia; aun mas, cuando la mayoria realizo
esquemas con varios agentes quimioterapéuticos
unidos a la RTP. Al tratarse de pacientes en
proceso de remision, es presumible que, mediante el
sistema de respuesta al dano del ADN, se activaran
los mecanismos de reparacion y actuaran en la
eliminacion de este. El mecanismo de recombinacion
no homologa es uno de los mecanismos celulares de
reparacion que revierten las roturas de doble hebra
del ADN. Es el que predomina, ya que esta activo
a lo largo del ciclo celular, y aunque es propenso
a error puede actuar rapidamente ante el dafo
de doble hebra producido por la RTP (31, 32). En
tal caso, podria ser particularmente el mecanismo
operante en las que realizaron QTP + RTP para
reparar y mantener las roturas de doble hebra
del ADN dentro de los valores de referencia de las
mujeres controles. Al respecto, estudios realizados
en linfocitos de sangre periférica de pacientes con
riesgo de cancer de mama familiar o cancer de mama
esporadico, expuestos a irradiacion, reportaron que
la reparacion no homdloga estuvo incrementada en
comparacion con personas sanas (31).

El DB-A, que en las pacientes politratadas estuvo
elevado, representa el dano por roturas de simple
hebra generadas durante la reparacion del dano
oxidativo del ADN, producido por el metabolismo
oxidativo, asi como por la accion de agentes
externos como la QTP y RTP, unidos a exposicion
ambiental, entre otros factores (31). Los agentes
quimioterapéuticos y la RTP, ademas de toxicidad
inmediata, producen efectos toxicos a largo plazo



(10,11). Estos efectos toxicos se ejercen sobre otros
tejidos que no son los blancos de estas terapias, por
ejemplo, el tejido linfoblastoide. Los efectos a largo
plazo o tardios se manifiestan posteriormente a los
seis meses 0 mas después del tratamiento, lo que se
ha relacionado con la hipersensibilidad al tratamiento
(31,32) De conformidad con lo anterior, varios
autores en estudios experimentales en linfocitos de
sangre periférica de pacientes con cancer de mama
tratados con RTP encontraron correspondencia entre
los niveles bajos de dano del ADN y un riesgo bajo a
eventos adversos de la RTP (31, 33). Aunque en estos
estudios se determiné el dano residual por roturas
de doble hebra, y dado que en el presente trabajo
no se tuvieron en cuenta los eventos de toxicidad
postratamiento, seria de interés determinar
en futuros estudios la correlacion entre ambos
tipos de dano del ADN y la presencia de eventos
adversos postratamientos como efectos tardios.
No obstante, teniendo presente que la mayoria de
las pacientes politratadas se encontraban en un
periodo postratamiento mayor a los seis meses, seria
posible considerar que el incremento significativo
del DB-A pudiera estar reflejando un efecto tardio
postratamiento a nivel de la médula 6sea. Como
consecuencia del estrés genotdxico, provocado por
ambos tipos de terapias, pudiera manifestarse como
dano residual por roturas de simple hebra del ADN,
al generarse niveles elevados de especies reactivas
del oxigeno.

Ala vez, debemos tener presente que la sensibilidad
individual con la cual se responde a los tratamientos
aplicados, dada por polimorfismos genéticos en los
genes de los diferentes sistemas de respuesta y
reparacion del dano del ADN, pudiera explicar los
resultados observados (31). De esta manera, un
estudio por ensayo cometa alcalino report6 una gran
variabilidad interindividual en pacientes con cancer
de mama frente a la poliquimioterapia utilizada,
desde la no deteccién de dafo del ADN hasta la
cuantificacion de niveles elevados por encima de los
basales. Esta respuesta estuvo correlacionada con
polimorfismos en los genes de la enzima glutation
S-transferasa, enzima detoxificadora implicada
en el metabolismo de compuestos xenobioticos.
Particularmente, las pacientes que presentaron los
genotipos GSTM1 tuvieron mayor dano del ADN (14).
De acuerdo con lo anterior, podria conjeturarse sobre
la posibilidad de que las pacientes que tuvieron el
dano elevado del ADN significativamente presentaran
alguna variante polimorfica de esta enzima u otras
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proteinas involucradas en la eliminacion del dano
del ADN.

De acuerdo con la teoria de los diferentes niveles
de dano del ADN en los diferentes estados de la
transformacion maligna, el dafo elevado del ADN
inducido por QTP y/o RTP en células normales, si
supera los llamados niveles homeostaticos (normales)
de dano, de no ser reparado correctamente podria
acumularse y activar vias de seializacion oncogénicas
que pudieran promover la transformacion malignay el
crecimiento incontrolado, con la posible ocurrencia
de cancer secundario (34). Por consiguiente, los
niveles elevados del dano del ADN en estas pacientes
podrian ser tomados en cuenta como una sefal
de alerta en el seguimiento clinico del cancer en
remision.

Partiendo de esta variabilidad individual en la
respuesta a los tratamientos antineoplasicos, que
implica grados variables de toxicidad y de dano
del ADN por encima de los normales, en relacion
con estos tratamientos antineoplasicos, resulta
importante monitorear a los pacientes en el periodo
de remision. Aun en remision exitosa existe un riesgo
incrementado de desarrollar cancer secundario
después de recibir estos tratamientos (31, 32, 34).
Por ejemplo, se ha determinado el riesgo de cancer
secundario después de 10 y 15 afios del tratamiento
para el cancer de mama (8,9) y después de 14 anos
de tratamiento para multiples canceres (35). Varios
autores han determinado los niveles basales de dano
del ADN por ensayo cometa en el cancer después
de finalizar el tratamiento antineoplasico, a los 80
dias (12), a los 6 meses y al afo (11,36). Otros han
planteado la utilidad de este marcador por ensayo
cometa al final del tratamiento para determinar la
relacion con la recurrencia y supervivencia (11) y
predecir las probabilidades de remision del cancer
a los 5 anos (14). De manera similar, en el presente
trabajo se ha utilizado el ensayo cometa en sus
dos variantes para determinar las roturas basales
de simple y doble hebra del ADN en pacientes
femeninas con cancer en remision y la identificacion
de diferencias individuales de potencial importancia
clinica. Aunque los periodos de remision variaron
desde dos meses hasta 11 afnos, la mayoria (66,7%) se
encontraba en el afio de remision (Tabla 3). El analisis
comparativo de acuerdo con los diferentes tiempos
de remision no informo diferencias significativas
con respecto al grupo control. No obstante, en las
pacientes con tiempo de remision de 1 ano el DB-A
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se observo aumentado en relacion con el punto de
corte de las mujeres controles (Figura 1, Grupo
6). Este hallazgo podria estar reflejando un efecto
cronico del tratamiento recibido, teniendo en cuenta
que la mayoria recibié poliquimioterapia, unida a
radioterapia. Al respecto, se ha planteado que el uso
de los leucocitos aislados de la sangre como células
subrogadas, mediante el ensayo cometa, permite
determinar la genotoxicidad cronica y subcronica
(11). Por otro lado, cabria esperar que en el tiempo
de remision < 1 afo (dos y tres meses), el dafo del
ADN estuviera incrementado significativamente,
semejante al observado en el control positivo,
en el que el DB-A y el DB-N se elevaron siete y
aproximadamente dos veces, respectivamente. En
correspondencia con este incremento esperado,
varios autores obtuvieron niveles significativos de
dano del ADN mediante ensayo cometa en pacientes
tratadas con radioterapia y quimioterapia combinada
(11,12). Sin embargo, se advirtio solo un incremento
en las roturas de simple hebra del ADN, con valores
semejante al dano cuantificado en el tiempo de
remision de un ano (Figura 1, Grupo 7). Esto podria
deberse a una respuesta adaptativa como resultado
de la activacion de los mecanismos de reparacion
del ADN frente al dafo inducido por el tratamiento
antineoplasico (11). Contrasté que en el grupo de
remision > 1 ano el DB-N estuvo elevado (Figura 1,
Grupo 8), en el que dos pacientes contribuyeron al
incremento en relacion con el punto de corte del
grupo control. En una de ellas con CM, se esperaria
que transcurridos cinco anos los mecanismos de
recombinacion homéloga y no homologa, entre
otros, eliminaran las roturas de doble hebra del ADN
imputadas por la poliquimioterapia (37). Por otra
parte, la que presentaba Rb-B no recibio QTP y/o
RTP. Como ya se ha mencionado, factores como la
dieta, el estilo de vida, la exposicion ambiental,
el metabolismo celular (11,30), podrian estar
relacionados con el incremento del DB-N en ellas. A
su vez, la presencia de una susceptibilidad genética
individual, también ya sugerida (26,27), podria
estar influenciando el dafo del ADN. Especialmente,
en esta Ultima afectada de Rb-B, que presenta
antecedentes familiares de la enfermedad en primer
grado, la presumible variante heredable de Rb le
atribuye un riesgo incrementado de desarrollar
nuevos tumores en tejidos fuera del ojo (7,38).

Estudios recientes han evidenciado la participacion
de la proteina Rb en las vias de reparacion de las
roturas de doble hebra del ADN (7). Esta variabilidad
interindividual, observada en ambos tipos de roturas

del ADN segln el tiempo de remision, probablemente
se deba a la heterogeneidad y al tamano pequeno de
la muestra. No obstante, una investigacion reciente
ha reportado el seguimiento de pacientes femeninas
con cancer primario de mama durante diferentes
periodos de 1, 5, 10 y 15 afos en la identificacion de
cancer secundario (39).

De modo que los valores elevados de ambos tipos
de roturas del ADN, identificados respecto a los
puntos de corte de las mujeres controles, resultaron
informativos en relacion con las diferencias
individuales de estas pacientes, que pueden ser
tomadas en cuenta en el seguimiento clinico ante el
posible riesgo de alta recidiva, cancer secundario y
pobre supervivencia (13,14). Analogamente, el uso
de cuartiles de los controles se ha reportado en el
analisis del dafio del ADN por ensayo cometa en el
cancer (18).

El uso de terapias antioxidantes en el cancer resulta
controversial debido a los efectos adversos que
pueden provocar en el metabolismo oxidativo, sobre
todo si se usan en dosis elevadas, puesto que pueden
inhibir las funciones de especiesreactivasimportantes
del oxigeno, como el peroxido de hidrégeno. De
este modo, pueden interferir con la eficacia del
tratamiento con quimioterapia y radioterapia,
que median su accion en parte a través de la
generacion de radicales libres (1,40). No obstante,
se ha planteado que el consumo de multivitaminas
y micronutrientes en el rango de las dosis diarias
recomendadas puede resultar seguro en el cancer
en régimen de tratamiento con quimioterapia y/o
radioterapia. Se estima que, en dosis adecuadas,
permiten tolerar mejor los efectos adversos de estas
terapias antineoplasicas y restablecer los niveles
de antioxidantes que se encuentran deficitarios
debido al propio tratamiento (1). En el presente
trabajo, un grupo de pacientes realiz6 tratamiento
con suplementos multivitaminicos; especificamente,
consumieron una mezcla de vitaminas del complejo B
y retinol, mientras una paciente utilizd omega 3. Las
vitaminas del complejo B son vitaminas esenciales
que intervienen en el funcionamiento fisioldgico del
organismo, como la sintesis y reparacion del ADN,
el ciclo de la metilacion, el sistema inmune, la
respuesta inflamatoria y el metabolismo energético.
Ademas, actlan como cofactores en reacciones
enzimaticas (41).

Muchas de estas vitaminas tienen un efecto
antioxidante. Por ejemplo, la tiamina (Vitamina B1)
esta implicada indirectamente como cofactor en la



via de sintesis del NADPH (del inglés, nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate), un agente
reductor importante que participa en las reacciones
enzimaticas del sistema de la enzima glutation
peroxidasa/reductasa y de la tioredoxina peroxidasa
(42). A esto se suma una débil participacion, también
indirecta, en la via de regulacion de la expresion de
genes de enzimas antioxidantes a través de Nrf2/
ARE (del inglés, transciption factor Nfr2/antixidant
response element) (43). La rivoflavina (Vitamina B2)
es convertida a dos cofactores importantes, el FMN
(del inglés, Flavin Mononucleotide) y el FDA (del
inglés, Flavin Adenine Dinucleotide) que participan
en numerosas reacciones de oOxido-reduccion,
como las del sistema de las enzimas glutation
reductasa/xantina oxidasa. Igualmente, influye en
las concentraciones de las enzimas antioxidantes
superoxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa, al parecer a través de la inhibicion
de la via de sefalizacion proinflamatoria de NfkB
(del inglés, nuclear factor kB), por lo que realiza
una importante funcion en el estatus antioxidante
celular. Su uso en la prevencion del cancer ha sido
ilustrado en varios estudios (44). La nicotinamida
(forma de amida de la vitamina 3), es un precursor
del NAD+ (del inglés, Nicotinamide Adenine
Dinucleotide), un cofactor enzimatico de reacciones
redox para la produccion de energia, y su estatus ha
sido relacionado con la regulacion de la estabilidad
genomica, debido al alto consumo de energia de
los mecanismos de reparacion del ADN (45). La
piridoxina (vitamina 6) ejerce su accion antioxidante
al neutralizar directamente algunos radicales, lo que
puede tener un efecto en la peroxidacion lipidica,
mientras que indirectamente contribuye a regular
los niveles de homocisteina. La auto oxidacion de
la homocisteina en altas concentraciones genera
radicales libres y produce incremento del estrés
oxidativo. En consecuencia, los niveles de cisteina
pueden alterarse y afectarse la sintesis de GSH
(del inglés, reduced glutathione), una molécula
celular antioxidante importante. De hecho, parecio
mejorar la capacidad antioxidante en pacientes con
carcinoma hepatocelular, posterior a la reseccion del
tumor (46). Un mecanismo semejante se ha descrito
para el acido folico (vitamina B9) (47), del cual se
ha reportado riesgo disminuido de cancer de mama
en mujeres altas consumidoras de esta vitamina
(44). La cianocobalamina (vitamina B12) destaca por
atribuirsele varias propiedades antioxidantes entre
las se menciona la neutralizacion directa de especies
reactivas del oxigeno, como el aniéon superoxido;
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indirectamente, contribuye a preservar el GSH y a
reducir los niveles de estrés oxidativo producido por
concentraciones altas de homocisteina y productos
avanzados de la glicacion de proteinas. Se ha sugerido
gue en concentraciones subclinicas podria mediar
el estrés oxidativo y contribuir a la carcinogénesis
mediante la oxidacion del ADN (47).

El retinol (vitamina A), otra de las vitaminas de la
mezcla utilizada por las pacientes, participa en la
regulacion de la proliferacion y la diferenciacion,
la activacion de supresores tumorales, a través
de la activacion de factores de la transcripcion
especificos. Al haberse evidenciado que varios tipos
de canceres no expresan una de las proteinas de
union del retinol en el citosol, involucrada en la
biodisponibilidad de este, se ha sugerido la utilizacion
de esta vitamina en la prevencion y tratamiento del
cancer (48). Por Ultimo, el acido graso de cadena
larga omega 3 ha sido implicado en la inhibicién de
la via de sefalizacion proinflamatoria de NfkB y en
la reduccion de derivados lipidicos proinflamatorios.
Estudios preclinicos y de casos y controles han
apuntado hacia su utilizacion en la disminucién del
riesgo de cancer (49).

De modo que, en teoria, la accion de la mezcla de
vitaminas del complejo B y retinol, y de omega 3, en
las pacientes que consumieron estos suplementos,
podria promover una disminucion del impacto
del estrés oxidativo causado por los tratamientos
antineoplasicos y otros factores que contribuyen
al dano del ADN. Estas mostraron disminucion
significativa en el dano del ADN por roturas de
simple hebra, mientras que no hubo efecto desde
el punto de vista estadistico en las de doble hebra,
aunque estuvieron por encima del punto de corte de
las mujeres controles (Tabla 4A y 4C). Sin embargo,
el efecto observado en el DB-A y el DB-N podria no
deberse a la accion antioxidante de los suplementos,
al tiempo que hubo factores no controlados como
la dosis, la composicion del suplemento empleado,
el consumo de frutas y vegetales y la presencia de
polimorfismos genéticos en las enzimas antioxidantes
(50), que pudieron influir en los resultados
obtenidos. Por otra parte, el origen sintético de los
suplementos utilizados, unido a un posible efecto de
estrés reductivo (antioxidativo), podrian contribuir
a causar mayor dafio (41), lo que podria relacionarse
con el incremento observado en las roturas de doble
hebra del ADN, aunque no significativo.
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El tamoxifeno es una droga con efecto antiestrogénico
que, aunque presenta efectos beneficiosos en la
quimioterapia y la quimio prevencion del cancer de
mama, se ha asociado con un riesgo incrementado
de cancer endometrial como segundo neoplasma
maligno (51,52). Su efecto carcinogénico se ha
relacionado con la formacion de aductos covalentes
con el ADN (52) y con una alteracion de la sefalizacion
del receptor alfa de estrogeno y la via de respuesta
y reparacion del dano del ADN (51,52) en el tejido
uterino. Sin embargo, la formacion de aductos de
ADN ocurre a niveles tan bajos en el tejido uterino,
durante el tratamiento oral con este agente, que
resulta poco probable que este sea el mecanismo que
dirija el desarrollo de cancer de endometrio (52).

En nuestro estudio todas las pacientes con cancer
de mama se encontraban consumiendo tamoxifeno,
lo que parecio no modificar globalmente los valores
promedios de dano del ADN con respecto al de las
mujeres controles (Tabla 5). Una investigacion
semejante evalu6 el dano potencial que puede
provocar el tamoxifeno en el ADN de linfocitos
periféricos y células de cancer de mama por ensayo
cometa alcalino y neutral. Los resultados mostraron
la presencia de roturas de simple y doble hebra del
ADN y de purinas y pirimidinas oxidadas en ambos
tipos de células. En las condiciones experimentales
utilizadas, se observo, ademas, que las roturas de
doble hebra del ADN no se repararon completamente
en los linfocitos de la sangre (53). De forma
interesante, este tipo de dano del ADN se encontro
elevado en las pacientes analizadas, por encima del
correspondiente punto de corte. A su vez, se planteo
que este medicamento parece ejercer su efecto
deletéreo en el ADN a través de la generacion de
radicales libres, al obtenerse que fuera modulado
por antioxidantes (54). En concordancia con lo
anterior, en nuestro trabajo el dafo basal del ADN
por roturas de simple hebra fue mas bajo en las
pacientes que realizaron tratamiento con tamoxifeno
y antioxidantes respecto a las que no consumieron
los suplementos, mientras que fue similar al de las
mujeres controles. Dado el nimero pequeiio de la
muestra analizada, se requieren estudios futuros
que permitan comprobar los resultados obtenidos y
controlar la posible presencia de factores confusores.

De manera que la aplicacion de las dos variantes
del ensayo cometa en el presente trabajo permitio
identificar diferencias individuales con potencial
valor clinico en las pacientes estudiadas. Teniendo
en cuenta que el daio del ADN es critico en la génesis

del cancer, el continuo monitoreo de estas podria
contribuir a disminuir el riesgo de cancer secundario
y, por ende, favorecer una mejor sobrevida. Durante
el seguimiento clinico, el médico especialista puede
orientar acciones encaminadas fundamentalmente a
prevenir el dafo del ADN, y modificar factores del
estilo de vida que inciden sobre los niveles basales
de este (55), como la modificacion de la dieta y la
realizacion de ejercicio fisico. Particularmente,
reducir el consumo de alimentos y habitos dietéticos
asociados a la recurrencia del cancer, a la inflamacion
y el estrés oxidativo (54); y aumentar el consumo de
aquellos que mejoren la capacidad de reparacion del
ADN (41). Ademas, asegurar una cantidad adecuada
de nutrientes especificos y selectivos vinculados a
la prevencion del cancer, a modo de establecer una
aproximacion individual dentro del amplio espectro
de pacientes (54). Se plantea que la nutricion
personalizada es probablemente la mas efectiva
para contrarrestar en cancer en todos sus estados
(56). Por otra parte, la practica de ejercicios podria
incrementar la capacidad antioxidante del plasma
y disminuir los marcadores de dafo oxidativo (57),
ademas de mejorar la fuerza muscular, la flexibilidad,
la capacidad cardiorrespiratoria y la calidad de vida
(57,58).

Los resultados obtenidos, aun cuando proceden de
un estudio a pequehna escala en el que la muestra
fue heterogénea y pequena, sugieren la utilidad del
ensayo cometa para determinar el dafo basal del ADN
en el seguimiento clinico del cancer en remision.
Al mismo tiempo, apuntan hacia la realizacion de
una nueva investigacion con un mayor nimero de
pacientes con caracteristicas mas homogéneas.
Seria recomendable un estudio prospectivo para
determinar el dafo basal de ADN por ambas
variantes del ensayo cometa desde el momento del
diagnostico, durante el tratamiento antineoplasico
y en el periodo de remision a diferentes intervalos.

Conclusiones

El presente trabajo constituye un primer estudio en
pacientes femeninas cubanas con cancer en remision
aplicando el ensayo cometa simple, que sienta bases
para analisis futuros mas completos. Se detectaron
diferencias individuales en el dafno basal del ADN por
roturas de simple y doble hebra en los diferentes
grupos estudiados, que resultan de interés para el
médico especialista. El dafio del ADN por roturas de



doble hebra estuvo incrementado en relacion con la
edad, mientras que el dano por roturas de simple
hebra estuvo elevado en las pacientes politratadas.
El efecto observado en el dafio por roturas de simple
hebra en aquellas tratadas con tamoxifeno y en las
que consumieron antioxidantes, sugiere la necesidad
de realizar estudios a mayor escala con el control
de posibles factores confusores. No obstante, los
resultados obtenidos sugieren que el dano basal
de ADN, determinado por ensayo cometa, es un
marcador potencialmente Util en el seguimiento
clinico de pacientes con cancer en remision.
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