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Antecedentes:

Mundialmente, el cancer es una de las principales causas de mortalidad. Este
flagelo es resultado de la interaccion de factores genéticos y externos (fisicos,
quimicos y biolégicos) que produce la degeneracion de las células, con lo que
se originan lesiones precancerosas y finalmente tumores malignos. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) prevé que entre 2007 y 2030,
aumentara 45% la mortalidad por cancer a nivel mundial, pues estima que
pasara de 7.9 a 11.5 millones de defunciones por afio, resultado del crecimiento
demografico y el envejecimiento de la poblacién; ademas, estima que durante el
mismo periodo, el nimero de casos nuevos de cancer aumentara de 11.3 a
15.5 millones.? De 1998 a 2008, la tasa de mortalidad por cancer se increments,
pasando de 57.7 a 66.6 por cada 100 mil habitantes,' lo que representa un
aumento de 12.4% a 13.4% defunciones por tumores malignos.®

Resulta preocupante que la poblacion masculina presente la tasa de
defunciones por tumores mas alta, por la elevada mortalidad por tumor de
prostata (121.57 por cada 100 mil hombres). Particularmente en personas de 60
afios 0 mas'. De acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008,
entre los hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la préstata
(8.1%), seqguido por los tumores de traquea, bronquios y pulmon (7.0%),
enfermedad asociada al consumo de tabaco™®. Las muertes por lesiones
malignas de proOstata, en el periodo (diez afios) tiene un ligero incremento de
1.4 puntos porcentuales; por lo cual, desde 2003 se inicia un aumento que la
acerca a ser la primera causa de muerte en varones, hasta 2006 en que ocupa
el primer lugar®. Cuadro 1

Porcentaje de defunciones en hombres debidas a tumores malignos (5 principales causas)
1998-2008
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No existe en la actualidad ningun estudio que nos diga de manera inequivoca
gue un paciente tiene cancer de préstata o no, para esto echamos mano de
algunos estudios paraclinicos que nos ayuden en la caza de esta patologia, de
los mas importantes estan el APE, el PCA3 y en la actualidad una proteina y su
gen: el PTOV1.

Es en el afio 2001 cuando se publica la primera descripcién de la proteina
sobrexpresada de cancer de prOstata y su gen por Benedit et.al. En ésta,
PTOV1 fue identificada como un nuevo gen y su proteina en un estudio que
buscaba detectar marcadores moleculares de progresion en cancer de préstata,
describe que es codificada por 12 exones localizados en el cromosoma
19913.3%.
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Marco Teorico.

La proteina PTOV1 se compone de dos cadenas homodlogas de 151 y 147
aminoacidos, unidas por un péptido enlazador corto. Ademas se describié otro
gen denominado PTOV2 que consta de un solo bloque. Reportan que en el
tejido prostatico normal y en el crecimiento prostatico, PTOV1 fue indetectable o
se expresaba en niveles bajos, mientras que 9 de cada 11 adenocarcinomas de
prostata mostraron una fuerte inmunoreactividad, con una distribucion focal en
areas de carcinoma y neoplasia intraepitelial prostética, los niveles fueron mas
altos en el tejido de adenocarcinoma y en su tejido sano periférico, no asi, en el
tejido prostatico benigno®.

PTOV1 se marc6 con proteina verde fluorescente (GFP) de esta manera se
determino que interactia a nivel nuclear y al ingresar induce la proliferacion al
forzar a la célula a entrar a la fase S del ciclo celular con lo que se estimula la
replicacion del DNA. De hecho se ha observado la disminucion de PTOV1
produce5 una marcada inhibicion de la proliferacion celular hasta sus estadios
basales”.

Existe aparentemente una asociacion entre la sobreexpresion de PTOV1, el
estado proliferativo y la localizacién de la proteina en el nucleo celular, en el
estudio de Santamaria y cols. 2002 se reporta que en una cultivo celular libre de
PTOV1 durante 48 horas de observacion la mayoria de células estaban en
reposo, con falta de expresion de Ki67 y PTOV 1 con localizacion citoplasmatica
con nucleos excluidos de tincion y posteriormente con un estimulo mitogénico
se observo que 9 horas posteriores Ki67 se localizdé en el nacleo hasta en el



80% de los casos lo cual indica que la célula estaba en la fase S del ciclo
celular, mientras que PTOV-1 se observé tanto en el citoplasma como en el
nucleo, lo cual indica alguna funcion a su entrada en este, para la tincion se
utilizé una combinacion de proteina verde fluorescente y PTOV-1 con lo cual
pudo determinarse mediante inmunohistoquimica su localizacién’.

Se cree que PTOV1 permite la traslocacidén nuclear y la actividad mitogénica de
flotilinal®, la cual es una proteina relacionada con membranas que
aparentemente sirven para formar un complejo caveolar, o bien la formacion de
vesiculas, ha sido implicada en la transduccion de sefiales y en procesos de
transporte vesicular y puede ser alterada por algunos oncogenes activados
(tales como v-Abl y Ha Ras-(G12V))°. Se describe la flotilina 1 como una
proteina principal de las balsas lipidicas, la cual presenta interaccion especifica
con PTOV1.? Las balsas de lipidos son microdominios de membrana
enriquecidos especializados en glicoesfingolipidos, colesterol y proteinas
ancladas a glicosilfosfatidilinositol. Ahora se cree que las balsas lipidicas
representan una caracteristica central de la organizacion celular crucial para
eventos de trafico de membrana y de cascadas de sefializacién especificas™®.
Flotillin-1 ha sido implicado en la sefializacion de la insulina en los adipocitos.
La insulina estimula el complejo CbI-CAP para unirse con flotillin-1 en las balsas
de lipidos, y esto genera una sefial crucial para la captacion de glucosa en los
adipocitos, recientemente también se han identificado en fagosomas®. Se ha
descritg que flotilina 1 y PTOV 1 son necesarias para la proliferacion celular
normal®.

En el estudio de Hye-Sook Youn 2011, se habla sobre la interaccion de PTOV1
con MED 25, se describe a la vitamina A y sus derivados como factores
importantes en procesos celulares como la diferenciacion celular, crecimiento
celular, proliferacion y apoptosis por lo cual se ha implicado en la prevencién del
cancer. MED25 y PTOV1 reciprocamente regulan la actividad transcripcional de
RAR (receptor de acido retinico), modulan diferencialmente sensibilidad RA en
células de cancer en funcion de sus niveles de expresion, lo que sugiere un
posible mecanismo molecular que subyace a la resistencia RA que
frecuentemente surge durante los tratamientos contra el cancer. Se sabe que
MED 25 estimula la actividad de RAR y PTOV 1 antagoniza a MED 25 de
manera competitiva al unirse a la proteina de union y que MED25 aumenta,
mientras que disminuye PTOV1. Por lo tanto MED25 aumenta la sensibilidad al
RA mediante el aumento de la activacion de RAR, mientras que PTOV 1
aumenta la resistencia al RA por la supresién del RAR™,

En otro estudio (Yu-Wei Yao 2011) que habla sobre la relacion de PTOV1 con
UCH-L1 (ubiquitina carboxilo-terminal hidrolasa L1) la cual participa en la
maduracion de los ovocitos (estudio realizado en ratones), refiere que la
proteina PTOV1 era capaz de unirse a UCH-L1 que juega un papel importante
en la regulacion del ciclo celular, pero su papel en el desarrollo de los ovocitos
de mamiferos y en la meiosis todavia no estad claro. En dicho trabajo, se
encontré que los niveles de expresion de PTOV1 en los ovarios de ratones
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aumentd progresivamente en ejemplares prepuberes hasta la edad adulta. Y
refieren que su localizacion fue en el citoplasma y los ndcleos de oocitos
durante la prepubertad. Ademas, la UCH-L1 ha demostrado estar asociada con
CDK1, que participé en la regulacion del ciclo celular y la maduracion de los
ovocitos. Por lo tanto, proponen que los cambios en la distribucion de PTOV1
son dependientes de la edad y es importante para el desarrollo del raton y la
maduracion de ovocitos™?.

La proteina sobreexpresada de cancer de préstata (PTOV1) fue la primera
descrita como aumentada en los pacientes con cancer de prostata pero no en
los sanos. Se asocia a un incremento en la proliferacion tumoral in vitro e in
vivo. Y es Util en la biopsia prostatica para detectar el cancer de manera
temprana, Se expresa hasta en el 71% de los carcinomas y en el 80% en
neoplasia intraepitelial de alto grado®.

En el estudio de Fernandez S. et. al. 2011 se analizaron 182 biopsias de las
cuales, 168 correspondian a tumores, en busca de PTOV1 y Ki67, incluyeron
tumores de alto y bajo grado de pulmdn, seno, endometrio, pancreas higado,
piel ovario, colon, estomago, rifién, vejiga y gliomas cerebrales. Se tomd un
microarreglo de tejidos sin cancer como control. Se busc6é a PTOV1 para
identificar la intensidad y porcentaje de células positivas y Ki67 fue identificado
para determinar el indice de proliferacién. En el estudio se identifico PTOV1 en
el 95% de los tumores analizados y la expresion se relacion6é de manera
estadisticamente significativa segun el grado de tumor (p=0.014) y fue mas
marcada esta relacién en el cancer vesical. Ki67 su expresion se asocio a los
tumores de alto grado. De esta forma determinaron que la presencia de PTOV1
y de Ki67 como proteinas que puede fungir como marcadores oncolégicos. Este
estudio que se hizo para varios tejidos con cancer concluyé que PTOV1 se
sobre-expresaba en la mayoria de los tumores por lo que se podria considerar
este como marcador oncogénico asociado a mal pronéstico®.

Morote, 2008 en la revista Clinical Cancer Reserch hace referencia sobre la
expresion del PTOV-1 en relacién con la neoplasia intraepitelial prostatica de
alto grado NIP-AG vy el desarrollo de cancer prostatico en el cual se hace una
determinacion semicuantitativa de PTOV-1 en base al H-Score donde
identifican que la presencia de PTOV-1 en pacientes con relacién estrecha al
cancer de préstata se presenta tefiido el nucleo y el citoplasma, por el contrario
en los pacientes sin relacién con cancer de prostata solo se identifica PTOV-1
en cantidades significativamente menores en citoplasma. Ademas identificaron
gue un score mayor de 100 se ve mas relacionado con cancer de prostata. Se
tomaron para la realizacion tejidos con NIP-AG de los cuales se determiné que
los que presentan mayor expresion de PTOV1 se encuentran estrechamente
relacionados con el desarrollo de cancer de préstata; de hecho los que tenian
estudio de patologia negativo para cancer de prostata y PTOV1 sobre-
expresado, durante el seguimiento se confirmé mediante biopsia Ca prostatico,

4



por el contrario pacientes con NIP-AG con PTOV1 poco expresado presentaron
en su seguimiento biopsias negativas a neoplasia. El promedio de HSCORE
para PTOV1 fue de 151 con rango de 20-250 y mediana de 160 para los
positivos y de 94 con rango de 0-220 con mediana de 100 en los negativos lo
que nos sugiere que la sobre-expresion de PTOV1 en muestras con NIP-AG es
significativamente mayor cuando estas lesiones se relacionan con cancer
prostatico, por lo tanto la determinacion de PTOV-1 puede predecir el desarrollo
de cancer de prostata en pacientes con NIP-AG aislado. El seguimiento que se
dio a sus pacientes fue de 1-23 meses. En el mismo estudio se realizé una
comparacion de mdultiples variables en pacientes con biopsia prostética y de
estos los que presentaron Ca prostético y otros que no, de estas variables la
Gnica que muestra diferencia significativa fue la determinacion de PTOV1 (Ver
tabla 1).

Andlisis sobre el comportamiento de las variables de acuerdo a la deteccién de cancer durante
el seguimiento de pacientes con lesiones aisladas HG-PIN en la biopsia con aguja.

Variables Sin cancer Con céncer P

Edad 69 +/- 6 (47-71) 71 +/- 6 (61-71) 0.275

APE basal 7.0 +/-1.5 (4.1-27.7) 8.2 +/- 3.1 (5-56.5) 0.106

APE final 7.4 +/- 2.5 (2.4-23.7) 9.1 +/- 5.6(4.1-59.7) 0.140

Velocidad APE 0.08+/-1.8(-144a9.2) | 0.80+/-1.9(-54a7.1) 0.574

No biopsias 2 +/- 0.5 (2-4) 2 +/- 0.5 (2-4) 0.686
Seguimiento 13 +/- 2 (1-24) 13 +/- 2 (1-23) 0.166

PTOV-1 100 +/- 40 (0-220) 150 +/-52 (20-250) 0.001

NIP-AG Multifocal 18/39 (46.2) 8/11 (72.7) 0.175

Tomado de Morote J. et. al. PTOV1 Expresion Predicts Prostate Cancer in Men With Isolated
High-Grade Prostatic Intraepithelial Neoplasia in Needle Biopsy; Clin Cancer Res 2008;14(9)
2617-2622

De este estudio se desprende que tomando un umbral HSCORE de 100 se
tiene una sensibilidad de 90%, y una especificidad del 51.3%, con un valor
predictivo positivo de 34.5%, un valor predictivo negativo de 95.2% y una tasa
alta de biopsias negativas lo cual podria disminuir un nimero considerable de
estas’.

La forma en que se han disefiado estos estudios es en base a la tincién de las
células, en el estudio de Mazzuchelli y cols. 2011 donde se evalué PTOV1 y Ki-
67, este ultimo como control de replicacion, se tifieron los portaobjetos en un
inmunotefidor automatico (DakoCytomation, Dinamarca), utilizando un
anticuerpo policlonal anti-PTOV1 (con dilucién 1:50, DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca) y anticuerpo Ki-67 (clon MIB-1 [antigeno monoclonal de raton anti-
humano Ki67]). Los anticuerpos unidos se detectaron con sistemas especificos
y con uso de controles negativos como anticuerpos de conejo no especificos los
cuales dieron resultados negativos en todos los casos ensayados y fueron
vistos a 400x al microscopio.’® Lo observado a su vez fue evaluado por el
sistema HSCORE el cual es un método semicuantitativo, realizado con



microscopio de luz convencional, el cual se basa en el porcentaje de nucleos
positivos y la intensidad de la tincion. Se ha utilizado de manera adecuada en
cancer de seno. Posteriormente se realiza una férmula HSCORE = 3(% de
ndcleos tefiidos intensamente) + 2(% de nucleos tefiidos moderadamente) +
1(% de nucleos tefiidos débilmente). El resultado va de 0-300“.

Planteamiento del problema:

Para la deteccién de cancer de préstata existen pruebas que nos orientan ante
su presencia, la cual debe ser confirmada por estudio de patologia; sin embargo
aun el reporte de patologia puede indicarnos un diagnostico negativo a
malignidad ante un paciente que en realidad presente desarrollo de esta
neoplasia, para ello existen esfuerzos con la finalidad de determinar algun
recurso que nos proporcione orientacion adecuada sobre quien presenta o pude
presentar desarrollo de células neoplasicas y quien no, particularmente aquellos
pacientes que se encuentran con alteraciones de pruebas sanguineas sin tumor
evidente, de aqui la importancia para identificar algdn marcador el cual pueda
cumplir con esta necesidad. Se ha elegido la determinacion de la proteina
PTOV1 en pacientes del sexo masculino a los cuales se les ha realizado biopsia
prostética transrectal secundario a alteraciones del antigeno prostatico con
evidencia macroscopica de lesion maligna y otros con evidencia de ausencia de
malignidad, en el servicio de urologia del Hospital Juarez de México, tomando el
periodo octubre de 2012 y mayo de 2013, con la finalidad de determinar la
presencia de esta proteina y su facultad de predecir el desarrollo de cancer
para después disefiar un estudio prospectivo que determine su factibilidad.

Justificacion.

Se trata de un estudio piloto en el cual analiza la expresién de la proteina
PTOV1 que pueda apoyar para la deteccion oportuna del cancer prostatico.
Este puede servir para el desarrollo de un trabajo prospectivo, basado en la
seleccion de pacientes por el nivel de Antigeno Prostatico Especifico (APE), con
indicacién de realizacion de biopsia prostatica transrectal, con un tamafo
adecuado de muestra que ofrezca resultados epidemiolégicos validos; asi como
su division de acuerdo a escala de Gleason.

Hipoétesis.
La expresion de la proteina PTOV1 se encontrara elevada en tejidos con cancer
prostatico en comparacion con los pacientes sin cancer.



Objetivos

Objetivo General.

— Analizar la expresion de la proteina PTOV1 como posible marcador
tumoral en pacientes con cancer de préstata en poblacidon mexicana.

Objetivos especificos.

- Clasificar laminillas del servicio de patologia del Hospital Juarez de
México en positivas y negativas a cancer de préstata.

- Andlisis de la inmunohistoquimica para la proteina PTOV 1 en ambos
grupos.

- Determinar el valor de PTOV1 en tejido prostatico positivo a céncer
prostatico.

- Determinar el valor de PTOV1 en tejido prostatico negativo a cancer.

- Determinar la utilidad de PTOV1 para identificar cancer prostatico.

- Correlacionar los datos de expresion de la proteina PTOV1 con los datos
histopatolégicos.

Diseno del estudio:
Se trata de un estudio retrospectivo, transversal y experimental.

Criterios de inclusion:
-Pacientes positivos a cancer prostatico. Con reporte histopatolégico.

-Material con celularidad adecuada.

-Ser paciente mexicano por lo menos en dos generaciones.
-Cancer prostético de novo.

-Edad indistinta.

-Sin tratamiento previo.

Criterios de exclusidn.
Que hayan recibido tratamiento.

Pacientes con nacionalidad diferente a la mexicana.

Pacientes con antecedentes de otras neoplasias diferentes al cancer de
préstata.



Material y métodos.

Tamaiio de la muestra.

Se incluyeron 12 muestras de bloques de parafina del servicio de patologia
positivas a cancer de prostata, con un total de 12 muestras, asi como también
tejido prostatico de biopsias o de RTUP negativos a cancer de prostata como
control.

Procesamiento del tejido.

Se realizaron cortes de 0.22 micras de los bloques de parafina y se montaron
en laminilla electrocargadas. Se incubaron durante 30 min a 60°C,
posteriormente se hidrataron sumergiéndolas en las siguientes soluciones:

Xilol 20min

Alcohol 100% 10 min
Alcohol 96% 10 min
Alcohol 70% 10 min
Alcohol 50% 10 min
Agua 10 min

Posteriormente se sumergieron en un Koplin con solucion recuperadora de
antigeno (buffer citrato pH 6.0), se hirvieron a presion por 15 minutos. Se dejo
enfriar y se lavaron con agua destilada durante 5 min y posteriormente con
PBS-T por 15 minutos. Se realiz6 la inhibicién de la actividad de la peroxidasa
enddgena tratandolas con una solucion de peréxido de hidrogeno al 3% a
temperatura ambiente por 15 minutos. Se lavé con PBS-T por 15 min. Se
realizé el bloqueo de uniones inespecificas con BSA al 10% en PBS-T por 60
minutos. Se aplicé el anticuerpo primario PTOV1 1:50 y al mismo tiempo se
aplica PBS-T a otro tejido como control negativo. Se incubaron toda la noche a
4°C posteriormente se lavaron con agua destilada durante 5 min. sin dejar
secar en ningun momento. Se lavé 2 veces con PBS-T por 10 minutos y con
PBS por 10 minutos. Se adicioné el anticuerpo secundario rabbit IgG-HRP: sc-
2749, Santa cruz diluido 1:400 en PBS. Se incub6 a temperatura ambiente
durante 60 min. en cAmara humeda. Se lavo 2 veces la laminilla para retirar el
anticuerpo secundario con PBS-T y una con PBS por 10 minutos. El revelado se
realiz6 secando la superficie inferior de la laminilla, se agregd la solucion DAB
reveladora (1ml de Buffer sustrate + 2 gotas de DAB 3": 3'-diaminobenzidina
marca Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System N° de catalogo K3468)
y Vvigilé bajo el microscopio Optico la reaccion enzimética. Se esperd por un
tiempo maximo 5 min. Se frend la reaccién con agua destilada. Se lavd con
agua y contratifi¢ adicionando 1 ml de hematoxilina por 5 segundos.

Se deshidrato sumergiendo las laminillas en las siguientes soluciones:

Agua 10 min
Alcohol 50% 10 min
Alcohol 76% 10 min
Alcohol 96% 10 min
Alcohol 100% 10 min
Xilol 20 min



Se monté con cubreobjetos y entelan con cuidado de no formar burbujas.

Nota cada laminilla tiene su control sin anticuerpo y con anticuerpo del mismo
tejido.
Reactivos:

PTOV1 Polyclonal Antibody Species Reactivity, Human (Hu) and Murine (Ms).
Applications Western Blot (WB) dilution 1:100-500 and Immunohistochemistry
(IHC) dilution 1:50-100. Thermo Scientific de USA Catalog Number: PA5-
24243, Size: 100 ug, Class: Polyclonal, Type: Antibody, Clone:Host /Isotype:
Rabbit / Ig Immunogen: Synthetic peptide from the N-terminal region of human
PTOV1 conjugated to KLH.

Dako Liquid DAB+ Substrate Chromogen System N° de catalogo K3468.
Solucién de PBS-T: Se adiciona 100 ul de Tween 20 a un litro de PBS.

Solucion bloqueante: Se pesan 10 g de BSA ( Bovine Serum Albumin)y
disuelven en 100 ml de agua bidestilada.

Métodos estadisticos.

Para el andlisis se tomaron impresiones fotograficas con objetivo 40X, las
cuales fueron sometidas a analisis de densidad con el programa Image-Pro
Plus versién 6.1, para realizacion del célculo de la densidad Optica integrada
(OID), con la cual se determin6 la concentracion de PTOV1 en las células
inmunotefidas, posteriormente se aplico el promedio de las mediciones del OID
y el area medida y se grafico.

Consideraciones éticas.

El desarrollo de este estudio no presenta riesgo para los pacientes ya que se
tomaran muestras de tejido prostatico de biopsias transrectales o reseccion
transuretral de prostata indicada por criterios médicos y que previamente han
sido procesados por el servicio de patologia del Hospital Juarez de México en
donde se encuentran en resguardo.

No se requiere consentimiento informado ya que se utilizara tejido que tiene
como resguardo el servicio de patologia del Hospital Juarez de México y que
fue tomado por indicacion médica y no como criterio para inclusién de este
estudio.
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Resultados y discusion.

Se incluyeron un total de 12 pacientes positivos de adenocarcinoma prostatico,
con edades de los 51 a los 80 afios con un promedio de 70.5 afios. De acuerdo
a la clasificacion Gleason se presentaron con rango de 6 a 9; siendo Gleason 7
el mas frecuente en 8 de los 12 casos (66%), le siguen Gleason 8 en 2 casos
(17%) y Gleason 6 y 9 uno por grado (8.5%), de estos al valor del APE tiene
rango de 5 a 104 ng/dl con un promedio de 34 ng/dl.

Se realizaron 3 mediciones por laminilla (por paciente) de los cuales se calculd
el promedio para la realizacion de las gréficas. Se observé que todos los
pacientes eran positivos a la tincion por el anticuerpo anti PTOV 1. Esta
observacion la hicieron Fernandez y cols. (2011) quienes reportaron se
encontraba sobreexpresada en tumores malignos de alto grado de los tejidos:
pulmén, mama, endometrio, pancreas, higado, piel, ovario, colon, estbmago, los
gliomas del rifién, la vejiga, y cerebral. Lo cual apoya lo encontrado en este
trabajo.

Se realizaron las mediciones de la densidad 6ptica integrada y del area, la cual
representa la concentracion de la proteina que se encuentra. A continuacion se
muestran las graficas encontradas de los 12 pacientes.

Observamos en el primer paciente en el eje X los 3 valores promedios que
fueron realizados para la misma muestra y donde se pretende observar la OID
en cada una, la cual oscil6 entre 16 y 40, en relacion a un area entre 9.6 y 21.6.
Sin embargo para el primer bloque se hicieron un total de 2951 mediciones con
un minimo de densidad Optica de 0.1 y un maximo de 1098, para la segunda
area se hicieron 5415 mediciones con un minimo de densidad éptica 'y 0.6479 y
un maximo 3802. El tercer bloque conté con 2345 mediciones con un minimo de
0.5 y maximo de 3154.

PACIENTE 1

DENSIDAD mAREA

40
16 23

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.
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Para el paciente numero 2 observamos densidades con promedio de 14 a 32,y
promedio de &rea entre 8.9 y 18.9. Los rango fueron para la primer area un
minimo de 0.45 y maximo de 1531 con un total de 2281 mediciones, para la
segunda el minimo fue de 0.41, maximo de 10241, con un total de 2541
mediciones, para la tercera minimo de 0.37, maximo de 1414 con un total de
2661 mediciones.

PACIENTE 2

DENSIDAD mAREA

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.

En el paciente 3 se reportan un promedio de densidad Optica de 37 a 68, para
areas de 21.6 a 35.1. Los rangos fueron para la primer area minimo de 0.4,
méaximo 1044, con un total de 619 mediciones; para la segunda area un minimo
de 0.6, maximo de 6625 con un total de 648 mediciones y la tercera area
minimo de 0.3, maximo de 1229 para un total de 869 mediciones.

PACIENTE 3

DENSIDAD mAREA

37

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.
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En el paciente 4 se observan promedios de densidad de 26 a 31 para areas de
15.2 a 15.8. Los rangos oscilaron para la primer area con minimo de 0.4,
méximo 576 con un total de 1045 mediciones; para el area 2 un minimo de 0.6,
méximo de 576 con 1045 mediciones y la tercera &rea minimo de 0.3, maximo
416 con 1572 mediciones.

PACIENTE 4

DENSIDAD mAREA

26l 31|
1
2

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y 4rea.

Los promedios de densidad en el paciente 5 fueron de 32 a 49, para areas entre
16.7 a 25. Los rangos se reportan para la primer area minimo de 0.5, maximo
1976, mediciones 2393: segunda area minimo 0.5, maximo 2003, 2033 valores;
tercera area minimo 0.5, maximo 5500, 677 mediciones.

PACIENTE 5

DENSIDAD mAREA

1 2 3

Valores promedio de densidad éptica integrada y area.
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En el paciente 6 los promedios son densidad de 29 a 80, para area de 15.3 a
43.2. Los rangos son como sigue: primer area minimo 0.5, maximo 988, 1615
mediciones; segunda area minimo 0.3, maximo 8902, 1377 mediciones; tercera
area minimo 0.4, méximo 11742, 1065 mediciones.

PACIENTE 6
DENSIDAD mAREA
1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.

Paciente 7. Los promedios de densidad van de 5 a 21, con areas de 3.2 a 11.
Los rangos son para el area 1 minimo de 0.6, maximo 4130, 1743 mediciones;
segunda area minimo 0.5, maximo 313, 643 mediciones; tercer area minimo de
0.3, maximo 461, 1416 valores.

PACIENTE 7

DENSIDAD ®mAREA

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.
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Paciente 8 presentd promedio de densidad de 20 a 1025, con areas de 10.9 a
568.7. Rangos para primer area minimo de 0.5, maximo 518, 1325 mediciones;
segunda area minimo 0.6, maximo 662, 745 mediciones; tercer area minimo 9,
méaximo 12605, 535 mediciones.

PACIENTE 8

DENSIDAD mAREA

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.

El paciente 9 presenté un promedio de densidad entre 19 y 71, para areas entre
12.4 y 47.2. Los rangos van para la primer area minimo de 0.1, maximo de
15908, 2337 mediciones; segunda un minimo de 0.1, maximo 33530, 3722
mediciones; tercera un minimo de 0.2, maximo 1052, 2754 mediciones.

PACIENTE 9

DENSIDAD mAREA

29

1 2 3

Valores promedio de densidad éptica integrada y area.
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El paciente 10 presentd un promedio de densidad entre 21 y 771, para areas
entre 14.5 y 582. Los rangos van para la primer area minimo de 0.3, maximo de
910, 2011 mediciones; segunda un minimo de 4, maximo 90727, 1597
mediciones, tercera un minimo de 7, maximo 122 177, 1026 mediciones.

PACIENTE 10

m DENSIDAD mAREA

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.

El paciente 11 presenté un promedio de densidad entre 288 y 306, para areas
entre 184.2 y 365.1. Los rangos van para la primer area minimo de 5, maximo
de 14256, 1576 mediciones; segunda un minimo de 8, maximo 26983, 2518
mediciones, tercera un minimo de 6, maximo 18382, 1501 mediciones.

PACIENTE 11

DENSIDAD mAREA

306

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.
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El paciente 12 presenté un promedio de densidad entre 1 y 122, para areas
entre 1.3 y 63.8. Los rangos van para la primer area minimo de 0.4, maximo de
271, 1295 mediciones; segunda un minimo de 13, maximo 7622, 324
mediciones, tercera un minimo de 0.1, méximo 54, 5720 mediciones.

PACIENTE 12

DENSIDAD mAREA

3.1 13
o A
1 3

2

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.

El paciente negativo a cancer presenté un promedio de densidad entre 14 y 29,
para areas entre 9.4 y 14.4. Los rangos van para la primer area minimo de 0.6,
maximo de 274, 307 mediciones; segunda un minimo de 0.3, maximo 206, 671
mediciones, tercera un minimo de 0.3, maximo 531, con 349 mediciones.

NORMAL

DENSIDAD mAREA

1 2 3

Valores promedio de densidad 6ptica integrada y area.
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Para la realizacion de esta grafica se promediaron las 3 mediciones que se
realizaron por tejido de paciente. Podemos observar representatividad
Gnicamente en los pacientes 8, 10 y 11 con respecto al normal que es el
primero de la grafica. Los valores promedios del resto se encuentran en
parametros similares al control.

En el control normal observamos valores de expresion basales. Segun lo
reportado en el estudio de Mazzuchelli y cols. 2011 donde se indica la
expresion normal de la proteina y se analiza la sobre expresion tomando el
HSCORE para sus mediciones.

1800 -
1600 -
1400 -
1200 -
1000 -

800 - m AREA
600 = DO

400 -
200 -

0 T T T T T T T T I-I T T 1
@3’ NY S X S 6 AR RN TN N 2
X
N

Expresidn de la proteina a través de la densidad éptica y area de medicién de los pacientes y el control
promedios.

Sin embargo debemos observar que los rangos son muy amplios lo que nos
lleva a pensar que a pesar de tener valores muy elevados, el promedio es muy
bajo, porque en realidad son pocas las mediciones que tomaron el tejido con
aumento de la expresion de la proteina, y el resto tomd datos de células con
poca expresion; es decir, se contabilizaron células sin expresion de malignidad
y con expresion de malignidad dentro del mismo tejido.

En el paciente 12, se puede observar que de las 3 areas medidas solo una
presenta densidades altas y las otras 2 particularmente la tercera densidades
muy bajas, ejemplo esto de la medicion de zonas con expresion tumoral y sin
ella.

Es interesante observar que todos los tejidos positivos -excepto del paciente 4-

presentan en algun area con valores de densidad por arriba de 1000, con el
paciente 10 se alcanzé el valor maximo de 71271. Seria interesante relacionar
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en otro trabajo el grado de Gleason y el valor de la proteina, con la finalidad de
identificar si es que a mayor grado existe un aumento directamente proporcional
de la proteina PTOV1.
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Grafico. Valores maximos de OID por paciente.
Tomamos el recuadro de la imagen general donde podemos observar como solo el tejido normal y el paciente 4 tienen
valores menores de 1000.

En cuanto al valor de APE y su relacion con el Gleason resulta la siguiente
tabla. Donde se puede observar relacion entre el valor de Gleason y el valor de
la densidad o6ptica integrada obtenida y la cual aparentemente tiene una
relacion directamente proporcional. Sin embargo se necesitara una revision mas
adecuada y en un mayor numero de muestras para determinar esta relacion.
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Paciente oID Gleason reportado

Normal 337.06 | Negativo

2684.99667 | 7(3+4)

4395.63467 | 7(3+4)

2966.50233 | 7(3+4)

593 | 6(3+3)

3159.852 | 7(3+4)

7210.66667 | 7(4+3)

1634.81023 | 7(3+4)

4595.27667 | 7(3+4)

O |0 (N[O | |WIN (-

16830.3503 | 8(4+4)

[ER
o

71271.4733 | 9(4+5)

[any
[EnY

19874.5033 | 8(4+4)

12|2649.15987 | 7(3+4)

Tabla 1. Relacién entre OID y Gleason por paciente

Conclusion

La finalidad de este estudio piloto es identificar el aumento de la proteina PTOV
1 en pacientes con adenocarcinoma prostatico en poblacion mexicana, que sea
la base y siembre la inquietud para la realizacion de un estudio prospectivo,
longitudinal, que tomé en cuenta la escala de Gleason y la relacion con el
aumento del PTOV1, ademas se utlice a la par alguin marcador de dafio
tumoral para poder identificar solamente células neoplasicas y tener datos mas
confiables. Es importante mencionar que los rangos fueron muy amplios porque
se tomaron dentro del tejido tumoral medidas de células malignas y benignas
estas Ultimas presentan menos expresion, valdria la pena el apoyo por
patologia para identificar los grupos celulares positivos a los cuales debera
aplicarse el anticuerpo y asi los valores sean mas homogéneos para que sea
factible aplicar pruebas estadisticas que indiquen de manera confiable la
relacion entre el desarrollo de adenocarcinoma prostatico y PTOV1.
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Anexos:

Anexo 1 Fotografias

Microfotograﬁa de tejido prostatico tomado a 40x

Fotografia 1: Tejido normal sin anticuerpo

~ ~
Microfotografia de tejido prostatico tomado a 40x

Fotografia 2: Tejido sin adenocarcinoma con anticuerpo.
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FN:

Microfotografia de tjido prostético tomao a 40x

Fotografia 3: Tejido con adenocarcinoma sin anticuerpo

Microfotografia de tejido postético tmado a 40x ,

Fotografia 4: Tejido positivo a adenocarcinoma prostatico con anticuerpo
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: ind /". 14
Microfotografia de tejido prostatico tomado a 40x

Tejido positivo a adenocarcinoma con anticuerpo.
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Anexo 2

Tablas del promedio densidad dptica integrada por paciente.

Control normal

la 2a 3a
Minimo 0.6446483 | 0.339798 0.3473107
Maximo 274.0000 | 206.1800 531.0000
Promedio 29.0000 14.0000 22.0000
Num valores 307.0000 | 671.0000 349.0000
Paciente 2
la 2a 3a
Minimo 0.4589 0.4113 0.3782
Maéximo 1531.4890 | 10241.0000 | 1414.4150
Promedio 30.0000 32.0000 14.0000
Num valores 2281.0000 | 2541.0000 | 2661.0000
Paciente 4
la 2a 3a
Minimo 0.4607 0.6339 0.3818
Maximo 787.0000 | 576.0000 416.0000
Promedio 26.0000 31.0000 31.0000
Num valores 1078.0000 | 1405.0000 1572.0000
Paciente 6
la 2a 3a
Minimo 0.5238 0.3911 0.464
Maximo 988.0000 | 8902.0000 | 11742.0000
Promedio 29.2926 42.0000 80.0000
Num valores 1615.0000 | 1377.0000 1065.0000
Paciente 8
la 2a 3a
Minimo 0.55411 0.6689 9.0000
Méximo 518.0000 | 662.0000 | 12605.8300
Promedio 20.0000 45.0000 1025.4965
Num valores 1325.0000 | 745.0000 535.0000

24

Paciente 1
la 2a 3a
Minimo 0.1159 0.6479 0.5116
Méximo 1098.3670 | 3802.6230 3154.0000
Promedio 16.0000 23.0000 40.0000
Num valores 2951.0000 | 5415.0000 2345.0000
Paciente 3
la 2a 3a
Minimo 0.4297 0.612 0.3491
Maximo 1044.6810 | 6625.0000 1229.8260
Promedio 37.0000 68.0000 43.0000
Num valores 619.0000 | 648.0000 869.0000
Paciente 5
la 2a 3a
Minimo 0.542 0.5637 0.5487
Maximo 1976.0000 | 2003.0860 5500.4700
Promedio 32.0000 40.0000 49.0000
Num valores 2393.0000 | 2033.0000 677.0000
Paciente 7
la 2a 3a
Minimo 0.6075 0.5342 0.3354
Méximo 4130.0000 | 313.4307 461.0000
Promedio 21.0000 21.0000 5.0000
Num valores 1743.0000 | 643.0000 1416.0000
Paciente 9
la 2a 3a
Minimo 0.176 0.138 0.2143
Méximo 15908.3400 | 33530.0000 | 1052.7110
Promedio 71.0000 29.0000 19.0000
Num valores 2337.0000 | 3722.0000 | 2754.0000




Paciente 10

la 2a 3a
Minimo 0.3472 4.0000 7.0000
Méximo 910.0000 | 90727.4200 | 122177.0000
Promedio 20.7759 485.0000 770.9846
Num valores 2011.0000 | 1597.0000 1026.0000
Paciente 12
la 2a 3a
Minimo 0.4448642 13.3116 0.1191
Méximo 271.4796 | 7622.0000 54.0000
Promedio 5.0000 | 122.0000 1.0000
Num valores 1295.0000 | 2277.0000 5720.0000
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Paciente 11
la 2a 3a
Minimo 5.0000 8.0000 6.0000
Maximo 14256.8900 | 26983.6900 | 18382.9300
Promedio 306.0000 660.0000 288.0000
Num valores 1576.0000 | 2518.0000 | 1501.0000
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