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. RESUMEN
Introduccion y objetivos

RADS51 tiene un rol fundamental en el mecanismo de reparacién del ADN por
recombinacién homéloga. Se ha descrito su sobreexpresado en carcinomas de
mama, pancreas, ovario, entre otras y esta asociado a mayor agresividad tumoral
y pobre respuesta a tratamiento. Ha sido poco estudiado en neoplasias
hematolinfoides pero se ha logrado corroborar su expresiéon en linfomas difusos
de células grandes B por técnicas moleculares. El objetivo de este estudio fue el
describir la expresion de RAD51 en linfomas difusos de células B grandes por
inmunohistoquimica y determinar si hay asociacion entre caracteristicas de
linfomas de alto grado (expresién de BCL-2 y C-MYC), la infeccién por Virus de

Epstein-Barr y el porcentaje de expresion de Ki-67.

Metodologia

Se incluyeron 106 pacientes con diagnéstico de linfoma difuso de células B
grandes diagnosticados entre enero del 2013 a diciembre del 2023. Se realizaron
microarreglos de tejido tumoral, sobre los cuales se realizaron los marcadores de
inmunohistoquimica RAD51, BCL2- C-MYC, EBER-RISH y Ki-67. Se evaluo el
porcentaje de células positivas de RAD51 y se clasificaron los resultados en 5
grupos (0-<1%, 1-25%, 26-50%, 51-75%, 76-100%), la intensidad de RAD51 se
evalué como negativa, débil, moderada y fuerte. Se determiné la positividad o
negatividad de BCL2, C-MYC y EBER-RISH. Se calculé el porcentaje de
positividad de KI-67.

Resultados

96% de los casos mostraron expresion positiva de RAD51 por
inmunohistoquimica. La intensidad de expresion de RAD51 fue variable entre los
distintos grupos evaluados. En cuanto a la presentacion clinica, se identificd una

asociacion significativa entre la presentacién nodal en los grupos 4y 5 (71% y
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60%, respectivamente). C-MYC resulto positivo en el 36% de los casos incluidos
en el grupo 5, mostrando significancia estadistica. De manera relevante, los
linfomas doble expresores presentaron un mayor porcentaje promedio de
positividad para RADS51 (80%), en comparacion con los linfomas no doble

expresores (60%).

Conclusiones

RADS51 es una proteina ampliamente expresada en los linfomas difusos de
células grandes B. Su expresion es significativamente mayor en los linfomas
doble expresores (C-MYC+/BCL-2+). La sobreexpresion de RAD51 en este
subgrupo podria relacionarse con la biologia mas agresiva que caracteriza a
estos tumores. Este estudio contribuye al conocimiento sobre RADS1 en el

linfoma difuso de células B grandes.

VI



Il. INTRODUCCION
1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL ADN

El 4cido desoxirribonucleico (ADN) contiene el material genético que hace posible
el funcionamiento y replicacién de los organismos. Esta compuesto por dos
cadenas o hebras que a su vez estan formadas por subunidades de nucledtidos.
Cada nucledtido esta constituido por desoxirribosa, un grupo fosfato y por una
base purica o pirimidica. Las bases que conforman el ADN son adenina, citosina,
guanina y timina. La unién covalente entre la desoxirribosa y los grupos fosfato
de los nucledtidos forma la estructura en cadena o hebra. Es necesario que dos
hebras se unan mediante un enlace de hidrégeno para dar lugar a la estructura

tridimensional de doble hélice del ADN.

Un gen es una unidad de informacién contenida en un fragmento de ADN. El
orden de los nucleoétidos en ese fragmento determina la informacion de cada gen,
que posteriormente sera empleada en la produccion de una proteina con una
estructura y funcién biolégica especificas. En los organismos eucariotas, la gran

mayoria del ADN se encuentra en el ntcleo de cada célula’.

2. TIPOS DE DANO AL ADN

La integridad estructural del ADN es crucial para asegurar la estabilidad
gendmica del individuo y especie, sin embargo, esta estabilidad puede verse
comprometida por diversos factores, los cuales son considerados como
intrinsecos o extrinsecos?. Los factores intrinsecos resultan de varios procesos
celulares como lo son la discordancia de bases por errores en la replicacion del
ADN, modificaciones epigenéticas, oxidacion de nucledtidos a través de las
especies reactivas del oxigeno y otros procesos quimicos como la alquilacion y
la hidrélisis sobre la molécula genética®. Entre los factores extrinsecos
relacionados con el dafio al ADN se encuentran la radiacion ultravioleta, radiacion

ionizante y la presencia de quimicos ambientales.
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3. ESTABILIDAD DEL ADN

El tipo de dafio al ADN condiciona la significancia de la inestabilidad gendmica
producida, que puede ir desde pequefas variaciones estructurales como
mutaciones en pares de bases o inestabilidad microsatelital hasta dafos
estructurales significativos que condicionen inestabilidad cromosémica®. Los
errores en el codigo genético celular son determinantes para la aparicion de una

amplia gama de enfermedades y el principal impulsor de la carcinogénesis.

4. MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

En los organismos eucariotas existe una variedad de mecanismos altamente
eficaces y regulados que se activan en respuesta a los dafios producidos al ADN
y son cruciales para determinar el desenlace de las células comprometidas,
incluyendo la deteccion inicial de la lesion, la induccion del punto de control del
ciclo celular, la reparacién del ADN y la induccién de la via de muerte celular

programadabd.

Cuando el dano al ADN excede la capacidad celular de repararlo, una multitud
de sefales moleculares inicia el proceso de apoptosis. En el caso contrario,
cuando se determina que el dafio presente en el ADN es reparable, son cinco los
mecanismos generales que estan involucrados en la reparacion de distintos tipos
de anomalias en el ADN: reparacion por escision de base, reparacion por escision
de nucledtido, reparacion por apareamiento erréneo, reparacion por unién de

extremos terminales no homdlogos y reparacion por recombinacién homaloga®.

El principal determinante para la eleccion del mecanismo de reparacién del dafo
al ADN es la propia lesion que lo induce. Cuando los dafios producidos no alteran
en gran medida la estructura de la molécula del ADN y no interfieren con la accion
de las polimerasas encargadas de la replicacion del ADN (polimerasa a (Pola), &
(Pold), and € (Polg)), los mecanismos involucrados son la reparacion por escision

de nucledtidos y la reparacidon de apareamiento erréneo.
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4.1 Roturas del ADN

Las lesiones que modifican la estructura helicoidal del ADN o la actividad de las
polimerasas requieren de las vias mas precisas de reparacion o en caso
contrario, la activacion de la cascada de moléculas que culminan con la muerte

celular’.

4.1.1 Roturas de una hebra

Entre los tipos de dafios que puede sufrir el ADN, las roturas del ADN son las
mas importantes, ya que comprometen la estabilidad estructural de esta molécula
y pueden culminar en la muerte celular si no son reparados con éxito2.
Las roturas de unica hebra son discontinuidades en una sola de las cadenas que
conforman la doble hélice del ADN. Son de las lesiones mas comunes del ADN,
ya que se producen miles cada dia®. Una de las causas mas comunes de roturas
de una sola hebra es el dafio oxidativo generado por especies reactivas del
oxigeno, como lo son los radicales anion superoxido, el peréxido de hidrogeno y
los radicales hidroxilos. Pueden surgir por la oxidacién de una base, oxidacién de
una desoxirribosa. También aparecen como consecuencia de la actividad erronea

de enzimas celulares como la topoisomerasa’.

Las consecuencias de las roturas de una hebra son distintas dependiendo del
estado de proliferacion de la célula. En células que se estan replicando, un dafo
al ADN de esta magnitud implica la aparicion de un bloqueo o colapso de la
horquilla de replicacion del ADN durante la fase S. En células estables, las
rupturas de una hebra detienen la polimerasa de acido ribonucleico (ARN)
durante el proceso de transcripcion. Ambos eventos pueden activar procesos de

reparacion, producir inestabilidad genética o culminar en la muerte celular®.

El principal mecanismo de reparacion de las roturas de una hebra es la
reparacion por escision de bases mediante la interaccion de la poli-(ADP-ribosa)—
polimerasa-1 (PARP1) y la proteina 1 complementaria a rayos X (XRCC1), en
donde se identifica la rotura y se remueven los extremos de la hebra rota.

Posteriormente, se anaden los nucledtidos faltantes, copiando la secuencia de la
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hebra complementaria sana, para que después una ligasa pueda sellar el ADN y

asi restaurar la continuidad de la cadena®.

4.1.2 Roturas de doble hebra

Las roturas de doble hebra del ADN ocurren cuando ambas hebras
complementarias se cortan simultaneamente en posiciones cercanas. Esto
provoca que los extremos del ADN pierdan la continuidad estructural y no puedan
mantenerse alineados unicamente por el apareamiento de bases. Este tipo de
lesidon genera una separacion fisica de la doble hélice en ese punto y constituye

uno de los dafios mas graves para la célula’'".

Pueden generarse por factores exdégenos como lo son la radiacion ionizante y
algunos agentes quimicos o por factores endégenos como la replicacion del ADN,

por detencion o colapso de la horquilla de replicacion2.

Mientras que las roturas de una unica hebra no representan un peligro severo,
las roturas de doble hebra son una de las lesiones mas téxicas para el ADN y
pueden resultar en una regulacion deficiente del crecimiento o la muerte
celulares. Su reparacion errénea también puede conducir a reordenamientos

cromosoémicos, los cuales son eventos que propician el desarrollo de neoplasias®.

La respuesta al dafio del ADN constituye un sistema complejo integrado por
diversas rutas biolégicas que permiten identificar distintos tipos de alteraciones
en el ADN y activar mecanismos celulares destinados a contrarrestarlas. Se
estima que en las células humanas ocurren aproximadamente 100,000 lesiones
en el ADN por dia, por lo que la coordinacion precisa de este sistema es

imprescindible™s.
La reparacion de roturas de doble hebra del ADN puede llevarse a cabo

principalmente a través de dos mecanismos, que se distinguen por la necesidad

de contar o no con una secuencia homéloga que sirva como molde, la reparacion
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mediante unién de extremos no homologos y la reparacion por recombinacion

homadloga.

5. REPARACION MEDIANTE UNION DE EXTREMOS NO HOMOLOGOS

La union de extremos no homologos es un mecanismo disponible en todas las
fases del ciclo celular ya que no necesita de la presencia de una cromatide
hermana para llevar a cabo la reparacion, es eficaz y rapido porque no requiere
seguir la secuencia de ADN de forma precisa, pero esta misma ventaja la hace
propensa a errores, como pequefias inserciones o deleciones'®. A partir de la
deteccién de la rotura de doble hebra, la proteina Ku se une a las terminaciones
libres de las cadenas de ADN. Posteriormente, la kinasa DNA-PKc se une a este
complejo e inicia un proceso de fosforilacion que activa las moléculas XRCC4,
PAXX'y la ligasa IV, que culmina con el ligamiento de los dos extremos. La ligasa
IV puede tolerar cierta cantidad de discordancia terminal, por lo que esta via de

reparacion contendra una mayor cantidad de errores’®.

6. REPARACION POR RECOMBINACION HOMOLOGA

La recombinacién homédloga es un proceso altamente especializado que solo
puede activarse durante las fases S y G2 del ciclo celular, depende de cromatides
hermanas recién replicadas que se utilizan como plantillas para asegurar una

reparacion precisa.

El proceso comienza por la reseccion de los extremos rotos, mediante el cual se
genera ADN monocatenario (una hebra de ADN). Este paso esta dirigido por el
complejo MRE11-RAD50-NBS1, en conjunto con CtIP. En esta fase participan
también EXO1, la helicasa BLM y la endonucleasa DNA2, que amplian el

fragmento resecado y preparan el sustrato para las etapas posteriores™”.

El ADN monocatenario generado se recubre de manera transitoria con el
complejo RPA, que estabiliza la hebra y previene interacciones no deseadas.
Para que la recombinacién homologa continue, RPA debe ser reemplazada por

RADS51, recombinasa eucariota cuya funcion depende de las proteinas
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mediadoras como BRCA1 y BRCA2, que coordinan tanto la reseccion como la
formacion del filamento presinaptico de RAD51. La formacion del filamento
presinaptico de RAD51 permite la busqueda e invasion de la secuencia homéloga
en la cromatida hermana, generando una estructura conocida como unién en D
(D-loop). Esta invasién permite el apareamiento de bases con la cromatida
hermana y la extensidn del extremo invasor mediante la accidn de la polimerasa
0.

El proceso continta con una serie de modificaciones estructurales mediadas por
helicasas como BLM, RTEL1 y FANCM, que regulan la estabilidad de los D-loops

y previenen recombinaciones inadecuadas.

Como paso final, se resuelven las estructuras temporales de uniéon entre la
cromatida hermana que actua como plantilla y la molécula de ADN previamente
dafada, incluidas las uniones tipo Holliday. De esta manera concluye este
mecanismo de reparacion, lo que permite restablecer la continuidad

cromosomica con una fidelidad excepcional®.

7. RAD51

La proteina RAD51 es miembro de la superfamilia de proteinas RAD51 y se
distingue por tener un dominio de unos 230 aminoacidos con dos motivos ATPasa
conocidos como Walker Ay Walker B. En los seres humanos, el RAD51 se une
activamente al ADN monocatenario mediante su porcion N-terminal y facilita la

recombinacién homologa entre hebras de ADN que son homdlogas™®.

7.1 Mecanismo de accion de RAD51

En el evento de una ruptura de doble hebra del ADN, dos proteinas, ATM y ATR
fosforilan la histona H2AX. Esto actia como una sefial para el reclutamiento de
las proteinas de reparacion del ADN al sitio de ruptura. En la fase G1 del ciclo
celular, la proteina TP53BP1 se une al sitio de ruptura. En las fases S y G2 del

ciclo celular, entra en juego la proteina BRCA1, la cual es fosforilada y activada
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por las proteinas CDK1 y CDK2, lo cual inicia la cascada de reparacién por
recombinacion homoéloga. Posteriormente, BRCA1 se une a la proteina que
interactua con CtBP (CtIP), la cual elimina competitivamente a TP53BP1 del sitio
de doble ruptura. CtIP recluta el complejo de exonucleasa MRN, que reseca el
ADN de 5' a 3', dejando largos salientes de ADN monocatenario de 3' en cada
lado de la ruptura. Los salientes expuestos son cubiertos y protegidos por la
proteina A de replicaciéon. Luego, la proteina BRCA1 recluta a BRCAZ2 al sitio de
ruptura. BRCA2, a su vez, recluta a la recombinasa RAD51, la cual es crucial
para la reparacion por recombinacion homéloga debido a que forma filamentos
alrededor de cada hebra, induce la invasion de la cromatide hermana y empareja

correctamente la secuencia homdloga°.

La proteina RAD51 presenta ademas otras funciones relacionadas a la
proteccion de la integridad del genoma. Participa en la reparacion y reinicio de la
horquilla de replicacién detenidas que son vulnerables para el desarrollo de una
rotura de hebra del ADN.

7.2 Mediadores de RAD51

Los mediadores de RAD51 son numerosos y promueven su accion, continuando

la secuencia de pasos que permiten una reparacion efectiva.

La formacion del filamento de RAD51 depende de multiples reguladores. Un paso
limitante en este proceso es el desplazamiento de la proteina RPA del ADN
monocatenario, ya que RPA posee mayor afinidad por este sustrato que RAD51.
Por ello, diversas proteinas mediadoras facilitan la carga y estabilizacién de
RAD51 sobre el ADN?',

El principal mediador de RAD51 es BRCAZ2, interactua con RAD51 mediante sus

repeticiones BRC y su dominio C-terminal y lo deposita de manera especifica

sobre ADN monocatenario para que este cumpla su funcién en la molécula de
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ADN danada. BRCA2 también coordina a otros factores como DSS1 y PALB2

para promover la actividad de RAD51.

Ademas de BRCAZ2, existen los paralogos de RAD51, proteinas estructuralmente
similares que colaboran en la regulacién del filamento. En humanos incluyen
RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2, XRCC3 y SWSAP1. Se considera que
estabilizan y remodelan el filamento de RAD51 para facilitar la busqueda de

secuencias homoélogas.

Existen ademas reguladores negativos, como lo son FBH2, RECQLS5, FANCM,
RTEL, los cuales actuan como antirrecombinasas, separando al RAD51 de la
cadena de ADN o desmontando otras moléculas unidas durante el proceso de

reparacion®?.

7.3 Rol de RAD51 en oncologia

En la era moderna, el tratamiento principal de las neoplasias malignas se ha
concentrado en el uso de agentes quimioterapéuticos, ya sea que se administren
antes o después de un abordaje quirargico o como tratamiento unico en el caso
de neoplasias hematolinfoides o neoplasias irresecables. Con el paso de las
décadas, los tipos de farmacos y sus esquemas de administracion han estado en
constante evolucion para encontrar el mejor equilibrio entre el maximo efecto

terapéutico y la menor toxicidad para el paciente.

Los agentes de quimioterapia ejercen su funcion primordialmente al interferir con
procesos esenciales para la supervivencia y proliferacion celular, lo que culmina

en detencién del ciclo celular y muerte de la célula tumoral.

Los agentes antimicrotubulos bloquean la mitosis, los inhibidores de
topoisomerasas interfieren con el ADN durante la replicacion, favoreciendo la
aparicion de roturas de doble cadena. Los agentes alquilantes y los platinos,

producen dafno directo al ADN al unirse a la molécula mediante enlaces
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covalentes, lo que interfiere con la replicacion, la transcripcion y los mecanismos
de reparacion. Finalmente, los antimetabolitos actuan inhibiendo enzimas clave

de la sintesis de ADNZ3,

La resistencia de un tumor a la quimioterapia representa, por lo tanto, la pérdida

de un mecanismo terapeéutico central y un gran reto para oncoélogos y pacientes.

7.4 RAD51 y mecanismos de resistencia tumoral

Los mecanismos de resistencia son variados, entre ellos se encuentran factores
independientes como la carga tumoral, barreras fisicas (como la barrera
hematoencefalica), tumores pobremente vascularizados, entre otros?*. Entre los
mecanismos inherentes a las células tumorales se encuentran la heterogeneidad
génica del tumor, el microambiente tumoral, la evasion del sistema inmune y la
presencia de mutaciones oncogénicas que promueven el desarrollo y

persistencia de las células neoplasicas®.

En el estudio gendmico de una variedad de neoplasias malignas, se ha
encontrado un aumento en la transcripcion del gen que codifica la proteina
RADS51, lo que sugiere diversos roles para las células tumorales; el papel principal
de la sobreexpresion del RAD51 se traduce en un aumento en la capacidad de
las células tumorales de reparar errores en su ADN mediante el uso del

mecanismo de recombinacion homdloga?®.

La expresion de los oncogenes C-MYC y B-catenina, asi como del gen E7 del
virus del papiloma humano, esta ligada a la induccién de RAD51 y un aumento
de los niveles de proteina?’. Ademas, se ha comprobado que algunas mutaciones
puntuales o deleciones de TP53 y las fusiones de BCR/AbI estan asociadas a la

regulacion al alza de RAD51.
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7.5 Expresion de RAD51 en neoplasias malignas

Como una regla general, las células neoplasicas de un tumor maligno
experimentan un crecimiento y duplicacién acelerada debido a factores
estimulantes que permiten su replicacion. Un proceso mitético acelerado puede
llevar a la formacion de multiples errores en el proceso de duplicaciéon y
transcripcion del ADN, sin embargo, la sobreexpresion de RAD51 en una
variedad de neoplasias malignas les confiere un grado de proteccion ante este

problema, ya que asi hay una mayor capacidad de reparacion del ADN.

Desde inicios de la década de los 2000, se ha estudiado el funcionamiento de
RADS51 y también su expresidén en linajes celulares especificos y neoplasias
malignas como el adenocarcinoma de pancreas, el carcinoma de ovario y el

carcinoma ductal de glandula mamaria2® 29 30,

Ha sido descrito que RAD51 esta involucrado en el desarrollo de la capacidad
metastasica de tumores malignos, como el carcinoma de eséfago y proéstata,
gracias a las vias de sefializacion p38/AKT/snail y la via EGFR-Erk-1/2/AKT-
RAD51, respectivamente. La presencia de metastasis en un paciente cambia
drasticamente su prondstico y disminuye la sobrevida. Otra caracteristica de
RAD51 como potenciador de las neoplasias malignas es el desarrollo de
resistencia a agentes quimioterapéuticos, los cuales son armas clave en el
tratamiento del cancer por su efectividad y accesibilidad. El eje BMI1-Rad51 es
imprescindible para reducir el dafio del ADN ocasionado por el cisplatino. Se ha
demostrado que en las células tumorales del cancer de mama la via BMI1 recluta

a RAD51 para promover la reparacion del ADN dafado3" 32,

8. EXPRESION DE RAD51 EN NEOPLASIAS HEMATOLINFOIDES

RAD51 ha sido estudiado en una gran variedad de neoplasias malignas como el
cancer de mama, prostata, ovario y pancreas, sin embargo, poco se ha descrito

su participacion en el desarrollo y progresiéon de las neoplasias hematolinfoides.
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Uno de los primeros antecedentes de RAD51 y las neoplasias hematolinfoides
fue reportado por Rollinson y colaboradores (2006), quienes investigaron la
relacion entre los haplotipos del gen de RAD51 y el riesgo de desarrollar leucemia
mieloide aguda. El estudio sugirié que el haplotipo 135/172 C-G RADS1 podria
estar asociado con un mayor riesgo de leucemia mieloide aguda33, destacando
la importancia de los mecanismos de reparacion del ADN en la susceptibilidad a

esta enfermedad.

Yang y colaboradores (2018) reportaron que la inhibicion de RADS51 puede
aumentar la sensibilidad a la quimioterapia en células de leucemia-linfoma de
células T en adultos. El estudio revelé que al reducir la capacidad de estas células
cancerosas para reparar el dafio en su ADN mediante la inhibicion de RAD51, se
potencia el efecto de los tratamientos quimioterapéuticos, lo que conduce a una
mayor muerte celular34. La inhibicion de RAD51 se logré mediante knockout del
gen en un cultivo de células Jurkat y los agentes quimioterapéuticos utilizados

fueron el imatinib y el etopdsido.

Mansoor y colaboradores (2023) encontraron que ciertos genes de reparacion
del ADN, como lo son BRCA1, FANCA, FEN1, PLOD1, PCNA y RAD51, estan
significativamente sobreexpresados en el linfoma no Hodgkin difuso de células B
grandes en comparacion con linfomas foliculares®®. Esto sugiere que estos genes
podrian ser objetivos terapéuticos clave, aprovechando el concepto de letalidad
sintética para mejorar el tratamiento del linfoma no Hodgkin difuso de células B
grandes. Se realizé extraccion de ARN que fue analizado posteriormente para

evaluar la expresion de genes. Fueron utilizadas bases de datos gendmicas.

8.1 Linfoma no Hodgkin difuso de células B grandes

El linfoma difuso de células B grandes es el subtipo mas comun de linfoma,
representando aproximadamente el 25-30% de todos los casos de linfomas no
Hodgkin3®®. Es una neoplasia agresiva de células B maduras que se caracteriza

por un crecimiento rapido y desorganizado de linfocitos B en los ganglios
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linfaticos, aunque puede afectar también otros dérganos, como el tracto
gastrointestinal, la piel, el sistema nervioso central y otros. Se presenta con
mayor frecuencia en personas mayores, con una media de edad entre los 60-70
afios. Los sintomas que pueden presentar los pacientes incluyen fiebre,

sudoracién nocturna, pérdida de peso y linfadenopatias®’.

Es una entidad heterogénea y se clasifica en subtipos basados en el perfil
genético y molecular, estos son el subtipo de células B activadas (ABC) y el

subtipo de células del centro germinal (GCB).

El subtipo GCB se origina en los linfocitos B del centro germinal de los foliculos
linfaticos y tiene una expresion positiva de los marcadores CD10, BCL-6, y es
negativo para MUM138, Se asocia con mayor frecuencia a la translocacion
t(14;18)(q32;921), que involucra al gen BCL-2, asi como a alteraciones en el

brazo corto del cromosoma 2, incluyendo amplificacion del gen c-REL®®.

El subtipo ABC se origina a partir de células B activadas fuera del centro germinal.
Los marcadores de inmunohistoquimica tipicos incluyen MUM1 positivo, BCL-6
variable y CD10 negativo. Este subtipo se caracteriza por la presencia recurrente
de trisomia 3, delecion del locus INK4AA/ARF y activacion de la via de sefializacion
del factor nuclear kappa B (NF-kB), la cual se asocia con mecanismos de

resistencia a la apoptosis*.

Estos subtipos tienen implicaciones prondsticas, ya que el subtipo ABC
generalmente esta asociado con un peor prondstico comparado con el subtipo de

centro germinal*'.

El diagnéstico diferencial entre los subtipos GCB y ABC se realiza principalmente
a través de inmunohistoquimica mediante el uso de algoritmos, como el algoritmo
de Hans, este es uno de los mas utilizados y se basa en la expresion de
marcadores como CD10, BCL-6 y MUM142. Las caracteristicas genéticas y
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moleculares, incluyendo mutaciones en genes como MYC, BCL-2 y BCL-6,

también son relevantes para el prondstico y la seleccion de tratamiento.

Una entidad reconocida dentro del espectro del linfoma difuso de células B
grandes es aquella que presenta reordenamientos oncogénicos en MYC y BCL-
240 El comportamiento frecuentemente agresivo de estos linfomas se relaciona
con la expresion aberrante de BCL-2, que confiere mayor resistencia a la

apoptosis, y con la activacion de MYC, la cual impulsa la proliferacién celular.

El gen BCL-2, localizado en 18921, se transloca principalmente al locus IGH en
14q32. En contraste, las translocaciones que involucran a MYC, localizado en
8924, son mas heterogéneas y ocurren en loci de inmunoglobulina en
aproximadamente 55-58% de los casos, predominantemente a IGH, o
alternativamente a IGL mediante la translocacion t(8;22)(g24;q11), o con menor
frecuencia a IGK a través de la translocacion t(2;8)(p11;924)4% 43, Entre los socios
no inmunoglobulina de MYC se incluyen BCL-6, la region potenciadora de PAX5
y RFTN1. La presencia de estas alteraciones permite clasificar a estos linfomas

como neoplasias de alto grado.

Resulta fundamental distinguir estas entidades de los llamados linfomas doble
expresores, definidos por la expresién concomitante de C-MYC y BCL-2 evaluada
mediante inmunohistoquimica. Este grupo de linfomas difusos de células B
grandes suele asociarse con un pronéstico menos favorable; su evolucion clinica
es mejor que la observada en los linfomas de células B con alteraciones
genéticas especificas, como los linfomas con reordenamientos de MYC en
combinacion con BCL-2 y/o BCL-6, detectados mediante estudios de hibridacion
in situ fluorescente (FISH)*.

El tratamiento de los linfomas difusos de células grandes B incluye quimioterapia

combinada con rituximab (R-CHOP). En casos refractarios o recurrentes, se
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pueden considerar terapias adicionales como el trasplante de células madre

autdlogas e inhibidores de la tirosin cinasa®.

El prondstico del linfoma difuso de células B grandes depende de multiples
factores, incluyendo la edad del paciente, el estadio de la enfermedad al
diagnoéstico, la respuesta al tratamiento inicial y caracteristicas moleculares del
tumor. Aunque es potencialmente curable en muchos casos, la tasa de
supervivencia a cinco afos varia ampliamente, desde mas del 70% en pacientes
con caracteristicas favorables hasta menos del 50% en aquellos con factores de

riesgo adversos.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque las vias de reparaciéon del ADN, incluida la mediada por RADS51,
desempefian un papel importante en la biologia de multiples tumores, se
desconoce cual es el patrén de expresion de RAD51 en el linfoma difuso de
células B grandes y si este marcador se relaciona con caracteristicas de mayor
agresividad, como la doble expresion de C-MYC y BCL-2. La falta de informacion
en este campo limita la comprension de su posible relevancia diagnostica o

pronostica.

IV. JUSTIFICACION

En los ultimos afos se ha descrito la sobreexpresion de RAD51 en diversos
tumores solidos y su asociacion con rasgos de peor pronostico. Sin embargo, su
comportamiento en linfomas continua siendo poco claro. Evaluar la expresion de
RAD51 en el linfoma difuso de células B grandes podria aportar informacion util
para futuras aplicaciones prondsticas o incluso terapéuticas. Ademas, estudiar
este marcador en la neoplasia linfoide mas frecuente a nivel mundial resulta

clinicamente relevante.

V. HIPOTESIS

Hipotesis alterna: RAD51 se expresa en los linfomas no Hodgkin difusos de

células B grandes.

Hipétesis nula: RAD51 no se expresa en los linfomas no Hodgkin difusos de

células B grandes.

VI. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Describir la expresién de RADS1 por inmunohistoquimica en linfomas no Hodgkin

difusos de células B grandes.
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2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si la expresion de RAD51 en linfomas no Hodgkin difusos de células

B grandes esta asociado a caracteristicas de linfomas de alto grado: expresion
de BCL-2 y C-MYC.

Determinar si existe una asociacion entre la expresion de RAD51 y la expresion

del virus Epstein Barr y el Ki-67.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS
1. DISENO DE ESTUDIO

Estudio observacional, descriptivo y retrospectivo de corte transversal.

2. LUGAR DE TRABAJO

El estudio se realizé en el Departamento de Anatomia Patoldgica y Citopatologia

del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzalez”.

3. POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con diagnéstico de linfoma no Hodgkin difusos de células grandes B
diagnosticados entre el periodo del 1 de enero del 2013 al 31 de diciembre del
2023.

4. TAMANO DE LA MUESTRA

Debido a que el RAD51 es un biomarcador poco estudiado previamente en
linfomas difusos de células B grandes y se cuenta con escasa literatura que hable
sobre la relacion de RAD51 con neoplasias hematolinfoides, se incluyeron todos
los casos que cumplieron con los criterios de inclusiéon en este estudio y fueron

diagnosticados en el periodo de tiempo previamente mencionado.

5. CRITERIOS DE INCLUSION:

. Pacientes mayores de 18 anos.

. Paciente con diagndstico de linfomas no Hodgkin difusos de células
grandes B. El diagndstico debe haber sido emitido por el Departamento
de Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario “José
Eleuterio Gonzalez”.

. Pacientes que dispongan de bloques de tejido en parafina

representativos de la patologia para estudios de inmunohistoquimica.
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. Pacientes que dispongan de laminillas para la obtencion de parametros
histologicos.
. Pacientes en los que el diagnéstico haya sido realizado mediante

biopsia incisional o escisional.

6. CRITERIOS DE EXCLUSION

* Casos que no cuenten con bloques de parafina o en el caso de que el
material sea escaso o se encuentre en mal estado de conservacion.

+ Casos en los que diagnéstico haya sido realizado mediante biopsia con
aguja gruesa (trucut).

» Pacientes que no cuenten con laminillas para la obtencion de parametros

histologicos.

7. SELECCION DE CASOS

Se utilizé el motor de busqueda del sistema PATHOX, programa en el que se
almacena toda la informacion pertinente a los casos/especimenes ingresados al
Departamento de Anatomia Patoldgica y Citopatologia del Hospital Universitario
“José Eleuterio Gonzalez”. Los casos fueron revisados para evaluar el estado y
suficiencia del tejido en los bloques de parafina. Se evaluaron las laminillas con
tincion de hematoxilina y eosina, asi como las laminillas de inmunohistoquimica
para la confirmacion del diagndstico histopatolégico y la seleccidn del bloque de
tejido en parafina a utilizar si el caso contaba con multiples bloques de tejido

disponibles.

8. VARIABLES

Se determinaron las siguientes variables:

. Edad.
. Género
. Sitio de origen del linfoma

. Expresion de BCL-2
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. Expresion de C-MYC
. Expresion de virus de Epstein-Barr

. Porcentaje de Ki-67

. Porcentaje de células positivas para RAD51
. Intensidad de expresion de RAD51.
Tipo de Escala de
Variable Clasificaciéon
variable medicion
Edad Cuantitativa Continua Razon
Género Cualitativa Nominal d|cotqm|ca Nominal
(hombre/muijer)
Sitio d.e origen del Cualitativa Nominal Nominal
linfoma
Expresion de BCL-2 | Cualitativa Dlpotom|ca_ Nominal
(positivo/negativo)
Expresion de c-MYC | Cualitativa Dicotomica Nominal

(positivo/negativo)

Expresion del virus e
Dicotomica

de Epstein-Barr Cualitativa i . Nominal
(positivo/negativo)

(EBER-RISH)
Porcentaje de Ki67 | Cuantitativa Continua Razoén
Porcentaje de . .
células positivas Cuantitativa Ordln?;r(]1-o5s)segun Ordinal
para RAD51 9
Intensidad de o Ordinal (negativo, débil, ,
expresion de RAD51 Cualitativa moderado, fuerte) Ordinal

Tabla 1. Variables del estudio: tipo, clasificacion y escala de medicion

9. PROCESAMIENTO
9.1 Microarreglos de tejido

Se realizaron microarreglos tomando un fragmento de tejido tumoral de 3
milimetros del bloque de parafina previamente evaluado, seleccionando el area

con mayor tejido tumoral y menor cantidad de necrosis o tejido no tumoral.
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Cada microarreglo contenia 16 casos y un fragmento de tejido control,
organizados en 4 hileras, con 4 casos por hilera. Cada bloque de microarreglos

fue elaborado mediante el equipo automatizado TMA Master de 3DHISTTECH.

Se obtuvo una laminilla tefiida con hematoxilina y eosina para utilizarla como

control y evaluacion del tejido de cada bloque de microarreglos.

Figura 1. Proceso de seleccion de tejido y creacion de microarreglos mediante el

sistema automatizado TMA Master. Creado en https://BioRender.com

9.2 Inmunohistoquimica
RADS51

Se realizé inmunohistoquimica para RAD51 utilizando cortes de 4 um obtenidos
de bloques de microarreglos preparados a partir de tejido fijado en formaldehido
al 10% y parafinizado. Los cortes fueron montados en laminillas con carga
positiva. Se utilizé el anticuerpo monoclonal de ratén anti-RAD51 clona F11
(Santa Cruz Biotechnology), a dilucién 1:50, la cual es la dilucién inicial
recomendada, dentro de un rango de 1:50 a 1:500. La tincion se llevo a cabo en
el sistema automatizado BenchMark IHC/ISH UltraPlus, empleando el sistema de
deteccion UltraView; el revelado se realizd con DAB y el contraste con
hematoxilina. Se incluyé como control positivo una muestra de testiculo no
tumoral. La expresion de RAD51 se identific6 como tincién citoplasmatica y fue
evaluada mediante microscopia de luz, clasificandose de manera ordinal con
base en el porcentaje de células tumorales con tincion citoplasmatica y la

intensidad de la tincion.
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BCL-2

Se realizé inmunohistoquimica para BCL-2 utilizando cortes de 4 ym obtenidos
de bloques de microarreglos preparados a partir de tejido fijado en formaldehido
al 10% y parafinizado. Los cortes fueron montados en laminillas con carga
positiva. Se utilizd el anticuerpo monoclonal de ratén anti-c-BCL-2 clona 124
(VENTANA), en sistema prediluido, con concentracion de aproximadamente 17
pg/mL. La tincion se llevé a cabo en el sistema automatizado BenchMark IHC/ISH
UltraPlus, empleando el sistema de deteccion OptiView; el revelado se realizé
con DAB y el contraste con hematoxilina. Se incluyeron controles positivos y
negativos en cada corrida de tincién. La expresion de BCL-2 se identificé como
tincion nuclear y fue evaluada mediante microscopia de luz, clasificandose de
manera nominal como positiva o negativa con base en un punto de corte del 50%

de células tumorales con tincidn nuclear.

C-mYC

Se realizdé inmunohistoquimica para c-MYC utilizando cortes de 4 um obtenidos
de bloques de microarreglos preparados a partir de tejido fijado en formaldehido
al 10% y parafinizado. Los cortes fueron montados en laminillas con carga
positiva. Se utilizé el anticuerpo monoclonal de conejo anti-c-MYC, clona Y69
(VENTANA), en sistema prediluido, con concentracion de aproximadamente 24
pg/mL. La tincidn se llevé a cabo en el sistema automatizado BenchMark IHC/ISH
UltraPlus, empleando el sistema de deteccion OptiView; el revelado se realizé
con DAB y el contraste con hematoxilina. Se incluyeron controles positivos y
negativos en cada corrida de tincion. La expresion de c-MYC se identificé como
tincion nuclear y fue evaluada mediante microscopia de luz, clasificandose de
manera nominal como positiva o negativa con base en un punto de corte del 40%

de células tumorales con tincién nuclear.
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VIRUS EPSTEIN-BARR

Se realizo hibridacién in situ (RISH) para la deteccion del virus de Epstein-Barr
(VEB) utilizando cortes de 4 pym obtenidos de bloques de microarreglos
preparados a partir de tejido fijado en formaldehido al 10% y parafinizado. Los
cortes fueron montados en laminillas con carga positiva. Se utilizé la sonda
VENTANA EBER Probe, marcada con digoxigenina (DIG), de VENTANA. La
tincion se llevo a cabo en el sistema automatizado BenchMark IHC/ISH UltraPlus,
empleando un sistema de deteccion iView blue basado en un anticuerpo
monoclonal de ratén anti-DIG conjugado a peroxidasa, con amplificacién por
tiramida y cromogeno magenta. Se incluyeron controles positivos y negativos en
cada corrida de tincion. La positividad para VEB se identific6 como sefal nuclear

magenta y fue evaluada mediante microscopia de luz.

Kl-67

Se realizé inmunohistoquimica para Ki-67 utilizando cortes de 4 um obtenidos de
bloques de microarreglos preparados a partir de tejido fijado en formaldehido al
10% y parafinizado. Los cortes fueron montados en laminillas con carga positiva.
Se utilizé el anticuerpo monoclonal de conejo anti-Ki-67, clona 30-9 (VENTANA),
en sistema prediluido, con concentracion de aproximadamente 2 pg/mL. La
tincion se llevd a cabo en el sistema automatizado BenchMark IHC/ISH UltraPlus,
empleando el sistema de deteccidn UltraView; el revelado se realizé con DAB y
el contraste con hematoxilina. Se incluyeron controles positivos en cada corrida
de tincion. La expresién de Ki-67 se identificé como tincidén nuclear y fue evaluada
mediante microscopia de luz, otorgandose un valor numeérico en porcentaje con

base en el total de células tumorales con tincidén nuclear.
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BLOQUE 1
HEE

BLOQUE 1
RADST

Figura 2. Proceso de elaboracion simplificado de tincion con H&E y marcadores
de inmunohistoquimica en el sistema Benchmark de Roche Dlagnostics. Creado

en https://BioRender.com

10. ANALISIS

La evaluacion de la expresién de RADS1, de acuerdo con el porcentaje de células

positivas y la intensidad de la tincion, se basé en el trabajo de Li et al. (2020)%.

Se describid la expresion de RAD51 por inmunohistoquimica, clasificando los
resultados en los siguientes grupos de acuerdo con el porcentaje de células
positivas y a la intensidad de tinciéon. Se consideré como células positivas
aquellas que presentaron una tincion color café segun las especificaciones del

fabricante del anticuerpo).

Porcentaje de células positivas: grupo 1: 0 a <1% de positividad, grupo 2: 1 a
25% de positividad, grupo 3: 26 a 50% de positividad, grupo 4: 51 a 75% de
positividad, grupo 5: 76 a 100% de positividad.

Intensidad de expresién: negativo (sin tincidn observable), intensidad débil,
intensidad moderada, intensidad fuerte.
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Porcentaje de células positivas

* 1:0- <1 % de positividad.

* 2:1-25% de positividad

* 3:26 -50% de positividad.

* 4:51-75% de positividad.

* 5:76% - 100% de positividad.

Intensidad de expresion

* Negativo.
+ Débil.
*  Moderado.

* Fuerte.

Se evalud la expresion de BCL-2, C-MYC, EBER-RISH y Ki-67 en base a los

porcentajes y categorias previamente descritos.

Todos los casos fueron evaluados por dos patélogos de manera independiente.
En los casos en donde existié una discrepancia en la puntuacion otorgada fueron
evaluados nuevamente por los dos patdlogos para lograr un consenso con la

puntuacion de todas las variables analizadas.

11. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

El analisis estadistico se realizé utilizando el software IBM SPSS Statistics,

mediante estadistica descriptiva.

Para las medidas de tendencia central se utilizaron medias y desviacion estandar.
El andlisis estadistico de las variables demograficas se representd en tablas y
graficos. Se aplicaron pruebas de chi-cuadrada para probar la existencia de
diferencias significativas segun edad, género, sitio de origen de linfoma,
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expresion de BCL-2, C-MYC, virus de Epstein-Barr y Ki-67, en comparacion con

los resultados de la expresion de RADS1.

12. CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de
la Subdireccion de Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad

Autonoma de Nuevo Leon.

Todos los bloques y laminillas recolectadas y usadas en este estudio volvieron a
ser almacenados en el archivo de bloques y laminillas del Departamento de
Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario “José Eleuterio
Gonzalez”, en donde continuaran siendo almacenadas segun su tiempo de
antigiedad. La NOM-037-SSA3-2016 establece que este tipo de material debe
ser resguardado en un archivo propio del laboratorio. EI Departamento de
Anatomia Patolégica y Citopatologia del Hospital Universitario “José Eleuterio
Gonzalez” almacena bloques de parafina y laminillas por 10 afos vy
posteriormente son depurados. Unicamente se utilizaron los bloques de tejido en
parafina que presentaron cantidad suficiente de muestra, de tal forma que esta

no se acabo al ser utilizada en este estudio.
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VIIl. RESULTADOS
SEXOY EDAD

La muestra total fue 106 sujetos, de los cuales 48 son femeninos (45.3%) y 58

son masculinos (54.7%).

La edad de los pacientes oscild entre 21 y 86 afios, con una media de 60.41 anos
y una desviacion estandar de 14.17, lo que indica que la mayoria de los pacientes

se concentraron en la sexta década de la vida, con dispersion moderada.

SITIO DE PRESENTACION

* 55 casos (51.9%) fueron de localizacion nodal
* 51 casos (48.1%) correspondieron a localizacion extranodal
Se observa una distribucion practicamente equitativa entre presentacion nodal y

extranodal.

REGION ANATOMICA DE LOS CASOS EXTRANODALES

REGION ANATOMICA DE LOS CASOS
EXTRANODALES

2% 2%

6%

33%
10%

12%

12% 17%
H Cabezay cuello u Tejidos blandos H Gastrointestinal
H Genitourinario H Piel H SNC
H Sistema hematopoyetico B Ginecoldgico H Pulmoén
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Figura 3. Distribucion de las regiones anatomicas en los casos extranodales de

linfoma difuso de células B grandes (n = 51).

Se observo la siguiente distribucion:
. Cabeza y cuello: 17 casos (33.3.0%)
. Tejidos blandos: 9 casos (17.6%)

. Tracto gastrointestinal: 6 casos (11.8%)
. Genitourinario: 6 casos (11.8%)

. Piel: 5 casos (9.8%)

. Sistema nervioso central: 3 casos (5.9%)
. Sistema hematopoyético: 3 casos (5.9%)
. Ginecolégico: 1 caso (2%)

. Pulmén: 1 caso (2%)

La region mas frecuentemente afectada entre los casos con presentacion
extranodal fue cabeza y cuello, seguida de tejidos blandos y del tracto

gastrointestinal y genitourinario.

EXPRESION DE RAD51

De los 106 casos analizados, la expresion de RAD51 fue positiva en 102 casos
(96.2%), mientras que unicamente 4 casos (3.8%) fueron negativos. La gran

mayoria de los tumores en la poblacion estudiada expresan RAD51.

Expresion RAD51 Frecuencia Porcentaje
No 4 3.8%

Si 102 96.2%
Total 106 100%
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Tabla 2. Distribucion de la expresion de RAD51 por inmunohistoquimica en el

grupo de casos estudiado.

DISTRIBUCION DE LOS GRUPOS SEGUN EL PORCENTAJE DE
EXPRESION DE RAD51

. Grupo 1: 6 casos (5.7%)
. Grupo 2: 24 casos (22.6%)
. Grupo 3: 11 casos (10.4%)
. Grupo 4: 7 casos (6.6%)
. Grupo 5: 58 casos (54.7%)

60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0% l
EGrupo1 ®EGrupo2 ®EGrupo3 BEGrupo4 HBGrupob5

Figura 4. Distribucion de los grupos segun el porcentaje de expresion de RADS51.

Se observa que mas de la mitad de la muestra pertenece al Grupo 5, lo que indica
una distribucion asimétrica con predominio de este grupo. Los grupos 1y 4

fueron los menos representados.

DISTRIBUCION DEL PORCENTAJE DE EXPRESION DE RAD51

En los 106 casos analizados, el porcentaje de células positivas para RAD51

mostré una amplia variabilidad, con valores que oscilaron entre 0% y 100%, con
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una media de 60.93% y una desviacion estandar de 37.18. Esto indica una alta
variabilidad interindividual, lo que sugiere que la expresion de RAD51 es

heterogénea dentro de la poblacion estudiada.

Variable n Minimo Maximo | Media (%) | Desviacion
(%) (%) estandar
% RAD51 106 0 100 60.93 37.18

Tabla 3. Distribucion del porcentaje de expresion de RADS1 por

inmunohistoquimica.

Los valores mas frecuentes se encontraron en los rangos altos, particularmente:
o] 90% de expresion: 21 casos (19.8%)

o] 95% de expresion: 22 casos (20.8%)

Estos dos valores representan 40.6% de toda la muestra, o que indica una
marcada tendencia hacia una expresion elevada de RAD51 en una proporcion

considerable de los casos.

Valores intermedios (20-50%) fueron menos frecuentes, sumando

aproximadamente 18.9% del total.

Un grupo pequefio de casos presentd baja expresion (1-10%), representando

aproximadamente 19%.

La expresion nula (0%) se observé unicamente en 4 casos (3.8%), lo cual

coincide con la positividad global previamente descrita (96.2%).

La expresion porcentual de RAD51 presenta una distribucion asimétrica, con un
claro desplazamiento hacia valores altos, reforzando que RAD51 es un marcador

ampliamente expresado en la muestra estudiada.
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DISTRIBUCION POR GRUPO Y SEXO
La distribucion de los casos por grupo mostré variaciones en cuanto al sexo:

. Grupo 1: 2 mujeres y 4 hombres (n = 6)

. Grupo 2: 9 mujeres y 15 hombres (n = 24)
. Grupo 3: 4 mujeres y 7 hombres (n = 11)
. Grupo 4: 5 mujeres y 2 hombres (n =7)

. Grupo 5: 28 mujeres y 30 hombres (n = 58)

Se observa que en los grupos 1, 2, 3y 5 predomind el sexo masculino, mientras
que en el grupo 4 se observd predominio femenino, con diferencia
estadisticamente no significativa entre ambos sexos (p=0.489). El grupo 5

concentrd la mayoria de los casos de ambos sexos.

DISTRIBUCION POR GRUPO Y PRESENTACION NODAL/EXTRANODAL

La distribucion de los casos nodales y extranodales mostré diferencias
significativas entre los cinco grupos analizados. El grupo 2 present6 predominio
de enfermedad extranodal (75%), mientras que los grupos 4 y 5 mostraron
principalmente enfermedad nodal (71% y 60%, respectivamente). Los grupos 1y

3 presentaron distribuciones casi equilibradas.
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Grupo Extranodal n (%) Nodal n (%) Total
1 3 (50.0%) 3 (50.0%) 6
2 18 (75.0%) 6 (25.0%) 24
3 5 (45.5%) 6 (54.5%) 11
4 2 (28.6%) 5(71.4%) 7
5 23 (39.7%) 35 (60.3%) 58

Total 51 (48.1%) 55 (51.9%) 106

Tabla 4. Distribucién por grupo de expresion de RADS1 y presentacion

nodal/extranodal.
Prueba Valor gl p
Chi-cuadrada de 9.722 4 0.045
Pearson
Razon de 10.048 4 0.040
verosimilitud
Casos validos 106 — —

Tabla 5. Asociacion entre los grupos de expresion de RADS1 y la presentacion
nodal o extranodal.

El analisis de chi-cuadrada confirmd que esta variacion no fue aleatoria (x*(4) =
9.722; p = 0.045), indicando una asociacion significativa entre el grupo y la

localizacion

localizacion nodal/extranodal. Este hallazgo sugiere que la

anatomica de la enfermedad difiere de manera consistente entre los grupos.
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INTENSIDAD DE EXPRESION DE RAD51

Intensidad de RAD51 Frecuencia Porcentaje
Débil 51 48.1%
Moderada 34 32.1%
Fuerte 17 16.0%
Negativa 4 3.8%
Total 106 100%

Tabla 6. Intensidad de tincion de RAD51 en los casos analizados.

Se observa que la mayoria de los casos mostro expresioén débil a moderada de

RADS51 (80.2%), mientras que la expresion fuerte fue menos frecuente (16.0%).
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Figura 5. Intensidades de RADS51.

A, B) LDCGB negativo para RAD51 por IHQ. (40X). C, D) LDCGB con
intensidad débil de RAD51 por IHQ (40X).

E, F) LDCGB con intensidad moderada para RAD51 por IHQ (40X).
G, H) LDCBG con intensidad fuerte para RAD51 por IHQ (40X).
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INTEGRACION DE LA EXPRESION DE RAD51 (PORCENTAJE +
INTENSIDAD)

En conjunto, la correlacion entre ambas variables muestra que:
. RADS51 es altamente expresado en esta cohorte.

. Aunque la intensidad fuerte no es la mas frecuente, los valores
porcentuales altos (280%) son comunes, lo que indica que el numero de células

positivas puede ser elevado aun cuando la intensidad no sea maxima.

EXPRESION DE BCL-2

La expresion de BCL-2 se observo en el 59.4% de los casos (63/106).

DISTRIBUCION POR GRUPO Y EXPRESION DE BCL-2

Al analizar su distribucién entre los grupos, no se identificé un patrén diferencial
claro: todos los grupos mostraron proporciones variables de positividad para
BCL-2. La prueba de chi-cuadrada no mostrd una asociacion significativa entre
el grupo y la expresion de BCL-2 (p = 0.876), por lo que no se evidencié relacion

entre esta caracteristica inmunofenotipica y los grupos estudiados.

Grupo BCL-2 Negativo | BCL-2 Positivo Total
1 3 3 (50.0%) 6
2 7 17 (70.8%) 24
3 3 8 (72.7%) 1
4 3 4 (57.1%) 7
5 27 31 (563.4%) 58

Total 43 63 106

Tabla 7. Asociacion entre los grupos de RADS51 y la expresion de BCL-2.
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Prueba Valor gl p

Chi-cuadrada

3.79 4 0.876
de Pearson
Casos
. 106 — —
validos

Tabla 8. Resultados de la prueba de chi-cuadrada, No se encontré una diferencia

significativa entre los grupos de RAD51 y la expresion de BCL-2 (p = 0.876).

EXPRESION DE C-MYC

En cuanto a la expresién de c-MYC, se observé positividad en 26 casos (24.5%),

mientras que 80 casos (75.5%) fueron negativos.

DISTRIBUCION POR GRUPO Y EXPRESION DE C-MYC

Grupo C-MYC C-MYC
Total
%RAD51 Negativo Positivo
1 6 0 (0%) 6
2 22 2 (8.3%) 24
3 9 2 (18.2%) 11
4 6 1(14.3%) 7
5 37 21 (36.2%) 58
Total 80 26 106

Tabla 9. Asociacion entre los grupos de RAD51 y la expresion de C-MYC.
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Prueba Valor gl p
Chi-cuadrada
10.260 4 0.036
de Pearson
Razén de
12.229 4 0.016
verosimilitud
Casos
106 — —
validos

Tabla 10. Resultados de la prueba de chi-cuadrada que muestran una asociacion

significativa entre los grupos de RAD51 y la expresion de C-MYC (p = 0.036).

La expresion de C-MYC mostroé una distribucién heterogénea entre los grupos
analizados. Mientras que los grupos 1 y 2 presentaron muy baja positividad (0—
8.3%), el grupo 5 concentré la mayor proporcion de casos C-MYC positivos
(36.2%). La prueba de chi cuadrada evidencié una asociacion significativa entre
el grupo y la expresion de C-MYC (x*(4) = 10.260; p = 0.036), lo que indica que
los grupos superiores presentan con mayor frecuencia positividad para este

marcador asociado a alto grado.

EXPRESION DE EBER POR RISH

En los 106 casos analizados, la técnica de hibridacion in situ para EBER (EBER-

RISH) fue negativa en 92 casos (86.8%) y positiva en 14 casos (13.2%).
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DISTRIBUCION POR GRUPO Y EXPRESION DE POSITIVIDAD PARA EBER-

RISH

Grupo EBER Negativo EBER Positivo Total
1 6 0 (0%) 6
2 22 2 (8.3%) 24
3 1 0 (0%) 11
4 6 1(14.3%) 7
5 47 11 (19%) 58

Total 92 14 106

Tabla 11. Distribucion entre los grupos de RAD51 y la expresion de EBER-RISH.

Prueba Valor gl o]
Chi-cuadrada de

4.769 4 0.312
Pearson
Razén de

6.893 4 0.142
verosimilitud
Casos validos 106 — —

Tabla 12. Analisis entre grupo de RAD51 y expresion de EBER-RISH.
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Figura 6. Caso de esta cohorte de LDCGB con mayor positividad para EBER-
RISH. A) LDCBG (H&E, 40X). B) RAD51 se evualué como positivo en el 100%
de las células, con intensidad de tincion moderada (40X). C) Células positivas
para EBER-RISH muestran tincion de color azul-morada (40X). D) El indice de

proliferacion celular Ki67 se contabilizé en 80% (40X).

La positividad para EBER-RISH se observé en el 13.2% de los casos. Al analizar
la distribucién por grupo, la positividad fue de 0% en los grupos 1y 3, 8.3% en el
grupo 2, 14.3% en el grupo 4 y 19.0% en el grupo 5. Aunque el grupo 5 concentré
la mayor cantidad absoluta de casos positivos, los porcentajes dentro de cada
grupo fueron bajos y no mostraron un patrén consistente. La prueba de chi
cuadrada no demostré asociacion significativa entre el grupo y la expresiéon de
EBER-RISH (x3(4) =4.769, p = 0.312).
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PORCENTAJE DE KI-67

El indice proliferativo Ki-67 presento valores entre 10% y 100%, con una media
de 67.86% y una desviacion estandar de 21.53, lo que refleja en general una alta

actividad proliferativa tumoral, aunque con variabilidad moderada entre los casos.

ANALISIS DE CASOS DOBLE EXPRESORES (BCL-2 Y C-MYC)

En total se identificaron 16 casos doble expresores, que corresponde al 15.1%
de toda la cohorte (n = 106).

. Media de porcentaje de RAD51: 81.6%

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Linfommas doble expresores Linfomma no doble
expresores

B Porcentaje de positividad de RAD51 en linfomas doble
expresores

Figura 7. Porcentaje de positividad de RAD51 en linfomas doble expresores.

. Intensidad de RAD51: 69% de los linfomas doble expresores presentan
RAD51 moderada o fuerte.
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Intensidad Frecuencia (n) Porcentaje

Fuerte 7 43.8%
Moderada 4 25.0%

Débil 5 31.2%
Negativa 0 0%

Total 16 100%

Tabla 13. Intensidad de RADS51 en linfomas doble expresores.

. indice de proliferacion % Ki-67: 81.9%

. Distribucién por grupo de expresion de RAD51

Grupo 2: 1 caso (6.2%)
» Grupo 3: 2 casos (12.5%)
= Grupo 5: 13 casos (81.2%)

. Distribucién anatémica (nodal / extranodal): el predominio nodal resultd
evidente, el tercio de casos extranodales se presentaron en SNC, sistema

gastrointestinal y tejidos blandos.

= Nodal: 11 casos (68.8%)

= Extranodal: 5 casos (31.2%)

Se identificaron 16 casos doble expresores (C-MYC+ y BCL-2+), lo que

corresponde al 15.1% de la cohorte total.

El porcentaje de células positivas para RAD51 fue significativamente mayor en

los linfomas doble expresores (c-MYC+/BCL-2+) en comparacion con los casos
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no doble expresores. La media de % de RAD51 en los doble expresores fue de
81.6%, mientras que en el resto de la cohorte fue de 60.9%. Esta diferencia fue

estadisticamente significativa (t = 3.66; p = 0.00079).

La intensidad de RAD51 mostré diferencias significativas entre los linfomas doble
expresores y los no doble expresores. En los casos doble expresores, la
intensidad fue fuerte en el 43.8%, moderada en el 25% y débil en el 31.2%, sin
casos negativos. En contraste, los casos no doble expresores presentaron
predominantemente intensidades débiles o moderadas. La prueba de chi-
cuadrada demostré una asociacion significativa entre la intensidad de RAD51 y

la condicion de doble expresor (x* = 11.22; p = 0.024).

Prueba Valor gl p

Chi-cuadrada de

Pearson

11.10 3 0.024

Casos validos 102 —_ —

Tabla 14. Asociacion entre la intensidad de expresion de RAD51 y linfomas doble

expresores.

De igual manera, los casos doble expresores presentaron un indice proliferativo
alto (Ki-67 medio de 81.9%). La distribucion anatémica mostré predominio de
afectacion nodal (68.8%). Estos hallazgos sugieren que los linfomas doble
expresores en esta cohorte se asocian con mayor expresion de RAD51.
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Figura 8. Caso doble expresor de BCL-2 y c-MYC. A) LDCGB (H&E 20X). B)
RADS1 se evualué como positivo en el 95% de las células, con intensidad de
tincion fuerte (40X). C) Expresion difusa y fuerte de BCL-2 (20X). D) c-MYC
positivo en el 40% de las células evualuadas (20X). E) El indice de proliferacion
celular Ki67 se contabiliz6 en 95% (20X).
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IX. DISCUSION

RADS51 es una recombinasa que juega un papel central en la reparacion de las
roturas de doble cadena del ADN, ya que participa directamente en la via de
recombinacion homadloga. En anos recientes, estudios como el de Ovejero et al.
(2025)*” han mostrado que los linfomas difusos de células B grandes dependen
en gran medida de varias proteinas relacionadas con la respuesta al dafio del
ADN, entre ellas ATR, Chk1, WEE1 y la propia RAD51. Esta dependencia parece
estar relacionada con la necesidad de las células tumorales de mantener su
estabilidad y sobrevivir a los dafios que se generan tanto por la alta tasa de
replicacion como por el efecto de algunos tratamientos quimioterapéuticos.
Ademas, se ha visto que RAD51 puede estar sobreexpresada en distintos
carcinomas, como los de préstata, mama y ovario, y que en estos tumores se ha

asociado con un comportamiento mas agresivo y un peor prondstico.

El propdsito de este estudio fue evaluar la expresibn de RADS51 por
inmunohistoquimica, ya que es una técnica accesible y, hasta ahora, existen muy
pocos trabajos que describan este marcador en linfomas. En nuestra cohorte
encontramos una expresion muy alta de RAD51: el 96% de los casos fueron
positivos y, ademas, el porcentaje de células tumorales que expresaron la
proteina también fue elevado (60.9% en promedio). Este hallazgo coincide con
lo que se ha reportado en la literatura, donde se ha descrito una relacién

importante entre RAD51 y los linfomas difusos de células B grandes.

Li et al. (2020)* evaluo la expresion de RAD51 considerando tanto el porcentaje
de células positivas como la intensidad de la tincion, y encontré que la expresion
era mayor en los carcinomas escamosos poco diferenciados en comparacién con
los tumores bien o moderadamente diferenciados. De manera similar, en nuestro
estudio observamos que la intensidad de RAD51 fue variable, incluso en aquellos
tumores que presentaban un porcentaje elevado de células positivas, o que
sugiere que la cantidad de células que expresan la proteina y la fuerza con la que

se expresa no siempre van de la mano.
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En este estudio solo se identificaron cuatro casos negativos para RAD51 (3.8%).
Dado que la literatura sugiere que la ausencia de RADS51 podria asociarse con
un mejor pronostico en algunos tumores, seria importante que futuros trabajos
incluyan el seguimiento clinico de los pacientes con expresion negativa por
inmunohistoquimica. Esto permitiria determinar si la falta de expresion de RAD51
realmente se relaciona con una mejor respuesta al tratamiento o con una mayor

supervivencia en comparacion con los casos positivos.

Los linfomas doble expresores (BCL-2+ y C-MYC+) representan entre el 10 y el
15% de los linfomas difusos de células B grandes*®y se han asociado con un
peor prondstico en comparacidén con los casos que no presentan esta doble
expresion. En nuestra cohorte, el 15% de los casos correspondio a este subtipo,
lo cual coincide con lo reportado en la literatura. En este estudio, los doble
expresores mostraron un porcentaje significativamente mayor de células
positivas para RADS51, asi como intensidades de tincibn moderada a fuerte. Esto
resulta coherente con la funcién intrinseca de C-MYC y BCL-2, ya que ambos
genes estan implicados en el aumento de la proliferacion celular y en la evasion

de la apoptosis.

La replicacion acelerada y la resistencia a la muerte celular favorecen la
supervivencia tumoral, pero también generan un aumento en el dafio al ADN. En
este contexto, la sobreexpresion de RAD51 puede actuar como un mecanismo
que permite reparar ese dafo de manera mas eficiente, contribuyendo asi a
mantener la viabilidad de las células tumorales. La interaccion funcional de
RADS51 con distintos tipos de neoplasias, incluidos los linfomas, sugiere que
podria convertirse en un blanco de interés para el desarrollo de terapias dirigidas

en el futuro.

Esto también se observa con el marcador Ki-67, que se utiliza para estimar el
indice de proliferacion celular, ya que solo se expresa en células que se
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encuentran activamente replicandose. En nuestra cohorte, el Ki-67 mostré una
media de 67.86%, un valor que ya se considera elevado en linfomas. Este
porcentaje fue aun mayor dentro del subgrupo de linfomas doble expresores, lo
cual concuerda con su naturaleza bioldgicamente mas agresiva y con la elevada

actividad proliferativa que se ha descrito en este tipo de tumores.

La asociacion entre los linfomas difusos de células B grandes y la infeccion por
VEB esta bien descrita®® y existe como una entidad reconocida por la
Organizacion Mundial de la Salud, sin embargo, distintos estudios han mostrado
variabilidad en cuanto al impacto del VEB en el prondstico, y en general se
considera que su presencia no necesariamente confiere un peor desenlace
clinico. En nuestra cohorte no se encontré una asociacion significativa entre la
positividad para EBER y la expresion de RAD51, por lo que ambos parecen
comportarse como variables independientes. Es importante sefialar que en todos

los casos doble expresores, la prueba de EBER-RISH fue negativa.

En cuanto a las caracteristicas clinicas y demograficas de la cohorte, no se
identificaron patrones particulares que influyeran de manera evidente en la
expresion de RADS1. La distribucion por edad, sexo y localizacién anatémica
(nodal o extranodal) fue similar a lo reportado en otras series de linfoma difuso
de células B grandes, lo que sugiere que estos factores no condicionaron de
manera relevante los resultados observados. Por lo tanto, la alta expresion de
RADS51 y su relacién con los linfomas doble expresores parecen depender mas

de las caracteristicas biolégicas del tumor que de variables clinicas basales.

A partir de los hallazgos de este estudio, RAD51 podria tener un papel potencial
como marcador pronostico en los linfomas difusos de células B grandes,
especialmente en el subgrupo de linfomas doble expresores donde su
sobreexpresion fue mas evidente. Dado que RAD51 participa en la reparacion
del ADN mediante la recombinacion homologa, su actividad podria contribuir a la
resistencia al dano gendmico inducido por quimioterapia, lo cual abre la
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posibilidad de considerarlo como un blanco terapéutico. En otros tumores ya se
han explorado inhibidores de proteinas involucradas en la respuesta al dafo del
ADN, y RAD51 podria integrarse en esta linea de investigacion, particularmente
en casos con resistencia al tratamiento convencional o en pacientes con

recaidas.

Este trabajo aporta nueva evidencia sobre la expresion de RAD51 en linfomas
difusos de células B grandes, al evaluar de manera cualitativa y cuantitativa su
comportamiento mediante inmunohistoquimica. La correlacién encontrada entre
RAD51 y los linfomas doble expresores afiade un elemento novedoso a la
comprension de la biologia de estos tumores. Aunque se requieren estudios
moleculares y analisis clinicos de seguimiento para profundizar en su valor
pronostico y predictivo, este estudio representa un primer paso para considerar
a RAD51 como un biomarcador relevante en esta neoplasia y como un posible

punto de partida para futuras estrategias terapéuticas.
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X. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio presenta varias limitaciones inherentes a su disefio retrospectivo y
al hecho de haberse realizado en un solo centro. Aunque se incluyeron todos los
casos disponibles que cumplian los criterios de seleccion, un numero
considerable de ellos tuvo que ser excluido debido a la escasez de tejido
remanente. Esto esta relacionado con la naturaleza del linfoma y la necesidad de
multiples estudios inmunohistoquimicos durante el diagndstico inicial, lo cual

reduce de manera importante el material util para analisis posteriores.

Asimismo, el uso de microarreglos tisulares para optimizar recursos, introduce el
riesgo de obtener resultados falsos negativos. Esto es especialmente relevante
para BCL-2 y C-MYC, los cuales suelen presentar una expresion heterogénea
dentro del mismo tumor. Debido a ello, el cilindro seleccionado para el
microarreglo puede no ser completamente representativo de la totalidad del tejido

en un corte completo.

Otra limitacion importante deriva del tipo de tejido evaluado. Los linfomas son
altamente sensibles a defectos en la conservacion, y la fijacion inadecuada puede
ocasionar pérdida de antigenos, lo cual afecta la interpretacion

inmunohistoquimica y podria subestimar la expresion de ciertos marcadores.

Adicionalmente, la evaluacion de RAD51 mediante inmunohistoquimica ha sido
poco descrita en la literatura, y su aplicacidon en neoplasias hematolinfoides es
aun mas limitada. Por ello, seria ideal complementar estos hallazgos con estudios
moleculares que permitan corroborar la expresion y funcion de RADS1 en este

contexto.
Finalmente, este estudio no incluy6 un analisis de supervivencia de los pacientes,

lo cual limita la capacidad de establecer conclusiones sobre el valor prondstico

de RAD51 y su relacién con la evolucion clinica.
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XI. CONCLUSIONES

En conclusion, RAD51 es una proteina ampliamente expresada en los linfomas
difusos de células B grandes, y su expresion es significativamente mayor en los
linfomas doble expresores (C-MYC+/BCL-2+). La sobreexpresion de RAD51 en
este subgrupo podria relacionarse con la biologia mas agresiva que caracteriza
a estos tumores, dada su funcion en la reparacion del ADN y en la supervivencia

celular.

Si bien estos hallazgos sugieren un posible papel de RAD51 como marcador
bioldgico de agresividad tumoral, sera necesario correlacionar su expresion con
estudios moleculares y con datos clinicos de los pacientes para determinar su

valor prondstico y su utilidad real en la practica clinica.
Este estudio contribuye al conocimiento sobre RAD51 en el linfoma difuso de

células B grandes y abre la posibilidad de explorar su papel como potencial

marcador prondstico o terapéutico en investigaciones futuras.
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