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RESUMEN

INTRODUCCION

RAD51 es el acronimo del gen y su proteina “radiosensible 51”7, que se
trata de una parte importante en la maquinaria de la reparacion homologa del
ADN humano. Esta proteina tiene la accion de una recombinasa y ATPasa en
las roturas de doble cadena del ADN, con la funcidon de proteger al genoma
humano contra la inestabilidad genética. RAD51 normalmente presenta una
expresion basal baja, sin embargo, se ha observado que puede mostrar

sobreexpresion ante estimulos nocivos, tales como la radiacién ionizante.

Varios estudios han demostrado que esta proteina ademas se
sobreexpresa en por lo menos 28 tipos de cancer distintos, de los cuales, en
por lo menos 11 de ellos se ha asociado a peor prondstico. Entre ellos, se ha
visto que RAD51 puede tener sobreexpresion en gliomas de alto, como lo visto

en el estudio de Walsh et al.

Los gliomas de alto grado son neoplasias malignas de células gliales del
sistema nervioso central, las cuales, notoriamente muestran un comportamiento
bioldgico agresivo, lo que les confiere a los pacientes un mal prondstico y pobre
sobrevida. Debido a esto, el tratamiento quirdrgico de estos pacientes suele
acompafarse de adyuvantes, tales como la quimioterapia, asi como
radioterapia. Importantemente, ambos tratamientos adyuvantes funcionan
mediante un mecanismo de accion genotoxico, lo cual normalmente se traduce
en el acimulo de roturas de doble cadena en el ADN, y eventualmente, la

induccién de apoptosis de esas células. Sin embargo, se ha detectado que la



sobreexpresion de RAD51 induce un estado de hiperrecombinacién, lo que les
confiere a estas células tumorales una marcada resistencia a los tratamientos

genotoxicos.

Es debido a esto que se ha estudiado y desarrollado medicamentos con
funcién inhibitoria directa e indirecta de RAD51, dentro de los cuales, por lo
menos 5 de ellos han demostrado resultados prometedores en estudios clinicos
de gliomas, tanto in vitro como in vivo, en donde se ha visto que inducen

radiosensibilidad exitosamente.

Sin embargo, actualmente no existen estudios que detallen la expresion
de RAD51 en gliomas de alto grado en una poblacibn mexicana, por lo que
existe la necesidad de justificar el desarrollo de alternativas prondsticas y de
tratamiento en esta poblacion, teniendo en cuenta que RAD51 se ha mostrado
prometedor como biomarcador prondéstico y como un potencial blanco

terapéutico.

MATERIAL Y METODOS

El objetivo primario de este estudio fue determinar si existe
sobreexpresion de RAD51 en gliomas de alto grado de nuestro medio, con el
objetivo secundario de buscar una relacion entre la edad, el sexo y la
sobreexpresion de RAD51. Se realizé una busqueda en nuestro sistema digital
y se recolectaron bloques y laminillas de tejido con el diagndstico equivalente a
glioma de alto grado, donde se recabaron un total de 69 casos evaluables

posterior a aplicar criterios de inclusion y de exclusion.



Posteriormente, se hizo seleccién de tejido para cada caso y se
colocaron en microarreglos tisulares, para asi ser sometidos a tinciones de
inmunohistoquimica con un anticuerpo para RAD51. Estas laminillas, fueron
revisadas por dos patélogos mediante microscopia de luz, asignandoles un
puntaje H-score a cada caso y promediando los puntajes de ambos pat6logos.
Este puntaje luego fue comparado con tejido glial no neoplasico, en donde se
decidi6é de forma individual si los casos mostraban sobreexpresion o no. Una
vez hecho esto, los resultados de la edad, sexo, H-score y sobreexpresion de

cada caso, fueron sometidos a analisis estadistico descriptivo e inferencial.

RESULTADOS

En cuanto al andlisis descriptivo de la muestra, el 40.5 % de los
pacientes fueron femeninos y 59.4 % correspondieron a pacientes masculinos,
con un promedio de edad de 53.9 afios. Los puntajes de H-score asignados
para la inmunohistoquimica de RAD51 mostraron un rango de 0 a 190 puntos,
con promedio de 54.8 puntos, mediana de 45 puntos y moda de O puntos;
donde se realizé una prueba de Shapiro-Wilk, la cual demostré que estos
puntajes de H-score no tienen normalidad de distribucién. En cuanto a la
sobreexpresion de RAD51, esta resultd con una prevalencia del 87 %, donde el
929 % y 829 % de los pacientes femeninos y masculinos mostraron
sobreexpresion, respectivamente, representando al 37.6 % y 49.2 % de todos

los casos, respectivamente.



En cuanto al andlisis inferencial, se realizaron pruebas de U de Mann-
Whitney, prueba exacta de correlacion de Fisher, coeficiente de correlacién de
Spearman y regresion logistica con R al cuadrado de Nagelkerke, en las cuales
no se logré establecer una asociacién estadisticamente significativa entre el

sexo Yy la edad de los pacientes con el H-score y la sobreexpresién de RAD51.

CONCLUSION

Se rechaza la hipétesis nula de este estudio y se afirma que si existe
sobreexpresion de RAD51 en gliomas de alto grado en nuestro medio.
Encontrandose como hallazgo adicional secundario, que las variables de sexo y
edad no tienen un efecto estadisticamente significativo sobre el H-score ni
sobre la sobreexpresion de RAD51 en estos tumores. Sin embargo, esto se
debe de interpretar tomando en cuenta una serie de factores adicionales, los
cuales, pudieran estar contribuyendo a los resultados de este estudio. Por lo
tanto, se recomienda indagar en los factores y variables faltantes para llegar a

un mejor entendimiento de la expresion de RAD51 en estos tumores.



MARCO TEORICO

INTRODUCCION

RAD51 es un gen que codifica la proteina del mismo nombre. La proteina
RADS51 es una parte clave en la maquinaria de la reparacion del ADN humano,
especificamente en un proceso llamado recombinacibn homoéloga. La
recombinacion homologa es el mecanismo por el cual las células pueden
reparar las roturas de doble cadena del ADN, utilizando una cromatide hermana
adyacente como plantilla homéloga de ADN no dafiado (1). La proteina RAD51
ayuda a facilitar este proceso al interactuar y formar complejos con otras
proteinas y al formar bucles con el ADN, lo que permite el intercambio de
informacién genética entre una cromatide y otra (2).

La proteina RAD51 es particularmente importante en la reparacién de
roturas de doble cadena, lo cual puede presentarse por varios motivos, entre
ellas, la radiacion ionizante y la quimioterapia (3). Ademas, se ha descubierto
gue la proteina RAD51 desempefia un papel en el mantenimiento de la
estabilidad gendmica y la prevencion de mutaciones genéticas (1).

La proteina RAD51 se expresa en la mayoria de los tejidos del cuerpo y
estd muy conservada en todas las especies (6). Es miembro de la familia de
proteinas RAD51, que incluye a RAD51B, RAD51C, RAD51D y XRCC2. En
conjunto, estas proteinas trabajan para garantizar la reparaciéon precisa del ADN

dafiado y mantener la integridad del genoma (2).
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Figura 1. Participacion de RAD51 en la via molecular de la reparacion
por recombinacion homologa del ADN.



GLIOMAS

Los gliomas son los tumores intraaxiales primarios mas comunes del
sistema nervioso central, los cuales surgen a partir de las células gliales, células
especializadas que normalmente brindan apoyo y proteccion a las neuronas de
este sitio. Estos tumores pueden ser benignos o malignos, que ademas, se
clasifican histopatolégicamente en grados, desde grado 1 a grado 4; siendo los
grados 1y 2 considerados benignos o de bajo grado, mientras que los grados 3
y 4 son malignos o de alto grado; estos ultimos dos se caracterizan por su
comportamiento biolégico mas agresivo.

La patogénesis de estos tumores no esta completamente comprendida,
pero se cree que contribuyen tanto factores genéticos como ambientales.
Existen varias teorias del origen, una de ellas propone que surgen de la
mutacion en genes que regulan la division y muerte celular. Dichas mutaciones
pueden ser heredadas o adquiridas a lo largo de la vida. La patogénesis
molecular del glioblastoma indica que las vias RTK/Ras/PI3K, RB y TP53 son
criticas para la gliomagénesis humana (9). Dentro de los factores ambientales,
la exposicion a radiacion y/o quimicos pueden contribuir al desarrollo de estas
neoplasias.

También se cree que los gliomas pueden surgir a partir de células madre
gue presentan crecimiento y diferenciacion anormal. Las células madre son
células indiferenciadas que tienen la capacidad de convertirse en diferentes
tipos de células. En el cerebro, las células madre dan origen a las células

gliales, que dan sostén y protegen a las neuronas.



CELULAS MADRE GLIALES

Actualmente esta bien establecido que los gliomas de alto grado estan
compuestos por poblaciones de células tumorales heterogéneas, incluidas
células tumorales con caracteristicas similares a las células progenitoras
neurales llamadas "células madre de glioma" (13).

Las células madre gliales se estudiaron por primera vez en 2002 y se
encontr6 que se localizaban en un nicho vascular. Se cree que surgen de
células de la zona subventricular o de células de glioma diferenciado. Varios
marcadores de estas células madre gliales, a saber, CD133, CD44 y CD15,
ayudan a definir y enriquecer esta poblacion de células, aunque no son
especificos (14).

Las células madre gliales residen principalmente en nichos
perivasculares, donde los componentes de la matriz extracelular modulan la
funcién y la supervivencia de estas células. Se ha demostrado que varios
componentes dentro de la matriz, como el acido hialurénico y el complejo
distrofina-glucoproteina, contribuyen a la resistencia y promueven la invasion.
Ademas, estas células madre sobreexpresan los transportadores del casete de
union a ATP, que bombean toxinas extrafias fuera de la célula, lo que les
confiere resistencia a multiples farmacos (14).

Se ha demostrado que las células que expresan CD133, un marcador de
superficie celular altamente asociado con las células madre gliales, expresan
O6-metilguanina-ADN metiltransferasa a niveles 32 a 56 veces mayores que los
de las células CD133 negativas, lo que ayuda a explicar la relativa ineficacia del

guimioterapéutico estandar temozolomida (14).



También se ha observado radiorresistencia en las células madre gliales,
donde la presencia de una alta proporcion de células madre tumorales se
correlaciona con una mayor radiorresistencia tumoral, y ademdas, se ha
informado que las células CD133 positivas son resistentes a la apoptosis
inducida por radioterapia in vitro (14).

Los microambientes hipdxicos contribuyen al crecimiento preferente de
células madre gliales, lo que puede reducir el estrés oxidativo producido por la
radiacion. La radiorresistencia de estas células también es conferida tanto por la
activacion mediada por hipoxia de las enzimas de respuesta del punto de
control del dafio del ADN Chk 1/2, asi como por la induccién de la autofagia, la
cual procesa y elimina las partes constituyentes de las células dafiadas por la

radiacion (14).

EPIDEMIOLOGIA

Actualmente no existen muchos datos referentes a gliomas en México,
sin embargo, en un estudio retrospectivo realizado durante el periodo de 1995 a
2014 en astrocitomas de 2,287 pacientes del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia de México, se encontré que el 81.1 % de los tumores astrociticos
correspondian a gliomas de alto grado, de los cuales, el 57.2 % correspondian
a gliomas grado 4 y 23.9 % a gliomas grado 3, con promedio de edades de 42 y
50 afos, respectivamente (16).

En cuanto a sitios de afeccion, Anaya-delgadillo y colaboradores
encontraron que, en México, el lébulo frontal es el sitio mas comiunmente

afectado por gliomas (15).



TRATAMIENTO ESTANDAR

El tratamiento estandar de los gliomas de alto grado fue desarrollado por
Roger Stupp en el afio 2005, conocido como protocolo Stupp, se compone de
cirugia y radioterapia aunada a quimioterapia. En su protocolo, Stupp encontré
gue la tasa de supervivencia a dos afios fue del 26.5 % con radioterapia mas
temozolomida y del 10.4 % con radioterapia sola. El tratamiento concomitante
con radioterapia méas temozolomida result6 en efectos tdxicos hematoldgicos de
grado 3 0 4 en el 7 % de los pacientes. Por lo que Stupp concluyo que la
adicion de temozolomida a la radioterapia para los glioblastomas recién
diagnosticados result6 en un beneficio de supervivencia clinica y

estadisticamente significativa, con una toxicidad adicional minima (18).

PRONOSTICO

Los gliomas de alto grado son neoplasias que crecen y se extienden
rapidamente por todo el sistema nervioso central. Actualmente no hay cura para
estos tumores, sin embargo, la cirugia, la radiacion y las terapias dirigidas
pueden retrasar el crecimiento del tumor y ayudar a aliviar los sintomas.

Las tasas de supervivencia de los gliomas de alto grado varian segun
varios factores, como el tipo y grado del tumor, asi como la edad del paciente.
Cuanto mayor es el paciente en el momento del diagndstico y tratamiento, peor
tiende a ser su pronostico. Por ejemplo, los gliomas grado 4 tienen un tiempo de
supervivencia media de poco mas de un afio, con un bajo nimero de personas

gue sobreviven cinco afios después del diagnoéstico.
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A pesar del tratamiento estandar con reseccién quirdrgica maxima,
radioterapia, quimioterapia adyuvante con temozolomida y campos de pulsos
eléctricos, la mediana de supervivencia sigue siendo de solo 14.6 meses (14).

Piper y colaboradores encontraron que las poblaciones subclonales de
células que quedan después de la reseccidbn macroscépica total dan como
resultado recurrencia y resistencia del tumor, lo que naturalmente confiere peor
pronéstico. Por lo que actualmente se cree que la falta de mejora en la
supervivencia de gliomas de alto grado se puede atribuir, en parte, a la
incapacidad de las terapias actuales para atacar las células madre de glioma
(14).

Morrison y colaboradores encontraron que los pacientes con
sobreexpresion de RAD51 mostraban una sobrevida promedio de 13.8 meses,
mientras que la sobrevida promedio en pacientes con bajos niveles de RAD51

fue de 17.4 meses (10).

INHIBIDORES DE RADS51

Debido a la ineficacia del tratamiento y al mal prondstico que muestran
los pacientes con gliomas de alto grado, se han estado buscando nuevas
alternativas o complementos al tratamiento estandar, en donde entre otras,
RAD51 es una molécula en una via metabdlica que cobra relevancia clinica
como potencial blanco terapéutico.

Los inhibidores de moléculas pequefias de RAD51, como B02 y RI-1,
han sido desarrollados y puestos a prueba en células de glioma, los cuales se

han visto que inhiben la formacion de focos de RAD51, lo que induce

11



sensibilizacion a la radioterapia e inmunoterapia. Donde B02 afecta a la
interaccion de RAD51 con la cadena de ADN afectada durante la formacion de
filamentos de nucleoproteinas y en su sitio de unién secundario con el ADN
(12).

Li y colaboradores encontraron que la sobreexpresion de RAD51 mejoro
la capacidad de proliferacion y migracion de la clona U251 de células de glioma,
ademas de aumentar la expresién de P53. Por otro lado, la caida de RAD51
disminuy0 la expresion de P53; mientras que la eliminacion de RAD51 mejor¢ la
sensibilidad de esas células a la temozolomida (17).

Russell y colaboradores pusieron a prueba al farmaco Gleevec, un
inhibidor de la tirosina cinasa c-Abl, el cual se ha visto que pude jugar un papel
en la regulacion de RAD51. Utilizaron dos lineas celulares de glioma humano y
una linea celular de fibroblastos humanos, donde primero fueron expuestas a
radiacion, observando un aumento de RAD51 en ambas lineas celulares de
glioma, las cuales posteriormente se sometieron a tratamiento con el farmaco,
el cual disminuyé significativamente los niveles de RAD51 en ambas lineas
celulares de glioma; y concordante con esto, al ser pretratadas con Gleevec,
ambas lineas celulares de glioma mostraron un aumento de la radiosensibilidad;
sin embargo, contrario a lo visto en las lineas celulares de glioma, no hubo
cambios en la expresion de RAD51 en la linea celular de fibroblastos normales

al ser expuestos a las mismas dosis de radiacion y de Gleevec (20).
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ANTECEDENTES

Wang vy colaboradores encontraron expresion significativamente
aumentada de RAD51 en tejidos con glioma de alto grado en comparacion con
los tejidos cerebrales normales, donde la expresiéon alta de RAD51 ademas se
ha asociado con un peor prondstico en pacientes con gliomas de alto grado. Por
otro lado, la inhibicion de la funcion de RAD51 ha demostrado reduccion en el
crecimiento y la supervivencia de las células de gliomas de alto grado en
cultivos celulares y modelos animales (5).

De igual forma, Chen y colaboradores encontraron que la expresion de
RAD51 se encontraba aumentada en tejidos con glioma de alto grado en
comparaciéon con los tejidos cerebrales normales, y que esa expresion alta de
RAD51 se asocio con un peor pronostico en pacientes con gliomas de alto
grado. Ademas, los autores encontraron que la inhibicion de la funciéon RAD51
redujo el crecimiento y la migracion de células de glioma de alto grado en
cultivos celulares (7).

Tachon et al. encontraron que RAD51 es regulado significativamente en
las células madre de glioblastomas después de ser irradiadas, y que la
inhibicion de RAD51 conduce a una disminucién de la proliferacién celular y a
un aumento de la apoptosis (muerte celular) en esas células (8). Estos
hallazgos sugieren que RAD51 puede ser un objetivo potencial para desarrollar

tratamientos para los gliomas de alto grado.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los gliomas de alto grado son las neoplasias intraaxiales primarias del
sistema nerviosos central mas comunes en el mundo y en México, los cuales,
han demostrado consistentemente un comportamiento biolégico agresivo a
pesar del tratamiento estandar con cirugia, radioterapia y quimioterapia, por lo
gue es necesario investigar, justificar e implementar nuevas alternativas y

adyuvancias.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl es la expresion de RAD51 en gliomas de alto grado en un hospital

de concentracion del noreste de México?

14



JUSTIFICACION

Considerando que RAD51 se trata de un gen y una proteina que al
sobreexpresarse le confiere a las células gliales tumorales resistencia a la
guimioterapia y radioterapia, esto lo hace un potencial blanco terapéutico para
su inhibicién, por lo que se han desarrollado anticuerpos anti-RAD51
(inhibidores RAD51) que han demostrado induccion de radiosensibilizacién en
dichas células y que actualmente se encuentran en estudios de ensayo clinico
para su posible implementacién a la practica oncolégica. Al mismo tiempo, esto
significa que el conocer la prevalencia de la sobreexpresion de esta molécula
en gliomas de alto grado en nuestro medio, resultaria de gran utilidad para
justificar su integracibn como marcador biolégico prondstico y su futura terapia

blanco.

15



HIPOTESIS

NULA
No existe sobreexpresion de RAD51 en gliomas de alto grado en nuestro

medio.

ALTERNATIVA

Existe sobreexpresion de RAD51 en gliomas de alto grado en nuestro medio.

16



OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

Determinar la expresiéon de RAD51 en los gliomas de alto grado.

OBJETIVO SECUNDARIO

Clasificar los casos de gliomas de alto grado por sexo y grupos de edad.

17



MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

Descriptivo, retrospectivo y observacional.
POBLACION DE ESTUDIO:

A.- Criterios de inclusion

Pacientes de ambos sexos y de todas las edades registrados y diagnosticados

” 11} ” 1]

en el sistema Pathox como “glioblastoma”, “glioblastoma multiforme”, “glioma

grado IV” o “glioma grado 4” por un patélogo interno.
B.- Criterios de exclusion

Casos de repeticion (recidivas, recaidas y tumores residuales).

Casos con tejido tumoral en bloques de parafina ausente, insuficiente o

inadecuado para realizar los estudios de inmunohistoquimica.
C.- Lugar de referencia y método de reclutamiento

El estudio se realizd en el servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

18



D.- Variables independientes

Puntaje H-score de RAD51: la medicibn semicuantitativa de

inmunohistoquimica.

Sexo: la estratificacion de los resultados por sexo.

Edad: la estratificacion de los resultados por edad.

E.- Variable dependiente

Glioma de alto grado: la neoplasia maligna de células gliales del SNC.

la

Sobreexpresion de RAD51: la expresion por arriba del tejido glial no

neoplasico.

19



ASPECTOS ETICOS

En conformidad con el articulo 16 del Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para La Salud y al punto 12.3 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, el servicio de Anatomia Patologica y
Citopatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” utiliza un
sistema interno de enumeracion de casos, de tal forma que se evita el manejo
de datos de identificacibn personales del paciente, lo cual procura su
confidencialidad. De igual manera, unicamente el personal de la salud interno
de este servicio tiene acceso a dicho sistema.

De acuerdo con lo estipulado en el articulo 17 del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion Para la Salud, este protocolo se
categoriza como una investigacion sin riesgo, considerando que se trata de un
estudio retrospectivo, donde no se hace intervencion o modificacion de las
variantes fisiolégicas, psicoldgicas o sociales de pacientes o sujetos.

En conformidad al Articulo 14 del Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion Para la Salud y al punto 9.2.8 de la Norma
Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012, este protocolo serd sometido al Comité
de Etica en Investigacion y Comité de Investigacion del Hospital Universitario

“Dr. José Eleuterio Gonzalez” para su evaluacion y aprobacion.
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DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA DEL ESTUDIO

1.- Se realizara busqueda de diagndsticos realizados en el transcurso de
los afios 2013 a 2022 en el sistema digital Pathox, donde se recabaran los
casos de los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion.

2.- Se realizard una base de datos digital de los casos recabados en el
programa Excel, donde se excluiran aquellos casos de repeticion.

3.- Se realizara busqueda fisica de laminillas de cada caso en el archivo
del Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia, donde se recabaran para
posteriormente ser analizadas por el patélogo mediante microscopia de luz.

4.- Se realizara busqueda fisica de los bloques de tejido en parafina
correspondientes a las laminillas elegidas en el archivo del Servicio de Anatomia
Patolégica y Citopatologia, donde se recabaran para posteriormente ser analizados
y elegidos en funcién de su disponibilidad y cantidad de tejido, siempre procurando
no agotar el tejido.

5.- Una vez aplicados todos los criterios de inclusion y de exclusion, se
calculara el tamafio de la muestra (proceso descrito en su propio apartado).

6.- El patdlogo elegira las areas tumorales mas adecuadas para realizar los
estudios por inmunohistoquimica, circulando dichas areas sobre las laminillas.

7.- Se realizara entrega de los bloques y laminillas elegidas a los técnicos
encargados de realizar tinciones de inmunohistoquimica, quienes inicialmente
introduciran los bloques de tejido en parafina al equipo “TMA Master”, el cual
realizara microarreglos histolégicos en nuevos bloques de parafina a partir del tejido

elegido.
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8.- Posteriormente se utilizara el equipo de tincién de inmunohistoquimica
“Ventana Medical System”, el cual se encargara de la aplicacion automatizada del
anticuerpo monoclonal F11 contra RAD51 de Santa Cruz Biotechnology.

9.- Una vez terminado el proceso automatizado de inmunohistoquimica,
se entregard al patélogo las laminillas con sus correspondientes microarreglos
de tejido tefiidas con anticuerpo y cromogeno.

10.- Dos patoélogos procederan a hacer un analisis de las laminillas de
forma independiente, primero en funcidon a control de calidad, asegurandose
que el tejido y la tincion sean adecuadas, y posteriormente, realizaran una
evaluacién histoquimica semicuantitativa (H-score) de los focos de expresion
nuclear o citoplasmatica de RAD51. Dicha evaluacion se hara individualmente
(caso por caso) al calcular el porcentaje de células tumorales positivas,
multiplicandolo por la intensidad de la tincion en un aumento de 200x (la cual se
asignara con puntajes de 0, 1, 2 0 3 cruces), obteniéndose asi un puntaje final
de 0 a 300 puntos. Se sumara el puntaje de ambos patologos y se promediara,
para asi llegar a un H-score final, el cual se comparara con tejido glial cerebral
no patoldgico, para asi concluir si existe o no sobreexpresiéon de RAD51 en
cada uno de los casos.

11.- Una vez finalizado el procesamiento y analisis de bloques y
laminillas, estas se devolveran para ser almacenadas en el archivo de bloques y
laminillas del Servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital
Universitario Dr. José Eleuterio Gonzéalez".

12.- Finalmente se realizara un andlisis estadistico integral de los datos

utilizando el software “SPSS Statistic Data Editor” v.29 de IBM, para después
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dar interpretacion a los resultados y llegar a una conclusion.

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Se utilizé la férmula de prevalencia en una poblacion finita de 84
pacientes (valor de N) con el objetivo principal de evaluar la expresion del
marcador de inmunohistoquimica RAD51 en el tejido tumoral con diagndstico
de glioma grado 4 y sus equivalentes de pacientes registrados en el sistema
Pathox del servicio de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”. Se llegé a dicha poblacion de
pacientes al filtrar aquellos que cumplieron con los criterios de inclusion y
aquellos que no cumplieron con criterios de exclusion. Tomandose como
referencia a los resultados de la investigacion realizada por James W Welsh y
colaboradores, con una prevalencia de sobreexpresién esperada de RAD51 en
gliomas grado 4 y sus equivalentes del 53 % (valor de P) (19). Estableciéndose
un nivel de confianza del 95 %, y por lo tanto, un valor de Z de 1.96. Obteniendo

asi un tamafio de muestra de 69 pacientes (valor de n).

Parametro |Insertar Valor
N 84
2
* % 1) *
Z 1960 o — N*Zz*p*q
p 53.00% 82*(N—1)+Z§*p*q
Q 47.00%
e 5.00%

Figura 2. Valores y ecuacion utilizada en el calculo del tamafio de muestra.
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RESULTADOS

En el analisis descriptivo del sexo de los pacientes, 40.5 % de casos

correspondieron a pacientes femeninos y 59.4 % a pacientes masculinos.

Sexo EFEMENING
B VASCULING

Figura 3. Gréfica de recuento por sexo.

Frecuencia Porcentaje

FEMEMING 28 40.6
MASCLILING 41 59.4
Total 69 100.0

Tabla 1. Recuento por sexo.
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En el andlisis descriptivo de la edad de los pacientes, el promedio de

edad fue de 53.97 afios, con una edad minima de 2 afios y una edad maxima

de 79, obteniéndose asi un rango de edad de 77 afos. La mediana fue de 57

afios, mientras que en la moda se obtuvieron 8 edades, cada una con una

frecuencia de 3 casos, correspondientes a 51, 52, 57, 59, 61, 68, 69 y 70 afios.

Recuento

2 18 31 35 37 43 46 50 52 55 57 59 61 €3 66 68
Edad

Figura 4. Gréfica de recuento de edades.

Edad
M Valido 69
Ferdidos 0
Media 53.87
Mediana 57.00
Moda a1
Desy. estandar 16.357
Fango ir
Minimo 2
Maximao 74
Percentiles 25 46.50
50 57.00
75 66.50

Tabla 2. Distribucién de edad.

70 72 76
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En el andlisis descriptivo del puntaje H-score de cada caso, se obtuvo un
puntaje promedio de 54.86 puntos, con un puntaje minimo de O puntos y un
puntaje maximo de 190 puntos, obteniendo asi un rango de 190 puntos. La
mediana fue de 45 puntos, mientras que en la moda se obtuvo una frecuencia

de 9 casos con 0 puntos.

Recuento
[=] =]

=

[¥]

H-SCORE
Figura 5. Grafica de recuento de H-score.

H-SCORE
I Valido 69
Ferdidos 0
Media 54.862
Mediana 45,000
Moda .0
Desv. estandar 47.7874
Fango 180.0
Minimao 0
Maximo 190.0
Fercentiles 25 16.250
50 45.000
75 81.250

Tabla 3. Distribucion de H-score. 26



Para determinar la distribucion de datos del puntaje H-score, se utilizo la
prueba de Shapiro-Wilk, en la cual se obtuvo un valor de 0.9 con significancia
estadistica, por lo que se puede inferir que estos datos no tienen una

distribuciéon de normalidad.

Shapiro-Wilk P

H-SCORE 0.9 <.001

Tabla 4. Prueba de Shapiro-Wilk.

2000 190.0

1825

1500

1000 |

H-SCORE

Figura 6. Gréfica de distribucion de H-score.

Percentiles

25 50 75

Promedio ponderado H-SCORE 16.250 45.000 81.250

Tabla 5. Cuartiles de H-score.
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En el analisis descriptivo de la sobreexpresién de RAD51, se determind
qgue el 87 % de los casos mostraron sobreexpresion de RAD51, mientras que el

13 % mostro ausencia de sobreexpresion.

Sobreexpresion Buo

Figura 7. Gréfica de recuento de sobreexpresion.

Frecuencia Faorcentaje

MO g 13.0
gi B0 a7.0
Total 9 100.0

Tabla 6. Recuento de sobreexpresion.
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Agrupando la sobreexpresion por sexo, el 92.9 % de pacientes
femeninos mostré sobreexpresion, mientras que el 82.9 % de pacientes

masculinos tuvo sobreexpresion, representando al 37.68 % y 49.28 % de todos

los casos, respectivamente. Sobreexpresién
NO Si Total
Sexo Femenino Recuento 2 26 28
Recuento esperado 3.7 | 24.3 - 28.0
% dentro de Sexo 7.1%  92.9%  100.0%
Masculino Recuento 7 | 34 . a1
Recuento esperado 5.3 | 35.7 - 41.0
% dentro de Sexo 17.1%  82.9%  100.0%

Tabla 7. Sobreexpresién por sexo.

Sobreexpresion
Eno M si

ONININZ S
oxasg

ONIMNOSYN

Figura 8. Gréfica de recuento de sobreexpresion por sexo.
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Para el analisis inferencial del sexo de los pacientes en relacién con la
sobreexpresion de RAD51, se realiz6 una prueba exacta de Fisher, la cual,
resulté estadisticamente no significativa, por lo que se mantiene la hipétesis

nula de esta prueba, que postula que no existe asociacion significativa entre

estas dos variables. ) p exacta
p exacta (bilateral) .
(unilateral)
Prueba exacta de Fisher 0.294 0.203

Tabla 8. Prueba exacta de Fisher.

Para el andlisis inferencial de la edad de los pacientes en relacion con la
sobreexpresion de RAD51, se utilizé la prueba U de Mann-Whitney, la cual,
resultd estadisticamente no significativa, por lo que se mantiene la hipotesis
nula de esta prueba, que postula que no existe diferencia en la edad de los

pacientes con sobreexpresion comparado con la edad de los pacientes sin

NO Si

N=9 N =60 i
Rango promedio = 37.78 |Rango promedio =3458

sobreexpresion.

80

60

Edad
pep3

40

12 10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 12

Frecuencia Frecuencia

Figura 9. Gréfica de recuento de edades por grupo de sobreexpresion.
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N total 639
U de Mann-Whitney 245
W de Wilcoxon 2075
Error estandar 56
p 0.656

Tabla 9. U de Mann-Whitney de edad vs sobreexpresion.

Para evaluar si la edad y el sexo de los pacientes, en conjunto, pudieran
tener una relacion con la sobreexpresion de RAD51, se realizdé una regresion
logistica, en donde se obtuvo una R al cuadrado de Nagelkerke de 0.048, lo que
estableceria una relacién del 4.8 % entre las variables de sexo y edad con la
sobreexpresion de RAD51, sin embargo, los valores de p resultaron en
insignificancia estadistica, por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula de
esta prueba, que dicta que las variables independientes (sexo y edad) no tienen

efecto sobre la variable dependiente (sobreexpresion).

Logaritmodela R cuadradade R cuadrada de
verosimilitud -2 Coxy Snell Nagelkerke

51.610 0.026 0.048

Tabla 10. R al cuadrado de Nagelkerke.
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Pronosticado

Sobreexpresion

' Porcentaje
Observado NO Sl correcto
Sobreexpresion No 0 9 0.0
Si 0 60 100.0
Porcentaje global 87.0

Tabla 11. Sobreexpresion pronosticada con sexo y edad.

, 95% I.C.
Error Razdn de
estandar p momios Inferior Superior
Edad .025 .611 .987 941 1.037
Sexo .844 .246 .376 .072 1.967

Tabla 12. Efecto de edad y sexo vs sobreexpresion.

De forma similar, se investigo la posibilidad de que la edad y el sexo
pudieran tener una relacion con el H-score, por lo que se realiz6 la prueba de la
U de Mann-Whitney, asi como el coeficiente de correlaciébn de Spearman,
respectivamente; sin embargo, los valores de p obtenidos en ambas pruebas

demostraron que estos hallazgos no son estadisticamente significativos.

H-SCORE

U de Mann-Whitney  539.500

W de Wilcoxon 945.500
Z -.422
p .673

Tabla 13. U de Mann-Whitney de sexo vs H-score.
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Sexo N Promedio de rangos Suma de rangos
H-SCORE Femenino 28 33.77 945.50
Masculino 41 35.84 1469.50
Total 69
Tabla 14. Rangos de H-score.
Edad H-SCORE
Eho de Spearman Edad Coeficiente de correlacion 1.000 -.082
P - 501
N 69 69
" H-SCORE | Coeficiente de correlacion -.082 1.000
p 501 -
N 69 69

Tabla 15. Rho de Spearman.
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DISCUSION

Si bien es cierto que se encontré sobreexpresion significative de RAD51
en gliomas de alto grado en este hospital de concentracién del noreste de
México, y que ademas resultd ser significativamente mayor a la reportada en
otras poblaciones, como aquella reportada en el estudio de Walsh y
colaboradores, también se debe de tomar en cuenta una serie de factores que
pueden estar sesgando nuestra metodologia y nuestros resultados.

Primero, surge la pregunta ¢ por qué obtuvimos una sobreexpresion tan
alta en comparacion a estudios previos?, donde se debe de tomar en cuenta
factores preanaliticos y factores analiticos. Dentro de los factores preanaliticos
se encuentra la biologia intrinseca de los pacientes y el tejido tumoral, ademas
del ambiente en el que se encuentra ese paciente y ese tejido, es decir,
posibles tratamientos, dieta, inflamacion, estrés oxidativo, isquemia, etc., asi
como el procesamiento del tejido.

Dentro de los factores analiticos se debe de tomar en cuenta desde la
evaluacion, el andlisis y la interpretacion del material. Si bien no contamos con
mucha de la informacion valiosa preanalitica (a excepcion de la edad y sexo de
los pacientes), dentro del procesado del tejido, resalta el hecho de que nosotros
utilizamos un anticuerpo monoclonal nuevo (clona F11), mientras que en el
estudio de Welsh y colaboradores se utiliz6 un anticuerpo policlonal de mayor
antigliedad (clona H-29).

Relacionado a los factores preanaliticos, se considera que la presencia

de procesos inflamatorios, oxidativos o isquémicos extrinsecos a la biologia del
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propio tejido tumoral, son capaces de inducir expresiéon de RAD51 en células
tumorales y no tumorales, lo que puede ser un confusor al momento evaluar la
tincion de inmunohistoquimica y al analizar los resultados. A pesar de esto, no
fue posible determinar qué proporcién de la expresion visualizada en la tincién
de inmunohistoquimica fue secundaria a procesos extrinsecos a la biologia
tumoral, por lo que se evalud y se reporto toda expresion que fuera perceptible
por los dos patélogos.

Otro problema que surgid durante el procesado del material,
especificamente durante la técnica de inmunohistoquimica con el anticuerpo
policlonal F11 contra RAD51, fue el hecho de que no se logr6 obtener una
tincibn con patrén nuclear, si no que solo se logré obtener tincion de patrén
citoplasmatico. Esto es relevante, ya que la tincion nuclear de RAD51 es mas
especifica que la citoplasmatica. Este problema se puede deber a aspectos
técnicos del protocolo de inmunohistoquimica, a defectos del propio anticuerpo
0 incluso a tejido inadecuado; sin embargo, este Ultimo resulta ser poco
probable, ya que no se logré una tincién nuclear después de realizar distintos
protocolos sobre una variedad de distintos tejidos, incluyendo a los 69 casos
distintos de gliomas de alto grado.

En cuanto a el objetivo secundario, se decidio realizar analisis estadistico
directamente en relacion con las edades individuales de cada paciente, sin
agruparlos, esto se debe a que los datos individuales de las edades proveen
informacién estadistica mas precisa comparado con grupos de edades, ya que
al agrupar las edades se pierde la granularidad individual de los datos y se

comienza a generalizar, lo que puede llevar a un analisis y resultado sesgado.
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Otra razdn es la falta de una muestra robusta y representativa de cada grupo de
edad, es decir, primero es necesario obtener una cantidad adecuada de
pacientes que tengan la edad representativa de cada grupo, lo cual, no es el
caso de nuestra muestra, ya que solo disponemos de dos pacientes infantiles y
técnicamente ningln paciente adolescente, mientras que el resto esta
representado por adultos y adultos de la tercera edad.

De forma similar, surge otra pregunta con relacién al objetivo secundario,
¢ por qué no se obtuvo significancia estadistica en los analisis de sexo y edad
con relacién al H-score y la sobreexpresion de RAD51? Si bien es cierto que es
posible que esas variables independientes en realidad no tengan efecto, se
debe considerar que esas variables en realidad pudieran estar teniendo un
efecto muy pequefio sobre el H-score y sobreexpresion, tan pequefio, que
posiblemente nuestro tamafio de muestra no sea lo suficientemente robusto
para detectar un efecto estadisticamente significativo. Sin embargo, otro factor
gue pudiera ser contribuyente es una muestra con alta variabilidad o dispersion
de los datos, asi como los datos atipicos o extremos, lo cual, en conjunto,

puede llegar a causar distorsion del analisis de los datos y de los resultados.

36



CONCLUSION

Finalmente, se logré rechazar la hipotesis nula de este estudio y se
afirma que si existe sobreexpresion de RAD51 en gliomas de alto grado en
nuestro medio. Encontrandose como hallazgo adicional secundario, que las
variables de sexo y edad no tienen un efecto estadisticamente significativo
sobre el H-score ni sobre la sobreexpresiéon de RAD51 en estos tumores. Sin
embargo, esto se debe de interpretar tomando en cuenta una serie de factores
adicionales previamente discutidos, los cuales, pudieran estar contribuyendo a
los resultados de este estudio. Por lo tanto, se recomienda indagar en los
factores y variables faltantes para llegar a un mejor entendimiento de la

expresion de RAD51 en estos tumores.
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RESUMEN AUTOBIOGRAFICO

Mauricio Gonzalo Alanis Arredondo es un chico que nacié en Monterrey,
Nuevo Ledn, México, hijo de Gonzalo Alanis Gonzéalez, un comerciante de
carros y de bienes raices, ademas de Claudia Alanis Arredondo, una ama de
casas. El inicialmente creci6 en un departamento en los suburbios de
Monterrey, acompafiado de su hermano y hermana mayor, quienes
rapidamente se mudarian a una casa propia en San Pedro Garza Garcia, donde
Mauricio formaria la gran mayoria de sus memorias y recuerdos de la infancia.
Es alli, en la acogedora vecindad de la colonia de San Agustin, que Mauricio
forjaria bellas amistades, aprenderia a usar la bicicleta, la patineta y los patines,
donde jugaria futbol con sus amigos hasta el cansancio y haria su tarea por las
tardes. Mauricio se educoé en el Liceo de Monterrey, una institucién prestigiosa
gue, desde maternal hasta la secundaria, lo instruiria con las bases de la
religibn catdlica, donde conoceria amigos de toda la vida y maestros
inolvidables.

Mauricio inicialmente era un estudiante mediocre, quien preferia
divertirse y simplemente evitarse de problemas con sus papas, por lo que solo
aprendia lo que era necesario y no se esforzaba por lograr mas. Al mismo
tiempo, Mauricio aun no forjaba una nocion de responsabilidad, aptitud y
competencia, por lo que su desempefio académico durante la primaria y la
secundaria no fue particularmente destacable. No fue hasta que él decidio
hacer un cambio de ecosistema, al salir del Liceo de Monterrey y entrar a la

preparatoria de la UDEM, que Mauricio comenz6 a motivarse y comenzaria a
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darse cuenta que puede brillar en el mundo del inglés, las matematicas y la
fisica. Sin embargo, no todo fue felicidad y gloria, ya que tendria dificultades en
sus clases de francés, a pesar de que él mismo decidié ponerse ese reto,
donde se daria cuenta que estudiar una lengua sin encontrar el interés y sin
practicarla, resultaria en una tediosa labor sin resultados practicos.

Por otro lado, en el ambito social, Mauricio siempre fue un chico
introvertido y que disfruta mas de su tiempo a solas, donde siente que puede
relajarse de los prejuicios sociales. El comenzé a tener dificultades para formar
nuevas amistades durante la primaria, cuando las interacciones entre sus
compafieros comenzaron a ser mas agresivas y competitivas. A partir de esos
momentos, Mauricio prefiri6 que sus compafieros primero muestren interés o
benevolencia hacia él, para que de esa forma, €l confirme que se trata de una
persona de buena fe y que vale la pena poner su confianza en ellos. Dicho esto,
conforme Mauricio maduré durante su adultez temprana, aprenderia a
desarrollar una personalidad adaptable a los demas, siempre buscando
cooperar y siempre buscando evitar conflictos innecesarios. Sin embargo, esto
le robaria de la oportunidad de desarrollar una personalidad mas sélida, Unica y
definida.

Eventualmente, Mauricio formaria un interés por la ciencia, en particular
por la biologia y la medicina, donde se veria inspirado por la serie de television
“House”, la cual lo captivd por ser intelectual y emocionalmente estimulante,
ademas de su estética de prestigio y profesionalismo. No fue mucho tiempo
después, que Mauricio decidiria tomar la rama profesional de la medicina,

donde la UDEM ofrece un programa de integracion previo a terminar la
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preparatoria. Finalmente, se sentiria motivado para elegir de forma definitiva a
la medicina para su carrera, sin embargo, uno de sus primos, quien ya se
encontraba estudiando la carrera de medicina en la Facultad de Medicina de la
UANL, lo guiaria a que se inscribiera a esa institucion.

Una vez dentro de la Facultad de Medicina de la UANL, Mauricio se
dedicaria dia y noche a estudiar embriologia, bioquimica y anatomia, que lo
captivaron por sus grados de complejidad, dificultad y profundidad; donde
pasaria incontables horas en la biblioteca de la facultad, las que muchas veces
parecerian interminables. Sin embargo, la clase o rama de la histologia le seria
particularmente retadora, ya que inicialmente, la encontraria muy abstracta y su
maestro amenazante no le seria de ayuda.

Mauricio seguiria luchando a lo largo de su carrera de medicina, hasta
enfrentarse con la clase o rama de mayor dificultad para él, la farmacologia. La
farmacologia le resultaria en un concurso de memoria, donde tendria que
ingeniarselas para establecer la mayor cantidad de conexiones en sus neuronas
entre los nombres de los medicamentos, los grupos de medicamentos, la
posologia, las indicaciones, las contraindicaciones, las interacciones y los
efectos adversos. Un reto que eventualmente superaria con esfuerzo y
dedicacion.

Durante sus practicas clinicas de pregrado, Mauricio aprenderia a
trabajar en equipo, formando un compromiso con sus colegas y con los
pacientes. Ademas, es aqui donde le surgiria el interés por la rama de la
medicina interna, donde le agradaria la combinacion de la fisiopatologia con la

gran diversidad de 6rganos y sistemas que esta cubre.
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Llegando al final de su carrera, Mauricio ain no se decidia en qué rama
especializarse, sin embargo, él sabia que se veia en su mente mas feliz y
familiarizado en un ambiente de laboratorio. Sin embargo, primero decidié hacer
su servicio social en el departamento de histologia de la Facultad de Medicina
de la UANL, donde calificaria manuales de trabajo, daria clases de histologia
presenciales a estudiantes de pregrado y acudiria a sesiones
intradepartamentales. Es alli donde Mauricio estudiaria arduamente las bases
de la histologia, para asi por lo menos estar bien capacitado para dar clases y
evaluar el trabajo de los alumnos de pregrado. Finalmente, Mauricio lograria
superar sus miedos y dificultades que conllevaban la oratoria de sus clases de
pregrado, de tal forma que terminaria su servicio social con un verdadero
sentimiento de logro y superacion.

Gracias a su experiencia en el departamento de histologia durante su
servicio social, fue que Mauricio decidiria encaminarse hacia la especialidad de
anatomia patoldgica. Por lo cual, primero decidid dedicar un afio completo a
estudiar diligentemente para el examen ENARM, el cual, afortunadamente
aprobaria en su primera oportunidad. Posteriormente, tendria la fortuna de ser
aceptado en el Servicio de Anatomia Patoldgica y Citopatologia de su propio
hospital universitario, el Hospital Dr. José Eleuterio Gonzéles. Mas alla del
programa de la especialidad, Mauricio no sabia qué esperarse, ya que €l en
realidad, €l no tenia conocimientos previos de ese servicio, sin embargo, tuvo
muy buenas primeras impresiones debido a las instalaciones amplias, el equipo
de maestros, equipo de residentes, equipo técnico y a las distintas herramientas

a su disposicion.
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Mauricio enfrentaria un sin nimero de retos a lo largo de su especialidad,
siempre buscando aprender de su trabajo diario, de sus maestros, de sus

clases y de sus sesiones, cada dia superandose a si mismo.
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