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GLOSARIO

1. Grado - grupo de Gleason: Clasificacion sistematica para gradar las
caracteristicas anatomopatoldgicas del cancer de prostata. Este sistema est4 basado
en el grado de diferenciacion glandular del tumor, en la cual se tienen en cuenta 5

patrones de 1 a 5, que transitan de los grados de menor agresividad a la mayor

2. Puntaje de Gleason: Se refiere a como se ven las células cancerosas de la prostata
y qué tan probable es que el cancer avance y se disemine. Se determina afiadiendo
los dos grados mas comunes.

3. H-score: Es un métod;é evaluacion de la extension de la inmunorreactividad
nuclear, aplicable a los receptores de esteroides. La puntuacién se obtiene
mediante la férmula: (3 x porcentaje de miicleos fuertemente tefiidos) + (2 x
porcentaje de micleos moderadamente tefiidos) + (porcentaje de niicleos

débilmente tefiidos, dando un rango de 0 a 300).

4. Cepa 22RV1: Es una linea celular epitelial de cancer de prostata comun utilizada
en ensayos de cultivo celular in vitro para estudiar aspectos de la tumorigénesis

del cancer de prostata.

S. Uniportador: Proteinas que se usan en el transporte de sustancias a través de una
membrana celular. Estan involucrados en la difusion facilitada y funcionan al
unirse a una molécula de sustrato a la vez para moverla a favor de su gradiente de

concentracion.

6. Northern blot: Técnica ampliamente utilizada en biologia molecular para
determinar el peso molecular del ARNm y medir las cantidades relativas de ARNm
presente en diferentes muestras y para identificar transcritos empalmados

alternativamente y miembros de familias multigénicas.




ABREVIATURAS

10.

11.

12.

13.

14.

BTRUS: Biopsia transrectal guiadas por ultrasonido.

GLUT1: Transportador de Glucosa 1. (Proteina transmembranal que facilita el
transporte pasivo de glucosa a través de la membrana plasmatica).

PCa: Adenocarcinoma Acinar de Prostata.

EGF: Factor de Crecimiento Endotelial.

IGF-2: Factor de Crecimiento Insulinico Tipo 2.

TGF-f: Factor de Crecimiento Transformante Beta.

HIF: Factor Inducible por Hipoxia.

PIK3/Akt: Via Fosfatidilinositol 3 quinasa.

mTOR: Proteina quinasa (serina/treonina).

GM- CSF: Factor estimulante de colonias de mac/r(j);agos y granulocitos.
HHYV-8: Herpesvirus Humano 8.

TCA: Ciclo de los 4cidos tricarboxilicos.

PET CT 18 FGD: Tomografia por emision de positrones.

MCT: Transportador de Monocarboxilos.



RESUMEN

El adenocarcinoma de préstata (PCa) es la cuarta neoplasia més comiin y la octava causa
de muerte por cancer a nivel mundial. Hasta el 2020, en la poblacién mexicana, ocupé el
segundo lugar en frecuencia de manera general y el primer lugar en hombres. Para su
diagnostico, las biopsias guiadas por ultrasonido transrectal (BTRUS) siguen siendo el
estandar de oro, ademdas brindan un importante valor prénostico mediante el uso de la
clasificacion de Gleason donde, con base en sus caracteristicas morfoldgicas, se categoriza
con un grado de Gleason que va de 1 a un maximo de 5. Por otro lado, el contexto
molecular de las neoplasias y los aspectos que les otorgan su habilidad de supervivencia
y proliferacion, han adquirido gran relevancia en los ultimos afios. Tal es el caso del papel
de la glucosa y las moléculas que intervienen en su metabolismo. Un ejemplo de lo
anterior, son las proteinas encargadas en su absorcién celular, también denominados
GLUT. Un miembro importante de este grupo de trasportadores es el GLUT1, cuyo rol es
dindmico a medida que la enfermedad progresa. La caracterizacién de esta proteina en
esta neoplasia es de suma relevancia ya que podria conceder opciones diagndsticas y

terapéuticas.



1. INTRODUCCION

La glucosa es una molécula ampliamente estudiada en el campo del metabolismo celular.
Es bien sabido que juega un papel fundamental para mantener con vida a la célula, en
especifico, interviene en la obtencién de energia mediante su transformacion bioquimica
que culmina en ATP con la finalidad de permitirle a la célula sobrevivir y cumplir las
funciones paras las que fue creada. Adicionalmente, esta molécula no es utilizada
solamente en condiciones homeostéticas, sino que es un recurso crucial tanto paras las
c€lulas normales como para las células neoplésicas. Por ejemplos las células neoplésicas
acumulan alteraciones genéticas y epigenéticas que les permite escapar a los controles
normales tisulares de proliferacion manteniéndose en un estado continuo de sefializacién
pro-supervivencia y pro-proliferativa. Esto a su vez, conduce al establecimiento de un
estado metabolico pro-anabdlico perpetuo y permite la acumulacién de estas células
alteradas y con esto, la expansion tumoral. Este estado metabélico ha sido estudiado desde
hace ya varias décadas. Alrededor de 1920, Otto Warburg y sus colegas hicieron la
observacién de que los tumores estaban consumiendo enormes cantidades de glucosa en
comparacion con lo que se veia en el tejido circundante. Ademas, de que la glucosa se
fermenta para producir lactato incluso en presencia de oxigeno, de ahi el término glucélisis
aerdbica. En los ultimos afios, diversos autores han concentrado sus investigaciones en el
papel de los transportadores de glucosa (GLUT), una familia de proteinas que se median
el primer paso del uso de la glucosa, su absorcién. La combinacién de un metabolismo
acelerado y una alta demanda de glucosa en un ambiente pobre en nutrientes resulta en

una dependencia metabdlica de las células dentro de la masa tumoral. Eso esta



frecuentemente asociado con desregulacion de la expresion ae transportadores de glucosa,
particularmente GLUT1 y GLUT3. Diversos autores han observado la relacién de GLUTI
en adenocarcinoma acinar de prostata concluyendo que los tipos morfolégicamente
desfavorables y con peor estadio clinico, sobrexpresan este marcador comparado con los
tipos mejor diferenciados. Por otro lado, la regulacion farmacolégica de esta proteina ya
estd siendo investigada en carcinomas mamarios y como se ha propuesto desde hace ya
varias décadas, las enfermedades metabdlicas como la Diabetes Mellitus, son un factor
que impacta en el desarrollo de multiples neoplasias.

2. ANTECEDENTES

Transportadores de glucosa.

La glucosa es la fuente primaria de energia para la mayoria del a células y por su estructura
bioquimica, es incapaz de atravesar la membrana celular. Por lo anterior, es necesaria la
presencia de transportadores que permitan su entrada. Dentro de los dos principales
transportadores, los GLUTs (transportadores de glucosa) son proteinas transmembrana
que permiten la difusién facilitada de esta molécula (1). Los GLUTSs son uniportadores
que, durante este proceso, sufren cambios conformacionales, permitiendo la unién de la
glucosa en su porcién extracelular y promoviendo su paso a través de un poro, una vez
que es liberada, esta proteina vuelve a su estado
conformacional basal (2) (Fig. 1)

Figura 1. Cambios conformacionales del GLUT y

liberaciéon de la glucosa. Modificado de Joost H-G

(2001).
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Los GLUTs conforman una familia de 14 miembros que se subdividen a su vez en tres
clases con base en la similitud y secuencia proteinica. Dentro de la clase I se encuentra el
GLUT]I, que fue purificado de eritrocitos por primera vez por Kasahara y Hinkle en 1977
en donde tiene un nivel de expresion alto (3). En afios posteriores, mediante andlisis de
Nothern blot, se evidenci6 que esta proteina estd presente en la mayoria de tejidos de los
mamiferos (4). Comprende 492 aminoacidos con un peso molecular de 54kDa y estd
constituida por 12 a-hélices hidrofébicas con extremos N y C de dominio citoplasmatico.
Se encuentra principalmente en la membrana celular aunque puede encontrarse en algunos
organelos membranosos como las mitocondrias. Durante eventos hipdxicos, junto con
otras moléculas como, HIF, TGF- y EGF modulan la angiogenesis y la homeostasis
celular. Por otro lado, su expresion también es regulada por los niveles de glucosa
sanguineos, un ejemplo es su sobreexpresion en el cerebro en estado hipoglucémicos
mientras que en hiperglucemia, se sobreexresa en tejidos periféricos (5). Adicionalmente,
de manera fisioldgica, la via de sefializacién PIK3/Akt promueve la transcripcion de
GLUTI mediante mTOR. Estudios recientes sefialan que otros factores que estmulan
positivamente esta via son también IL-7, IL-3, CD28, GM-CSF y la infeccién por HHVS
(6).

La glucosa y el cancer.

Es universalmente conocida la ruta bioquimica implicada en el catabolismo de la glucosa,
el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (TCA y el sistema de transporte de electrones,
procesos por los cuales, las células obtienen energia. En la células normales, la glucosa es

convertida en piruvato en el citoplasma mediante la glucélisis, el piruvato entra en la



mitocondria donde es completamente degradado. Esto, en la presencia del oxigeno,

culmina en la formaciéon de 38 moléculas de ATP. En contraparte, en condiciones

hipdxicas, el piruvato es convertido en 4cido lactico, el cual se acumula en lugar de ser

metabolizado en el TCA (7). Estés vias metabolicas se alteran en el metabolismo de las

células neoplésicas como demostr6 Otto Warburg en 1920. El reconocido médico aleman

utilizé cultivos de células tumorales en donde noté que habia un incremento en la

recaptura de glucosa que se correlacionaba con una considerable acumulacién de lactato

y que esto ocurria incluso si las células tenian el suficiente oxigeno para llevar a cabo

glucolisis aerdbica produciento asi menos moléculas de ATP (8). A este fenomeno se le

conoce como “El efecto Warbug” (Fig 2).
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Para lograr este cometido, las células tumorales se ven en la necesidad de utilizar
mecanismos compensatorios que le permitan generar mayor cantidad de energia. Como
se mencion con anterioridad, una de las vias que le pertime lograr este objetivo es la via
de PI3K/Akt que ya es denominada como una cinasa de Warbug (9). Con la ayuda de
multiples segudos mensajeros como WNK 1, TBC1D y Rab, se incrementa la transcripcion
de GLUT1 y se promueve a su vez la exportacion de vesiuclas endosomales de

almacenamiento para su fusién con la membrana celular (Fig 3) (10).
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Adicionalmente, la mutacion oncogénica de PI3K y la pérdida de reguladores negativos
como PTEN, son recnocidos como promotores de a tumorigénesis creando asi un circulo
perpetuo de metabolismo anaerdbico incrementado para la proliferecion y superviviencia
de Is células (11).

GLUT1 y cancer.

Como se menciono previamente el GLUT1 es objetivo de arduas investigacidnes por ser
considerado un mediador vital en la carcinogénesis. Autores como William A. Ahrens de
la Clinica Mayo utilizé en 2008 la marcacién inmunohistoquimica de GLUT1 en tejidos
embebido en parafina de 247 tumores mesenquimales, en los que se incluian neoplasias

como sarcomas, cordomas y tumores de origen neural con la finalidad de determinar si



estas neoplasias la expresan y asi, ser usada como herramienfa diagnostica (12).

En el 2011, Carvalho amplié la busqueda agregando neoplasias de origen epitelial con el
objetivo de analizar los patrones de expresion del transportador de glucosa 1 y evaluar su
valor diagnostico por inmunohistoquimica. Empleé tejido embebido en parafina de 1955
neoplasias malignas, de las cuales, 195 fueron referidas uUnicamente como de tejido
protatico. Los resultaron demostraron que los adenocarcinomas de préstata, mama,
gastrico y tiroideo mostraron una expresion citoplasmética con diferentes intensidades. La
mayor frecuencia de expresion de GLUT1 se observo en tumores de prostata (47 %) y de
tiroides (29%) (13). Centrandose en la caracterizacién de GLUT1 en adenocarcinoma
acinar de prostata, Reinicke utilizo PCR, transcripcién reversa, inmunohistoquimica e
inmunofluorescencia en una muestra de 114 casos, de los cuales 76 fueron de tejido
prostatico benigno, 10 con neoplasia intraepitelial y 28 con diagnéstico de
adenocarcinoma prostatico con diferente grado-grupo. Los resultados indicaron que la
expresién de GLUT1 es maés frecuentemente encontrada en el dominio basolateral de las
células epiteliales de los acinos prostaticos y que no hay variacién en su expresion entre
los grupos utilizados (14). En contraparte, Luczynska determiné la expresiéon de GLUT1
junto con Ki-67 en pacientes con adenocarcinoma acinar de préstata con puntaje de
Gleason de 6 a 10. Obtuvo que la expresion de Ki67 incrementa con el volumen tumoral
y con el grado-grupo mientras que en la expresiéon de GLUT 1 no hay evidencia de
significancia estadistica, sin embargo, se observé con mayor intensidad y extension en las
c€lulas neopldsicas més lejanas de vasos sanguineos, concluyendo que el incremento en
la expresion de Ki67 en los estadios mas altas de pTNM vy los grados tumorales puede ser

un buen marcador de agresividad bioldgica. La correlacion entre el incremento en la



proliferacion y la expresion de GLUT-1 puede ser la evidencia del metabolismo glicolitico
activo en las regiones hipoxicas (15). Aunado a lo anterior Xiao y colaboradores utilizaron
en el 2018 tejido embebido en parafina de adenocarcinoma acinar de prostata de 65
pacientes y cultivos celulares humanos de cancer de prostata PC3, DU145, LNCaP y
22RV1 con el objetivo de investigar el papel de GLUT1 en la glicélisis y proliferacion
celular en el adenocarcinoma acinar de prostata. Los resultados arrojaron que los niveles
de expresion de GLUT1 son mayores en las células neoplasicas que en el parénquima
prostatico normal adyacente demostrado en la cuantificacion de mRNA mediante Western
blot y qPCR. Asi mismo la expresion de esta proteina es directamente proporcional con el
grado-grupo del adenocarcinoma acinar prostatico diagnosticado. La regulacion a la baja
de GLUT1 suprime la proliferacion celular y media la fase G2/M en células 22RV1.
Concluyeron asi que GLUT1 estd sobre expresado en el adenocarcinoma acinar de
préstata, pero no contribuye en su progresion. Ademas, la regulacién a la baja de esta
proteina inhibe la proliferacion y glicélisis en las células neoplésicas s6lo en algunas lineas
celulares, lo que indica que GLUT1 podria desempefiar distintas funciones dependiendo
del tipo de linea celular (16).

Salma Meziou, selecciond pacientes con diagndstico de adenocarcinoma acinar de
prostata con grado-grupo mayor a 8, demostrando mediante el uso de PET/CT, que la
recaptura del andlogo de la glucosa 18F-FDG es un factor prondstico adverso que predice
la recurrencia bioquimica y la resistencia a la castracion. Esto revelando focos que
presentan mayor absorcién de glucosa y un comportamiento mds agresivo, lo anterior

correlacionandolo con el estadio patologico, estatus de ganglios linfaticos, antigeno



prostatico especifico y el volumen de céncer en el tejido (17)'.

Adenocarcinoma acinar de préstata

El cancer prostético es la cuarta neoplasia més comun y la octava causa de muerte por
cancer a nivel mundial. Hasta el 2020, en la poblacién mexicana, ocupé el segundo lugar
en frecuencia de manera general y el primer lugar en hombres (18). A lo largo de la
historia, esfuerzos multidisciplinarios se han comprometido con el entendimiento de sus
caracteristicas anatomicas, histopatoldgicas y moleculares con la finalidad de brindar un
manejo especifico e integral y con esto, mejorar la condicién de vida de los pacientes que
lo padecen. Es por esto que se han empleado distintas herramientas para lograr este fin, el
ejemplo mds representativo es el sistema de gradificacion de Gleason realizado entre los
afios 1960 a 1970 a partir de un estudio prospectivo, aleatorizado y bien controlado
iniciado por la Administracion de Veteranos de EE. UU., en el que se incluyeron mas de
2900 pacientes. El Dr. Donald Gleason detall6 y resumi6 los patrones de crecimineto del
Pcay lo correlacion6 con datos clinicos como el estadio y prondstico. Esta herramienta es
apliamente usada por asociaciones como la OMS, la AJCC/UICC y la NCCN vy sigue
siendo uno de los factores prondsticos y predictivos mas importantes del PCa .

Dado que la préstata es una glandula, cuanto menos glandular sea la apariencia
microscopica, mayor seré el grado de Gleason, que va de 1 a un méximo de 5. Por ejemplo,
un grado de Gleason de 5 no mostraria ninguna caracteristica glandular en absoluto; solo
grupos de células anormales. El puntaje se representa por dos nimeros, en donde el
primero es el patrén que predomina seguido por el segundo mas frecuente (19-20). Por
ejemplo, en una suma de 3+4=7, el patron predominante es el 3 seguido por el patrén 4

dando una suma de 7 que a su vez se clasifica en el grado-grupo. En la actualidad, el patron



de Gleason 1 y 2 estan en desuso. Para finalizar, el grado-grupo sintetiza en 5 subgrupos,
en el grado-grupo 1 se encuentra una suma igual a 6 conformado dos patrones 3 (3+3); en
el 2 una suma igual a 7 en donde el patrén predominante es el 3 (3+4); en el 3 una suma
igual a 7 con la diferencia de que el patrén predominante es el 4 (4+3); en el grado grupo
4, cuando la suma sea equivalente a 8 (3+5, 5+3 y 4+4) y, por ultimo, 5, cuando la suma
de los patronessea 9 o0 10. Fig 4 .(21). Recomendaciones adicionales han sido realizadas
por la Sociedad Internacional de la Patologia Uroldgica o ISUP por sus siglas en inglés,
una de ellas fue realizada en 2014 en donde fue comparado el descenlace clinico de
pacientes con GG 2 (3+4) contra el GG 3 (4+3), mostrando un peor pronostico en aquellos
en donde el patrén 4 es mas extenso. Es por esto que se agreg6 la sugerencia de reportar
el porcentaje que ocupa de este patrén dentro de la neoplasi, esto particularmente relevante
en el GG 2 ya que algunos pacientes con minimo porcentaje de patréon de Gleason 4
pueden ser elegido para vigilancia activa como una forma més favorable en una
enfermedad de riesgo intermedio, mientras que aquellos con patron 4 mas extenso pueden
ser elegidos para un tratamiento definitivo temprano con intencién curativa (22). En
consecuencia con lo anterior, estos grados-grupo han sido llamados como limitrofes y, a
pesar de que esta clacificacién es un excelente predictor del resultado clinico de los
pacientes, tiene variaciones significativas interobservador y esta sujeta a cambios y

mejoras (23).



Figura 4. Puntuacién de Gleason del articulo de Chen et al. |
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION / PLANTEMIENTO DE PROBLEMA

(Existe diferencia en la expresion de GLUT 1 en adenocarcinoma de préstata con grado

grupo 2, 4 y en tejido prostéatico no neoplésico?

4. JUSTIFICACION

Debido a la alta incidencia del adenocarcinoma de prostata en nuestro pais, a la necesidad

ampliar los blancos terapéuticos disponibles y al papel crucial que juega el transportador

de glucosa 1 en la génesis de esta neoplasia, considero de suma importancia el estudio de

su expresion mediante el uso de inmunohistoquimica en biopsias transrectales de prdstata.
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S. HIPOTESIS

La expresion de GLUT1 es mayor en adenocarcinoma acinar de prostata con grado-grupo
4 comparado con grado-grupo 2 y con el tejido prostatico normal.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general:

Se comparo la expresion de GLUT1 mediante el uso de inmunohistoquimica en biopsias
transrectales de prdstata con diagndstico de adenocarcinoma acinar de prostata con grado-
grupo 2, 4 y prostata no neoplésica.

7. MATERIAL Y METODOS

7.1. Tipo de Estudio
- Descripcion del estudio: - Tipo de estudio: Estudio observacional, transversal,

retrospectivo, retroprolectivo y analitico.

7.2. Ubicacion Temporal y Espacial

Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, mayo 2023 a noviembre 2023.

7.3. Muestra
- Universo de muestra: Tejido obtenido de biopsias transrectales de prostata de pacientes
intervenidos en el Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

- Poblacioén de estudio: Tejido obtenido de biopsias transrectales de prostata de pacientes
intervenidos en el periodo comprendido del 2018 al 2023 en el Hospital General “Dr.
Manuel Gea Gonzélez”.

7.4. Tamaiio de la muestra

_ (Za +2B)*2(Se)®> _ (1.96 +0.84)? 2(8.3)> _ 9
T (X1-Xx2)2 T (27 - 39) -
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n = Tamafio de muestra por grupo.

Total de grupos: 3 (grado grupo 2, grado grupo 4 y tejido prostatico no neoplésico).
Total de casos: 27.

Za=nivel de confianza, con un intervalo de confianza del 95%.

ZB= Nivel de confianza para el grupo control con un intervalo de confianza del 80%.

Se = Desviacion estandar estimada. Se calcula con referencia en trabajos previos
referencia: Luczynska, E., Gasinska, A., & Wilk, W. (2012). Expression of Ki-67 (MIB-
1) and GLUT-1 proteins in non-advanced prostatic cancer. Polish Journal of Pathology,
63(4), 272-2717.

X1 = media mayor del grupo estudiado en la referencia.

X2 = media mayor del grupo estudiado en la referencia

7.5. Tipo de muestreo

No probabilistico, por disponibilidad.

7.6. Criterios de Seleccion de la Muestra

- Criterios de Inclusion: Tejido prostatico obtenido por biopsia transrectal de pacientes
intervenidos en el hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzilez” con diagndstico de
adenocarcinoma acinar de prostata con grado-grupo 2, 4 y tejido prostatico no neoplasico
de biopsias transrectales.

- Criterios de no Exclusion: Que no se cuente con el bloque de parafina para realizar
inmunohistoquimica.

Tejido prostatico insuficiente en parafina para la realizacion de la técnica de

inmunohistoquimica.
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7.7. VARIABLES

Variable

1agnostico histopatologogico.

j A‘néli-skiks‘krrﬁérosc'épico del tejidd prostatlco para la elaboracién de

Definicién
conceptual un juicio razonado en conjunto con los datos clinicos.
- Prostata no-neoplasica: Glandulas con cambios de atrofia,
hiperplasia de células basales y sin cambios histologicos.
- Grado-grupo 2: Glandulas tubulares con rectificacion de su luz
Definicién - con incremento en su m’nnero{y con alteracién de la arquitectura
operacional . '
- glandular prostatica.
Grado-grupo 4: gldndulas neoplasicas con patrén cribiforme y/o
glandulas fusionadas.
 Tipode  Categorica
___variable .
" Escala e indice 0:2Y4

Cuadro 1. Variables independientes.
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Variable Expresion de GLUT1

Es el uso de técnicas bioquimicas, inmunoldgicas y morfologicas
Definicién

con la finalidad de evaluar la presencia o ausencia de una proteina
conceptual \ )
determinada en cierto tipo de células.

Determinacién microscopica de la expresion inmunohistoquimica de

la proteina GLUT] en citoplasma o membrana de las células

neopldsicas y no neoplésicas de tejido prostatico con asignacion a
una escala determinada dependiendo del porcentaje e intensidad de
células que lo expresen se utilizara la siguiente formula:
Definicion
operacional  H-score = ( 0xP0) + ( 1xP1) + ( 2xP2) + ( 3xP3), donde:

Porcentaje de células negativas (0 negativo)
Porcentaje de células con expresion leve (1= leve)
Porcentaje de células con expresion moderada (2= moderada)

- Porcentaje de células con expresion intenso (3= intenso)

Tipo de Cuantitativa continua
variable » ,
Escala e Numero discretos mayores a 0.
_indice

Cuadro 2. Variables dependientes.

7.8. Descripcion del analisis estadistico

Mediante el uso de SPSS Statistics 25, se realizé estadistica descriptiva de todas las
variables mediante mediana y rango intercuartilar para las variables discretas y
frecuencias absolutas y relativas para las categéricas. Se probé las diferencias de la
expresion de GLUT1 en los grupos seleccionados mediante la prueba de U de Mann

Withney. La variable grado de expresion de GLUTI, se comparé entre grupos mediante
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la prueba ji-cuadrada con prueba exacta de Fisher. Se evalu6 el potencial efecto confusor
de la edad, afios de antigiiedad de la muestra y calidad del procesamiento estratificando
por estas variables los andlisis anteriores y comparando por el estimador de Mantel-
Haenszel la diferencia entre estratos. Se consideré un valor de p <0.05 como
estadisticamente significativo.

7.9 Propuesta de presentacion de resultados:

- Expresion de Glutl en los grupos seleccionados (préstata no-neoplasica,
adenocarcinoma acinar de prdstata con grado-grupo 2 y 4) presentado en grafico de
boxplot con sefializacion mediante asteriscos, de los grupos que tengan diferencias
estadisticamente significativas.

- Tabla con edad e incidencia de adenocarcinoma acinar de prdstata con grado-grupo 2 y
4 con reporte de su relacion estadistica.

7.10. Procedimientos

El investigador asociado principal revisé las libretas de registro de diagndsticos de los
afios 2018 a 2023, identificaron los tejidos procedentes de pacientes a los que se les
realizaron biopsias transrectales de préstata y recibieron el diagnostico de adenocarcinoma
acinar de prostata clasificados con grado-grupo 2, 4 y diagndstico no neoplasico. Ademas,
se recopilaron los datos de estos pacientes para la posterior realizacion de la base de datos.
El investigador asociado principal, también localizé y recab6 los bloques con el tejido
embebido en parafina, asi como el de las laminillas tefiidas con hematoxilina y eosina
utilizadas y se seleccionaron los bloques para realizar inmunohistoquimica. El
investigador asociado 1 proces6 posteriormente los bloques seleccionados realizando

cortes histologicos a 2 micras en laminilla electro cargada, posteriormente en una estufa
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de secado, coloco las laminillas a 60° durante 35 minutos. Pés() la laminilla a un vaso de
tincién con xilol e incubard durante 5 minutos. Hidraté con alcohol etilico absoluto,
alcohol etilico de 96°, agua destilada con dos cambios de 30 segundos en cada uno.
Realiz6 el bloquep de la peroxidasa endégena con perdxido de hidrogeno al 0.9% e incubd
durante 5 minutos. Recuperar los epitopes para exponer los determinantes antigénicos, por
el método de desenmascaramiento con solucidn de citrato de sodio pH6, en olla de presion
eléctrica (reguld la presion a 20 libras, temperatura 95 — 100°c, tiempo). Después agregd
a la olla de presién 700 ml de agua destilada. Cerrd la olla de presioén de acuerdo con las
instrucciones inscritas al dorso de la tapa de esta, posteriormente colocé los portaobjetos
en el vaso de coplin y agregé un volumen de solucién de desenmascaramiento de citrato
de sodio pH6 a 2-8 °C hasta que cubra las laminillas, cerr6 el vaso de coplin hasta el tope
y regresé 1/8 de la rosca para liberar presion. Adicionalmente, colocé el vaso de coplin
dentro de la olla de presion y cerrd la olla que se calentard durante 20 minutos. Cuando
finaliz6 el tiempo de recuperacion de la olla, se dej6 enfriar a temperatura ambiente para
liberar la presion y abri6 el vaso de coplin para colocarlo en un bafio de agua fria y esperd
hasta que la solucién de desenmascaramiento baje a temperatura ambiente. Una vez que
se alcanzd dicha temperatura, se realizaron tres lavados con agua destilada. Monté la
laminilla en el coverplate (sistema de capilaridad) y colocé en el rack (bastidor). Lleno el
contenedor del coverplate con solucion de lavado (buffer de fosfatos pH7) para incubar
por 4 minutos y agregd 110 microlitros de anticuerpo primario e incubar durante 40
minutos. Llend el contenedor del coverplate con solucion de lavado (buffer de fosfatos
pH7) para ser incubado por 4 minutos.

Posteriormente agregd 100 microlitros de polimero 1 (Machl) e incubd el preparado
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durante 10 minutos. Llen6 el contenedor del coverplate con solucién de lavado (buffer de
fosfatos pH7) para incubar por 4 minutos. Agregd 100 microlitros de polimero 2 (Machl)
y lo incubd durante 15 minutos. Después, llend el contenedor del coverplate con solucién
de lavado (buffer de fosfatos pH7) e incubd por 4 minutos. Acto seguido, se retird la
laminilla del sistema coverplate para secar el excedente de buffer con una gasa. En la
siguiente etapa se colocé 100 microlitros de diaminobencidina sobre la muestra y se
monitorizé con el microscopio hasta que la reaccion colorimétrica fue adecuada. Decantd
la solucién de DAB en el vaso que contiene hipoclorito de sodio al 6% y se lavé con agua
corriente el exceso de DAB de la laminilla sobre el vaso que contiene hipoclorito de sodio
al 6%. Para contrastar las laminillas empleamos hematoxilina de Mayer se incub6 durante
un minuto. Al finalizar, se lavé con agua destilada y se hizo virar el contraste con solucion
de carbonato de litio para después ser lavado con agua destilada. Se deshidrat6 con alcohol
etilico de 96, alcohol etilico absoluto, xilol y se mont6 con resina (entellan) y cubreobjetos.
El asociado principal interpret6 los resultados al microscopio Optico en supervision del
investigador principal categorizando lo hallazgos con base en el método antes empleado
por Salma Meziou y col (17) el cual emplea el método de evaluacion de
inmunohistoquimica o H-score en donde se realizé la evaluacién de la tincidon de
inmunohistoquimica en un microscopio de luz usando el objetivo de 10x (aumento para
escanear y localizar de manera general las zonas positivas en epitelio glandular maligno y
benigno), posteriormente, usando el objetivo de 40x, se obtuvo informacion mas detallada
de la inmunomarcacién, en la cual se evaltia tanto intensidad (0= negativo, 1=leve,
2=moderado, 3=intenso) como el porcentaje de células neoplésicas que resultaron

positivas en una intensidad dada. El puntaje se obtuvo de la suma de la intensidad
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multiplicado por el porcentaje de las células positivas con es.a intensidad y se representa
con la siguiente ecuacion: H-score = ( 0xP0) + ( 1xP1) + ( 2xP2) + ( 3xP3)

Porcentaje de células negativas (0 negativo).

Porcentaje de células con expresion leve (1= leve).

Porcentaje de células con expresion moderada (2= moderada).

Porcentaje de células con expresion intenso (3= intenso). Se registrara cada dato obtenido
en la hoja de recoleccion de datos (anexo 1)

7.11. Consideraciones éticas y legales

. Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion I, investigacién sin riesgo, no
requiere consentimiento informado.

. Titulo segundo, Capitulo VI De la investigacién en érganos, tejidos y sus
derivados, productos y cadaveres de seres humanos articulos 59 (obtencién, conservacion,
utilizacién preparacién suministro y destino final.) y 60 (ademés del debido respeto al
cadaver humano, la observacion del titulo décimo cuarto en cuanto a la materia de control
sanitario de la disposicion de 6rganos, tejidos y cadaveres de seres humanos).

8. RESULTADOS

Se recabaron 9 casos por cada grupo de estudio (3 grupos: grado grupo 2, grado grupo 4
y en tejido prostitico no neopldsico) con un total de 27 casos, de los cuales el rango de
edad de los pacientes intervenidos para la toma de biopsias tranrectales de prostata
comprendio desde los 43 a los 89 afios. Del total de los pacientes con esta intervencion

diagnostica, mas del 60% obtuvo un diagnostico no-neoplésico, en el resto el diagndstico
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fue de adenocarcinoma acinar de prostata (Figura 5).

Porcentaje de pacientes con adenocarcinoma acinar de prostata

70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%
0.00% -

Casos

’ Préstata no-neoplasica | PCa r
- Total | 63.32% | 36.68%

Figura 5. Porcentaje de pacientes con adenocarcinoma acinar de prostata

Expresion de GLUT1

La expresion inmunohistoquimica de GLUT1se detecté en dos dominios celulares, el
citoplasma y la membrana celular. Se utiliz6 el método de cuantificacion de H-score que

reporta su expresion en austente, leve, moderado e intenso (Figura 6).

Leve Moderado Intenso

Figura 6. Imagenes representativas de la expresion de GLUT 1 en los grupos de estudio.
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La media del H-score en biopsias con diagnéstico no-neoplésico fue de 134.28, mientras
que PCa con grado-grupo 2 resulté de 161.92 y en grado-grupo 4 en 207.77. La
comprobacion de diferencias estadisticas entre el grupos fue realizada con U de Mann
Withney que arrojé significancia estadistica entre los grupos no-neoplésico y con PCa

grado-grupo 2 (p = 0.042) y con el grupo con diagnéstico PCa grado-grupo 4 (p = 0.001)

(Figura 7).
Comparacion de expresién de GLUT1 entre los grupos
*
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Figura 7. Comparacién estadistica de la expresion de GLUT1 en los grupos de estudio.

El grado de expresion de GLUT1 dividido en leve, moderado e intenso fue analizado
mediante la prueba ji-cuadrada, a pesar de tener datos marginales fijos y variables
independientes, el andlisis de utilizado para determinar si hay una relacién significativa

entre estas variables categdricas se realizé con una tabla de contingencia de 3x3, por lo
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tanto, no es posible realizar la comparacién mediante la prueba exacta de Fisher usada
unicamente en el estudio de datos binomiales. Sin embargo, la prueba de ji-cuadrado
demostré una p = 0.0003 con un valor de ji-cuadrado de Pearson de 20.727.

El potencial efecto confusor de las variables edad y antigiiedad en la expresion de GLUT1
fue analizado con la prueba de Mante-Haenzsel, la cual mostr6 que no hay diferencia
estadisticamente significativa al evaluarlas un resultado de X* vy=0.013, 1d.f., P=0.910 y
X2 Mu=0.756, 1d.f., P=0.385, respectivamente.

9. DISCUSION

El metabolismo celular en las neoplasias estd caracterizado por un incremento en el
consumo de la glucosa. Los intermediarios que le confieren estas propiedades han sido
objeto de exhaustivas investigaciones, tal es el caso del GLUT1. Autores como Gonzélez,
P (24) y Quiros, I. (25), han reportado el incremento en los niveles de este transportador
en adenocarcinoma de prdstata. Ademas, este incremento ha sido asociado a estadios
clinicos més avanzados. Bajo este precepto, en el presente estudio, nuestros resultados
mostraron que los niveles de expresion de GLUT1 fueron mayores en el grupo con PCa
grado-grupo 4 siendo estadisticamente significativos al compararse con el grupo no-
neoplasico. Sin embargo, no hubo relevancia estadistica en las diferencias mostradas en
los dos grupos neoplasicos. Esto puede deberse a la heterogenicidad que poseen estos
grupos denominados “limitrofes”, en donde la cantidad presente del patron 4, tiene un
impacto crucial. El consecuente andlisis de la expresion de GLUT1 en un mismo
espécimen con diagnostico de PCa con grado grupo 2 y 3 es necesario para clarificar este
hallazgo.

Por otra parte, fue notable la variedad de patrones de expresion de este transportador,
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indicando que puede existir una conexién con aspectos especificos del metabolismo

celular.

10. CONCLUSIONES

El papel de los intermediarios en la regulacion de la glucosa de las células neoplésicas es
una herramienta valiosa ya que proporciona un panorama integral y amplio de
enfermedades con alta incidencia y mortalidad como el adenocarcinoma acinar de
prostata. El GLUT1 es una proteina expresada de manera habitual en el tejido prostatico,
no obstante, sus niveles de expresiéon incrementan en condiciones neoplésicas. Son
necesarias futuras investigaciones para esclarecer su relacién con otros padecimientos
como la Diabetes Mellitus.

11. PERSPECTIVAS

La correlacion con antecedentes personales patolégicos, datos de laboratorio, asi como el
estadio clinico podrian orientar y esclarecer algunos cuestionamientos originados en el
presente trabajo como el tipo de relacion que tienen las enfermedades metabdlicas con la
predisposicion al desarrollo de neoplasias, asi como su influencia en el perfil metabdlico
de las mismas.

Por ultimo, el incio de este terreno de investigacion en el Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzélez” abre la posibilidad futura de correlacionar estos datos con otros aspectos
clinicos relevantes por ejemplo, el uso de PET/CT con FDG-F18 para la valoracién del
metabolismo celular neoplasico y catalogar prequirigicamente a los pacientes con

diagnéstico de adenocarcinoma acinar de préstata.
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