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1. Resumen 

El cáncer de próstata corresponde a la segunda causa de muerte por cáncer en Chile, 

la cual ha aumentado progresivamente durante la última década. Esta neoplasia es 

de etiología multifactorial, entre ellas la dieta, debido a que el consumo de azúcar 

per cápita se ha incrementado en los últimos 20 años. El azúcar ampliamente 

utilizado en la dieta moderna es la fructosa, debido a sus variadas formas de 

presentación. Se ha correlacionado fuertemente el aumento del consumo de azúcar y 

el cáncer prostático en el continente americano y asiático, siendo este último el que 

presenta menor aumento en el consumo de azúcares y a su vez el que posee menor 

incidencia de esta patología. Muchos tumores dependen únicamente de glucosa para 

su sobrevida, sin embargo la próstata no posee este comportamiento, por lo que 

podría estar utilizando otros azúcares como fructosa que son ingresados a la célula 

neoplásica a través de transportadores específicos de esta y aumentando la expresión 

de la enzima fructoquinasa, que es específica para esta hexosa. Debido a lo anterior 

se tiene como hipótesis que la carcinogénesis y/o progresión de cáncer prostático se 

asocia con un aumento de la expresión de transportadores de fructosa y/o la 

expresión de fructoquinasa. El objetivo de este estudio es analizar la expresión de 

los transportadores de fructosa y enzima fructoquinasa in vitro y además la 

expresión de los transportadores en muestras clínicas, como también sus posibles 

consecuencias metabólicas analizando las enzimas clave α-KGD y PDH en 

respiración celular y metabolismo de hexosas respectivamente. Esto se llevó a cabo 

a través de qRT-PCR lo que mostró un aumento de los transportadores de fructosa 

GLUT-5, GLUT-7 y GLUT-11, como de la enzima fructoquinasa en líneas celulares 

malignas. Por otra parte Western Blot y Citometría de Flujo mostró un aumento de 

la expresión de las enzimas anteriormente descritas. En muestras clínicas tumorales 

se mostró una alta expresión de GLUT-5, GLUT-9 y GLUT-11 con respecto a 

muestras no tumorales. Finalmente, este estudio sugiere que la fructosa es utilizada 

de manera imperativa en células de cáncer prostático. Lo que se refleja a nivel 

tisular y transcripcional en modelos in vitro. Este trabajo aporta una visión 

innovadora de la biología del cáncer de próstata desde un enfoque metabólico. 

Palabras clave: Fructosa, Cáncer de Próstata, Transportadores de Hexosas. 
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2. Introducción. 
 

En los últimos 40 años se ha visto un aumento dramático en la incidencia de cáncer 

en países desarrollados (Ferlay et al., 2015). Se ha caracterizado además un cambio 

radical en la dieta de poblaciones modernas como Estados Unidos, por el aumento 

del consumo de azúcares como fructosa o sucrosa atribuyendo de esta forma a la 

nueva dieta del mundo occidental (Marriott, Cole, & Lee, 2009), y a su vez cambios 

en otros aspectos de la vida moderna en los seres humanos, como estilo de vida 

sedentario o un mayor consumo en calorías. La fructosa ha cumplido un rol clave en 

este proceso en su presencia como un endulzante muy atractivo para aumentar la 

vida media de ciertos alimentos o bien su mayor capacidad para endulzar bebidas, 

jarabes o alimentos superfluos muy comunes en la dieta moderna de países 

occidentales (George A. Bray, 2013). De manera interesante, los índices de 

síndrome metabólico y cáncer se han correlacionado perfectamente con el aumento 

en el consumo de fructosa (Tappy & Lê, 2010), lo que sugiere sustancialmente que 

este azúcar cumple un rol fundamental en la patogénesis de estas enfermedades. El 

cáncer de próstata en hombres Chilenos a su vez, se ha caracterizado como una 

neoplasia con mayor prevalencia durante las últimas décadas, después del cáncer de 

estómago (Ministerio de Salud, 2010), lo que es un problema alarmante de salud 

pública en nuestro país. El conocimiento que se tiene de esta enfermedad a través de 

un enfoque metabólico como una marca neoplásica propiamente tal posee un bajo 

peso en la literatura hoy en día, lo que ha hecho de esta patología producir más 

interrogantes sobre la naturaleza o biología de la misma. Las moléculas clave en 

estudio corresponden a transportadores que brindan el acceso de la fructosa hacia el 

interior de las células (Manolescu, Witkowska, Kinnaird, Cessford, & Cheeseman, 

2007) del tejido neoplásico. Comúnmente, los estudios de expresión proteica en 

tejidos muestran una precisión muy alta utilizando marcadores en muestras 

biológicas con técnicas como Inmunohistoquímica (Matos, Trufelli, de Matos, & da 

Silva Pinhal, 2010). También una alta precisión a nivel de precursores 

transcripcionales como mRNA se ha correlacionado con la ejecución de otras 

técnicas moleculares que permiten cuantificar estos precursores en un enfoque de 
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alta precisión y sensibilidad, como lo es la técnica de qRT-PCR (Bustin, 2000), que 

en este caso nos brinda información precisa a un nivel de expresión génica.  Debido 

al alto impacto de la fructosa como un posible sustrato metabólico predominante en 

la progresión del cáncer de próstata, se obtiene como hipótesis de trabajo que; el 

aumento en la expresión de los transportadores de fructosa y/o expresión de 

fructoquinasa se asocia con la carcinogénesis y/o progresión tumoral de esta 

neoplasia maligna. Este estudio tiene como objetivo principal analizar la expresión 

de las proteínas responsables del transporte de la fructosa en modelos de líneas 

celulares que recapitulan in vitro, los distintos grados de malignidad/progresión del 

cáncer de próstata, así, como también en muestras clínicas de biopsias de pacientes 

con cáncer prostático en los cuales se han disectado previamente regiones benignas 

y malignas de tejido. Específicamente, se realizará un estudio a nivel de expresión y 

distribución tisular de estos transportadores, expresión génica de los mismos en 

líneas celulares y capacidad respiratoria de las células prostáticas con distintos 

fenotipos malignos o benignos. Con este estudio, se pretendió obtener una mayor 

comprensión de la biología del cáncer de próstata desde un enfoque metabólico y 

sentar las bases para una futura validación de los transportadores de fructosa como 

biomarcadores de progresión y/o etapificación. Este conocimiento permitirá el 

desarrollo de nuevas herramientas moleculares que permitan un mejor abordaje 

clínico de este tipo de patologías en el campo de la tecnología médica, lo que 

contribuye a ampliar el rol en la investigación de neoplasias de importancia en salud 

pública en nuestro país y por otro lado, la generación de nuevas perspectivas 

biológicas que apoyen una mejor comprensión de este tipo de enfermedades.  
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3. Marco Teórico 

3.1 Epidemiología. 

El cáncer de próstata (CaP) corresponde a la segunda causa de muerte por cáncer en 

Chile, con una incidencia de 55-57 casos por 100.000 (Ministerio de Salud, 2010) y, 

una tasa de mortalidad de 22,7 por 100.000 varones en el año 2011, la cual ha 

aumentado progresivamente durante la última década (Novoa, Anguita, Badilla-O, 

Aliaga, & Reyes, 2014). A nivel mundial, es el segundo cáncer más diagnosticado 

después del cáncer de pulmón (Novoa et al., 2014). En Estados Unidos se ha 

estimado que existe una tasa de sobrevida aproximada de 5 años dependiendo de la 

etapa de la enfermedad. Si se encuentra en etapa local (sin diseminación fuera de la 

próstata) los pacientes que alcanzan la tasa de los 5 años es cercana al 100%. Si el 

paciente está en una etapa regional (propagación a áreas cercanas a la próstata) la 

tasa de sobrevivencia a los 5 años también es cercana al 100%. Por último, en una 

etapa distante (cuando existe propagación a huesos, linfonodos u otros órganos no 

vecinos) la probabilidad de alcanzar los 5 años de sobrevida disminuye a un 28% 

(Society, 2014). 

3.2 Próstata: Generalidades. 

En el adulto normal la próstata pesa aproximadamente 20 gramos, se trata de un 

órgano retroperitoneal que rodea la vejiga y la uretra. El parénquima prostático se 

divide en 4 zonas o regiones bien diferenciadas anatómicamente: zona periférica 

que es donde se originan los carcinomas, zona central, zona transicional que es 

donde surgen las hiperplasias y la región del estroma fibromuscular anterior (Fig. 1) 

(Kumar, 2010). 
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Figura 1. Zonas de la próstata y patologías de prevalencia. Esquema que muestra las diferentes zonas de la 

próstata y su rango de prevalencia con respecto a diversas enfermedades, entre ellas el carcinoma 

prostático.(De Marzo et al., 2007) 

A nivel histológico, la próstata está compuesta por glándulas revestidas por dos 

capas de células, una capa basal de epitelio cúbico bajo cubierta por una capa de 

células cilíndricas secretoras, las glándulas están separadas por abundante estroma 

fibromuscular. En la próstata maligna (adenocarcinoma) se observa un apilamiento 

de las glándulas y estas carecen de las ramificaciones papilares interiores, y como 

indicador de malignidad fundamental, la capa de células basales está ausente 

(Kumar, 2010). 
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3.3 Método de pesquisa y tratamientos. 

Los principales métodos de diagnóstico temprano corresponden al tacto rectal y el 

examen de antígeno prostático específico (APE). La capacidad de diagnóstico 

aumenta considerablemente al usar estos dos métodos en conjunto. Otro método 

utilizado, pero que no se ha demostrado efectividad como método de diagnóstico es 

la ultrasonografía rectal (Ministerio de Salud, 2010). 

En cuanto al tratamiento se utiliza la terapia de privación androgénica (ADT) la cual 

se logra suministrándole una droga que suprime la producción de andrógenos por 

parte del cuerpo, el resultado final de esta acción consiste en la muerte apoptótica 

del epitelio luminal que es sensible a andrógenos o de las células epiteliales en 

cáncer de próstata (CaP), el cual produce una disminución dramática de la 

sintomatología en pacientes con hiperplasia prostática benigna (BHP) o CaP. Sin 

embargo, la respuesta de la hiperplasia prostática benigna a ADT, y la extensión de 

la duración del efecto inducido, varía en cada paciente y de acuerdo a la modalidad 

de tratamiento. En CaP a pesar de que la ADT inicialmente induce una respuesta en 

la mayoría de los pacientes, la recurrencia de CaP ocurre en el 80% de los casos 

dentro de los 12 a 18 meses de tratamiento (A. Godoy et al., 2011). Otras terapias 

que se usan son la prostatectomía radical y la radioterapia pero la sobrevida 

específica a 10 años no difiere entre quienes son expuestos a prostatectomía radical 

y grupos pareados por edad a radioterapia (Ministerio de Salud, 2010). 

Con respecto a la predisposición familiar, los varones con un familiar de primer 

grado afectado tienen un riesgo doble de presentar la enfermedad, que aumenta 

cuando hay más familiares directos implicados (hasta 5 veces) (Kumar, 2010). En 

relación a la dieta, un aumento en el consumo de grasas genera una influencia 

notable en la adquisición de la enfermedad. Contrariamente, se piensa que hay 

productos de la dieta como los licopenos, derivados de la soja, selenio y vitamina D 

que retrasan o previenen el desarrollo del cáncer de próstata (Kumar, 2010). El 

metabolismo hepático de la fructosa, sin embargo, podría favorecer la lipogénesis y 
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eso no es sorprendente ya que existen muchos estudios que han descrito cambios en 

los lípidos circulantes cuando sujetos han sido sometidos a dietas ricas en fructosa. 

Estudios en roedores, perros y primates que consumen dietas altas en fructosa o 

sucrosa muestran consistentemente hiperlipidemia (George A Bray, 2007), lo que 

apoya lo anteriormente descrito. 

3.4 ¿Cuál es la relación entre consumo de fructosa y el desarrollo de cáncer? 

En promedio, el consumo de azúcar per cápita se ha incrementado 

significativamente, en los últimos 20 años, de un consumo promedio de 56g/día en 

1986 a un consumo de 65g/día en 2007, siendo América y Oceanía los mayores 

consumidores, mientras que los menores consumidores corresponden a Asia y 

África (Tappy & Lê, 2010). Esto podría estar estrechamente relacionado con la 

incidencia de cáncer de próstata en ambas regiones. Actualmente, el aumento en la 

tasa de obesidad debido al consumo energético y la preponderancia en el 

sedentarismo contribuyen al 15% de las muertes por cáncer en Estados Unidos 

(Hedley et al., 2004). En los últimos años se ha establecido como hipótesis que el 

consumo aumentado de azúcares refinados y endulzantes por sí mismos son un 

factor de riesgo preponderante en muchos cánceres (Kaaks & Lukanova, 2002). El 

80% de estos azúcares corresponde a endulzantes compuestos por sucrosa y jarabe 

de maíz alto en fructosa. Se ha establecido que los niveles de fructosa circulantes 

aumentan 2.5 veces en pacientes con cáncer de páncreas en comparación con 

pacientes sanos, en presencia de niveles dietéticos comunes a la "dieta occidental". 

Además en este tumor se ha determinado que la fructosa induce vías alternativas 

para la producción eficiente de ácidos nucleicos, por lo que esto apoya una marca 

neoplásica que corresponde al aumento de la maquinaria transcripcional de la célula 

cancerígena, lo que sugiere que la fructosa es un sustrato metabólico imperativo en 

la progresión de este tumor (Liu et al., 2010). 

La incidencia del cáncer de próstata y su mortalidad en la mayoría de las 

poblaciones asiáticas han aumentado gradualmente, pero se encuentran en el tercio 

más bajo correspondiente a los cohortes Asiático-Americanos, los cuales son por si 

mismos más bajos que las tasas observadas en otros cohortes americanos. Ciertos 
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factores genéticos y ambientales particularmente una dieta occidental, podrían 

explicar parcialmente estas diferencias (Ito, 2014). Estudios que han asociado 

directamente a la fructosa como un factor de riesgo en cáncer, tienen una 

correlación directa con lo anteriormente expuesto, ya que se ha visto una relación 

negativa entre la fructosa y el cáncer de colon en hombres (Michaud et al., 2005), 

así mismo el cáncer de colon en Asia tiene una menor incidencia que en América 

(Pourhoseingholi, 2012). Por otra parte, se ha observado que la fructosa podría ser 

un factor de riesgo en cáncer de páncreas que también es más prevalente en 

América que en Asia (Ferlay J, 2012) 

3.5 Metabolismo de hexosas. 

Las células animales como unidades morfo-funcionales requieren de energía para 

llevar a cabo sus funciones metabólicas básicas y complejas. Las hexosas son 

moléculas utilizadas ampliamente por las células como sustrato energético para la 

ejecución de la vasta mayoría de sus procesos metabólicos, las que pueden 

encontrarse en la dieta humana siendo las más comunes glucosa, galactosa y 

fructosa. La fructosa es un azúcar con la fórmula química similar a la glucosa 

debido a la presencia de un grupo cetona en posición 2 de su cadena carbonada, 

mientras que en la molécula de glucosa existe un grupo aldehído en posición 1 de su 

cadena carbonada (Fig. 2) (Tappy & Lê, 2010). 

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   	
  

Figura  2. Estructura molecular en proyección de Haworth de las moléculas de Glucosa (izquierda) 

y Fructosa (derecha). 

 

La fructosa y la glucosa son monosacáridos presentes en pequeñas cantidades en las 

frutas y en la miel, mientras que la sucrosa, un disacárido formado por una molécula 
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de glucosa unida a una molécula de fructosa a través de un enlace glicosídico α 1-4, 

se encuentra en cantidades sustanciales en la caña de azúcar y en la remolacha, 

debido a esto la fructosa cumple un papel fundamental en la dieta diaria de los seres 

humanos y por lo tanto sus consecuencias metabólicas son importantes. 

A pesar de que la glucosa es uno de los monosacáridos más ampliamente utilizados 

en los diversos tejidos, la entrada de la fructosa en el proceso de glicólisis es 

llamativamente importante, ya que aproximadamente el 50% del consumo de 

fructosa en la dieta está destinado en la producción misma de glucosa a través de su 

metabolismo en el hígado (Delarue et al., 1993), mientras que glucosa cuando es 

consumida por un individuo sano es metabolizada ampliamente en el hígado, pero a 

su vez es ingresada eficientemente por diversos tejidos a la sangre. Esto puede ser 

explicado por las bajas concentraciones de fructosa en el plasma sanguíneo luego de 

una ingestión directa de fructosa en la dieta que oscilan aproximadamente entre 50 y 

500µM (Macdonald, 1966). 

Muchos eventos en la glicólisis se encuentran regulados por productos metabólicos 

de ésta para poder mantener una homeostasis de energía en la célula y, por lo tanto, 

existen enzimas clave con estos aspectos regulatorios. Las enzimas de tipo quinasa 

catalizan la transferencia de un grupo fosfórico desde una molécula de ATP hacia 

una molécula aceptora, que en este caso, corresponde a una hexosa (glucosa o 

fructosa) (Fig. 3), por lo que una vez que ingresa a la célula es fosforilada 

utilizándose una molécula de ATP para cumplir dos objetivos fundamentales: 1) 

Impedir la difusión hacia el exterior de la célula gracias a la carga negativa del 

grupo fosfato adherido a la hexosa, de manera tal que la célula pueda mantener la 

cantidad suficiente de glucosa o fructosa dependiendo de sus demandas metabólicas 

y, 2) manejar y comprometer las vías en una dirección hacia enzimas posteriores en 

la glicolisis, dándole un carácter irreversible a la fosforilación de la molécula (Alex 

Mitchell, 2015). 

Las enzimas encargadas de fosforilar a las hexosas son fructoquinasa y 

hexoquinasa.  
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La enzima fructoquinasa posee dos isoformas importantes: Fructoquinasa A que se 

encuentra ampliamente distribuida en diversos tejidos y Fructoquinasa C que se 

encuentra principalmente en hígado, intestino y riñón. Tiene una alta especificidad 

(debido a su baja constante de Michaelis (Km) de 0.5Mm) por la fructosa y una 

capacidad de transporte promedio (con una Vmáx aproximadamente de 3 uM/minuto 

por gramo de hígado de rata o humano) (Adelman, 1967). Debido a esta 

característica se ha determinado además que fructoquinasa C produce un excesivo 

agotamiento transitorio de ATP en la célula, sumado a este efecto la ausencia de 

mecanismos regulatorios de retroalimentación negativa como ocurre en el caso de 

Hexoquinasa y sus isoformas (Hexoquinasa I, II, III y IV o Glucoquinasa) (Ishimoto 

et al., 2012). 

En términos fisiológicos durante la vía de la glicólisis la fructosa está involucrada 

en la isomerización de glucosa-6-fosfato hacia fructosa-6-fosfato por medio de la 

enzima denominada fosfoglucosa isomerasa y, por lo tanto, la consecuente 

conversión de una aldosa a una cetosa.  

Figura 3. Reacción catalítica de la fosforilación de la molécula de glucosa. Se observa la 

utilización de una molécula de ATP y como cofactor Mg+2 (Alfarouk et al., 2014). 
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Figura  4. Rol de la molécula de fructosa en la vía glicolítica, productos e interconversiones. A la izquierda 

se observa la molécula de fructosa en su forma de fructosa-1,6-bifosfato en la segunda etapa de la glicólisis. 

A la derecha se observan las diversas entradas de la fructosa hacia la vía de la glicólisis (Berg, Tymoczko, & 

Stryer, 2001). 

 

En una etapa posterior ocurre una segunda fosforilación mediante la enzima 

fosfofructoquinasa para dar como producto fructosa 1,6-bifosfato (F-1,6-BP)(Fig. 

4), para que luego este producto sea escindido en dos sub productos de tres carbonos 

cada uno denominados Dihidroxiacetona fosfato (DHAP)(Fig. 4) y Gliceraldehído 

3-fosfato (GAP) respectivamente (Fig. 4), cuya reacción enzimática es ejecutada por 

la enzima Aldolasa (Berg et al., 2001). 

Posteriormente se promueven una serie de reacciones e interconversiones cuyo 

producto energético culmina con la acción de la enzima Fosfoenolpiruvato (PEP) 

con lo que se obtienen  dos moléculas de piruvato, dos de NADH y dos de ATP las 

cuales pueden ser posteriormente destinadas a otras vías metabólicas importantes, 

siendo el piruvato un mediador clave en los eventos posteriores. 

El destino final de las moléculas de piruvato derivadas de una molécula de fructosa 

o glucosa es determinante para la producción de un normal y alto rendimiento de 
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ATP. La enzima PDH (Piruvato deshidrogenasa), que cataliza la conversión de 

piruvato a Acetil-CoA con el posterior ingreso al ciclo de Krebs, funciona como 

puerta de entrada a esta etapa clave en la biosíntesis masiva de energía 

(Koukourakis, Giatromanolaki, Sivridis, Gatter, & Harris, 2005). Finalmente, dentro 

de la mitocondria y durante el ciclo de Krebs, la enzima α-KGD (Alfa cetoglutarato 

deshidrogenasa) que cataliza la conversión de Alfa Cetoglutarato a Succinil-CoA 

(Tretter & Adam-Vizi, 2005), es clave en la producción de especies reductoras 

como NADH para el correcto funcionamiento de la cadena transportadora de 

electrones y la correcta liberación de grandes cantidades de ATP. 

 

3.6 Metabolismo de hexosas en cáncer. 

Las células cancerígenas poseen diversas características que les permiten ser 

clasificadas como parte de un tejido neoplásico y cuyas modificaciones las habilitan 

para sobrevivir en ambientes adversos. Se ha determinado por muchas décadas que 

las células cancerígenas poseen un metabolismo energético alterado. En condiciones 

aeróbicas, las células normales procesan glucosa, primero a piruvato durante la 

glicólisis en el citosol y luego producen dióxido de carbono en la mitocondria; bajo 

condiciones anaeróbicas, se ve fuertemente favorecida la glicólisis y poco piruvato 

es enviado a la mitocondria (Warburg, 1956). Producto de esta baja eficiencia en la 

producción de energía neta de solo una molécula de hexosa, las células neoplásicas 

necesitan aumentar la cantidad de metabolitos energéticos sobre expresando ciertos 

mediadores glicolíticos (Zhao, Butler, & Tan, 2013), pero a su vez la mayor fuente 

de ingreso al citoplasma, que son los transportadores de estas moléculas (Jones & 

Thompson, 2009). Este efecto alterado en el metabolismo se puede observar 

acentuado en microambientes hipóxicos que se encuentran en el centro de las masas 

celulares de muchos tumores que han delimitado estructuralmente la angiogénesis 

exacerbada de estos tejidos, por lo tanto se ha demostrado que existen factores como 

HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1) que inducen un aumento de la glicólisis de 

manera indirecta (DeBerardinis, Lum, Hatzivassiliou, & Thompson, 2008). Con 

respecto a esto, se ha observado una mayor expresión de transportadores de hexosas 
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únicamente en el centro de las porciones papilares en carcinoma prostático 

(Reinicke et al., 2012) 

3.7 Transportadores de hexosas. 

Para la translocación de las hexosas, como por ejemplo fructosa a través del espacio 

intra y extra celular y debido a la naturaleza hidrofóbica de las membranas 

celulares, se requiere de proteínas transportadoras transmembrana específicas. Estas 

proteínas han sido clasificadas en dos grandes familias: SCL2 (GLUT) que utiliza el 

gradiente existente en la concentración de hexosa entre el lado interno y externo de 

la membrana plasmática y, por lo tanto, no consume energía, y SGLT, que 

transporta hexosas dentro de la célula contra su gradiente de concentración, cuyo 

proceso se encuentra acoplado al gradiente de Na+, con el consecuente costo de 

energía (Calvo, Figueroa, Pulido, Campelo, & Aparicio, 2010). 

 

3.8 Transportadores facilitativos SLC2 (GLUT). 

 

Existe una familia de genes denominados transportadores facilitativos de glucosa o 

GLUTs (por sus siglas en inglés) para distintas isoformas de transportadores, los 

cuales comparten una importante homología de secuencia, aunque cada una de estas 

isoformas presenta una afinidad específica por las distintas hexosas. Actualmente se 

han identificado catorce isoformas de estos transportadores agrupados en tres 

diferentes clases (familias I, II y III) que se clasifican de acuerdo a su secuencia 

estructural. Se ha propuesto además, un modelo estructural de secuencia 

aminoacidica que puede explicar el movimiento de ingreso de hexosas hacia el 

citoplasma (Fig. 5), como también la divergencia que existe entre la afinidad de los 

transportadores por sus sustratos. De acuerdo a este modelo, estos transportadores 

contienen 12 dominios α-helicoidales hidrofóbicos, por lo tanto esta orientación 

sugiere que la cadena polipeptídica atraviesa 12 veces la membrana plasmática de la 

célula. Tanto el dominio NH2- y COOH- terminal se encuentran orientados hacia el 

citoplasma de la célula. La característica común entre los miembros de la familia I y 
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II de los transportadores GLUT es que poseen un loop extracelular entre los 

dominios de transmembrana 1 y 2 cuya particularidad es un sitio de N- glicosilación 

(Fig 5). Estudios previos han demostrado que en GLUT 1 la glicosilación en este 

sitio aumenta la eficiencia del transporte de glucosa posiblemente debido a la 

estructura específica de esta hexosa por esta región (Asano et al., 1991).  

 
Figura 5. Modelo estructural de transportador GLUT clase I y II. Secuencia aminoacídica que contiene 12 

dominios. Ambos extremos terminales se encuentran en la cara interna de la célula. Se observa el dominio de 

interacción con el inhibidor glicolítico Citocalasina B. Modificado de (M. Mueckler et al., 1985). 
 

 

 

Tabla 1. Transportadores GLUT, afinidad a sustrato y ubicación órgano-específica. 

Transportador Sustrato Tejidos 
 Glucosa Fructosa Hígado Riñón Páncreas Cerebro Intestino Próstata 

GLUT-1 X     X  X 

GLUT-2 X  X X X  X  

GLUT-5  X     X X 

GLUT-7 X X     X  

GLUT-9  X X X     

GLUT-11 X  X  X     
 

Tabla 1.- Transportadores GLUT relacionados a este estudio. 
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La clase I de los transportadores está formada por GLUT 1-4 y GLUT 14. GLUT 1 

puede transportar principalmente glucosa (Km = 3mM), aunque también puede 

transportar galactosa, manosa y galactosamina con distinta eficiencia (Augustin, 

2010). GLUT 1 es responsable de la captación de glucosa basal que se requiere para 

mantener la respiración en células, y su expresión está correlacionada usualmente 

con la tasa de respiración y metabolismo de la glucosa. La expresión de GLUT 1 es 

reprimida por p53, un importante supresor de tumores en cáncer. La alteración en la 

expresión de p53 puede explicar la sobre expresión observada en muchos tipos de 

canceres, así como su aumento en el metabolismo de la glucosa y su alto consumo 

energético (Calvo et al., 2010). 

Con respecto a GLUT 2, corresponde a un transportador de baja afinidad pero alta 

capacidad, transportando glucosa (Km = 17mM) y fructosa principalmente (Km = 

76mM), aunque también es capaz de transportar galactosa, manosa y glucosamina, 

esta última con una alta afinidad (Uldry, Ibberson, Hosokawa, & Thorens). GLUT 2 

es el mayor transportador de glucosa en hepatocitos, en los enterocitos intestinales 

(ubicación basolateral), celulas que forman los túbulos contorneados proximales en 

el riñón (ubicación basolateral), así como también en las células beta del páncreas 

(ubicación apical). En el hígado GLUT 2 es el principal encargado principal de la 

captación y liberación de glucosa en estados de alimentación y ayuno 

respectivamente (Mike Mueckler & Thorens, 2013).  

La clase II de los transportadores incluye a GLUT 5, GLUT 7, GLUT 9 y GLUT 11. 

GLUT 5 en humanos solo puede transportar fructosa, con una Km de 6mM. GLUT-5 

no es inhibido por drogas comúnmente usadas como citocalasina B, floretina o 

florizina (Augustin, 2010). Juega un rol importante en el intestino delgado, donde se 

localiza en la membrana apical de los enterocitos,  y es responsable del transporte de 

fructosa presente en la dieta. GLUT 7 está capacitado para transportar glucosa y 

fructosa y se caracteriza por tener una alta afinidad por ambos sustratos (Km = 

0.3mM). No es capaz de transportar 2-deoxiglucosa (2-DG), un análogo usado en 

investigación que es utilizado como trazador capaz de ser incorporado a la célula 

pero no sigue la ruta de la glicolisis (Augustin, 2010).  El mRNA de GLUT 7 está 
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principalmente expresado en el intestino delgado y colon y, en menor extensión en 

testículo y próstata. Con respecto a GLUT 9 hasta la fecha no se tiene mucha 

información sobre su actividad, aunque se ha sugerido que podría ser un 

transportador de fructosa. Sin embargo, GLUT 9 permite el transporte de uratos. En 

humanos y ratones se ha observado un splicing alternativo o el uso de distintos 

promotores para generar dos proteínas. GLUT 9a y GLUT 9b, que solo difieren en 

su región N-terminal y su ubicación. El primero se encuentra ampliamente 

distribuido mientras que el segundo principalmente está expresado en el riñón, la 

placenta y el hígado (Keembiyehetty et al., 2006). Finalmente, otro rol importante 

de este transportador parece ser el de la función de sensor de glucosa en las células 

beta del páncreas en colaboración con GLUT 2. GLUT 11 parece transportar 

glucosa y fructosa, pero no galactosa (Calvo et al., 2010). Al igual que GLUT 9 

posee variantes, en este caso 3 (11a,11b y 11c) que tienen una expresión diferencial 

en corazón, musculo esquelético, riñón, tejido adiposo y páncreas (Mike Mueckler 

& Thorens, 2013). 

La clase III está formada por GLUT 6, GLUT 8, GLUT 10, GLUT 12 y HMIT 

(H+/Mioinositol) (Mike Mueckler & Thorens, 2013). GLUT 6 es un transportador 

con una baja afinidad por la glucosa y se encuentra en cerebro, bazo y leucocitos, 

mientras que GLUT 8 se encuentra presente en testículo, cerebro y tejido adiposo. 

GLUT 10 ha sido reportado en los tejidos sensibles a la insulina como músculo 

esquelético y corazón, como también hígado y páncreas. GLUT 12 ha sido 

pobremente caracterizado pero se postula que se expresa en corazón, intestino 

delgado, próstata y tejidos sensibles a la insulina. Finalmente, perteneciente a la 

clase III se encuentra HMIT, un transportador de Mioinositol acoplado a H+ que se 

expresa predominantemente en cerebro (Wood & Trayhurn, 2003).   

 

El azúcar más ampliamente metabolizado por células de tejidos humanos es la 

glucosa, cuyo transportador principal es la isoforma GLUT 1 (Calvo et al., 2010).    
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Se ha propuesto un modelo de orientación de los diferentes transportadores GLUT 

en la membrana plasmática que explica la alta o baja afinidad por cada tipo de 

hexosa presente en el medio extracelular, confiriéndole a estos transportadores la 

característica principal de ser tejido específicos y no presentar el mismo patrón de 

distribución tisular en todos los órganos. 

En mama, por ejemplo, la expresión de GLUT 1 se encuentra en el tejido normal 

benigno, sin embargo, se sobre-expresa en cáncer, aumentando el consumo y la 

captación de glucosa. Sumado a este efecto,  también se observa una mayor 

expresión de GLUT 5, y por lo tanto se sugiere un aumento del consumo de fructosa 

en este tipo tumoral (Alejandro Godoy et al., 2006). Las diferencias de captación y 

afinidad funcional de diversos tipos celulares en condiciones normales y patológicas 

pueden ser demostradas por dos técnicas que permiten hacer una medición y 

visualizar la captación de azucares y otras moléculas en células cancerígenas, y 

corresponden a experimentos de captación con moléculas radiomarcadas: a) Ensayo 

de captación (“Uptake Assay”) y b) FDG-PET (fluoro 2- deoxy-D-glucose/positron 

emission tomography (de Geus-Oei et al., 2006). El ensayo de captación hace 

relación con la capacidad de la célula de poder incorporar una molécula mediante el 

transporte de ésta a través de la membrana plasmática gracias a transportadores 

específicos (Mäger, Eiríksdóttir, Langel, El Andaloussi, & Langel, 2010). El FDG-

PET es una herramienta o modalidad muy importante en oncología ya que combina 

disciplinas de imagenología in-vivo y biología molecular, además esta técnica 

permite visualizar funciones propias de la célula, como el metabolismo de azucares, 

proliferación celular, metabolismo de la membrana celular o expresión de receptores 

(Avril et al., 2010), además, esta técnica funciona para neoplasias que poseen un 

alto ingreso de glucosa en su metabolismo tumoral.  

En contra parte, la próstata tiene un comportamiento diferente ya que, en tejido 

prostático benigno se observa la expresión de GLUT 1 y GLUT 5, y a medida que la 

próstata presenta una transformación, como en la neoplasia intraepitelial prostática 

de alto grado (HGPIN) esta disminuye la expresión de GLUT 1, sin embargo, la 
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expresión de GLUT 5 se mantiene constante y en cáncer desaparece la expresión de 

este transportador (Reinicke et al., 2012).  

En ensayos de FDG-PET utilizando glucosa radiomarcada no se ha observado que 

haya una incorporación de esta hexosa por parte de las células de cáncer prostático 

sugiriendo que, la glucosa no es un sustrato primordial en la mantención, sobrevida 

y crecimiento de este tipo de neoplasias (Reinicke et al., 2012). De manera 

interesante, el hecho de que no se incorpore glucosa, sugiere que las células de 

cáncer prostático podrían utilizar sustratos distintos a la glucosa como fuente de 

energía metabólica.  

Por lo tanto, el estudio de la expresión de los transportadores de hexosas, y 

principalmente los transportadores de fructosa permitirá elucidar ciertas variables 

aún no descritas que estén implicadas directamente con el comportamiento, 

naturaleza o biología de esta neoplasia maligna. A través de esta investigación, se 

podrá proporcionar información preliminar tendiente a validar la expresión de el/los 

transportador/es de fructosa como posible/s biomorcador/es en cáncer de próstata, 

los cuales podrían en un futuro ser utilizados como una herramienta de diagnóstico 

o como posibles blancos terapéuticos para el tratamiento del cáncer. .    
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4. Hipótesis 

“La carcinogénesis y/o progresión del cáncer prostático se asocia con un aumento 

de la expresión de transportadores de fructosa y/o la expresión de fructoquinasa” 

 

5. Objetivo General 

Evaluar la expresión de transportadores de fructosa en modelos in vitro y muestras 

clínicas de cáncer prostático con distintos grados de agresividad tumoral. 

 

5.1 Objetivos Específicos 

1.- Caracterizar el patrón de expresión génica de los transportadores de fructosa 

(GLUT 2, 5, 7, 9 y 11) en líneas celulares de: próstata humana benigna, cáncer de 

próstata estimulado por andrógenos y en cáncer de próstata resistente a la 

castración. 

2.- Caracterizar la presencia y/o distribución tisular de los transportadores de 

fructosa (GLUT 2, 5, 7, 9 y 11) y de glucosa (GLUT 1) en tejidos prostáticos 

tumoral y no tumoral. 

3.- Estudiar la expresión de enzimas glicolíticas hexoquinasa y fructoquinasa y, 

cuantificar masas mitocondriales en líneas celulares de próstata benigna, cáncer de 

próstata sensible a la privación androgénica y cáncer de próstata resistente a la 

castración.   
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6. Metodología 

6.1 Tipo de estudio 

El tipo de estudio presentado en esta unidad de investigación es un estudio 

experimental analítico y tiene como función comprobar y cuantificar, mediante la 

aplicación de diferentes técnicas, la presencia o ausencia de transportadores de 

fructosa.  

6.2 Lugar de realización 

El estudio se realizó en el laboratorio del Dr. Alejandro Godoy en el departamento 

de Fisiología ubicado en la Pontificia Universidad Católica de Chile, Avenida 

Libertador Bernardo O’Higgins 340, Santiago, Región Metropolitana. 

6.3 Variables a estudiar 

     6.3.1 Líneas celulares de próstata humana benigna: 

a) PWR-1E: Línea celular derivada de un gen supresor de tumores más células 

epiteliales de próstata humana. La línea proviene de una próstata normal con 

hiperplasia leve que fue inmortalizada con un adenovirus hibrido. El medio de 

cultivo contiene keratinocyte serum free (KSF) + Penicilina/streptomicina (P/S) 

(desde 500µL a 50mL) + L-Glutamina. 

b) RWPE-1: Línea celular derivada de células epiteliales de la zona periférica de 

una próstata humana de adulto histológicamente normal pero que fue transducida 

con una copia del virus HPV-18. El medio de cultivo contiene keratinocyte serum 

free (KSF) + Penicilina/streptomicina (P/S) (desde 500µL a 50mL) + L-Glutamina.  
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     6.3.2 Líneas celulares de cáncer prostático humanas sensibles a estimulación 

con andrógenos: 

c) VCaP: Esta línea fue establecida desde metástasis de hueso vertebral de una 

próstata cancerígena resistente a andrógenos, sin embargo, es una línea sensible a 

andrógenos. El medio de cultivo contiene Dulbecco’s Modified Eagle’s médium 

(DMEM) + Fetal Bovine Serum (FBS) 10% + P/S (500µL a 50mL) + 

Dihidrotestosterona (DHT). 

d) LNCaP: Esta línea deriva de una punción de aguja fina de un linfonodo 

supraclavicular izquierdo de un hombre caucásico de 50 años con un diagnostico 

confirmado de carcinoma metastásico de próstata. Este tipo celular prolifera con un 

medio que contiene RPMI-1640 + 10% de FBS + P/S (500µL a 50mL) + 

Dihidrotestosterona (DHT) 1 mM. 

 

     6.3.3 Líneas celulares de próstata humana insensibles a la estimulación con 

andrógenos: 

e) C4-2: Esta línea posee las mismas condiciones que LnCaP, también proviene de 

carcinoma metastásico de próstata. Las células expresan receptor de andrógeno y de 

estrógeno. Este tipo celular prolifera con un medio que contiene RPMI-1640 + 10% 

de FBS + P/S + Dihidrotestosterona (DHT) 1 mM. 

f) DU145: Es una línea celular derivada de metástasis de cerebro, no expresa 

antígeno prostático específico (PSA) y tiene un potencial metastásico moderado 

comparado con PC-3. Crece en un medio que contiene MEM + 10% FBS + P/S. 

g) PC-3: Esta línea celular tiene un potencial metastásico  muy elevado comparado 

con DU145. Fue establecida desde metástasis de hueso de un cáncer de próstata 

grado IV. El medio de cultivo contiene de F-12K + 10% de FBS + P/S.  
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6.4 Métodos y materiales. 

6.4.1 Extracción de RNA de cultivos celulares:  

Las líneas celulares ya descritas, en cantidad de 106 fueron tratadas con 1000µL de 

RNAzol® RT (Sigma-Aldrich) en placas Petri de 100 mm. El reactivo RNAzol® 

RT es un agente caotrópico compuesto por tiocianato de guanidina con fenol que 

efectivamente disuelve RNA, DNA y proteínas, por lo que brindó la facilidad de 

separar el RNA del DNA, proteínas y polisacáridos solubilizando la mezcla en un 

medio acuoso y realizando centrifugaciones breves, permitiendo en este caso 

precipitación final del contenido purificado de RNA (Chomczynski & Sacchi, 

2006). Luego el contenido de la placa fue recolectado y homogeneizado. Esta 

mezcla se vertió en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, Se agregaron 400 µL de agua 

nano pura y se sometió a vortex durante 15 segundos para luego ser incubado 15 

minutos a T° ambiente. Luego se centrifugó cada tubo a 12.000 rcf por 15 minutos a 

T° ambiente donde se observó un pellet semisólido y un sobrenadante que contiene 

el RNA extraído, para que luego este pellet fuera extraído a un nuevo tubo 

Eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se agregó un volumen de alcohol isopropílico 

100% (Winkler) igual al volumen de RNA extraído anteriormente, se incubó 10 

minutos a T° ambiente y luego se centrifugó a 12.000 rcf por 10 minutos a la misma 

temperatura. Luego los pellet fueron lavados dos veces con 500 µL de etanol 75% 

por 1 mL de sobrenadante utilizado para precipitación y luego el contenido fue 

centrifugado a 6.000 rcf por 3 minutos a T° ambiente. Finalmente, el pellet obtenido 

de RNA fue solubilizado entre 10 y 20 µL de agua libre de RNAsas (Winkler, Chile) 

con pipeteos repetitivos. Finalizado este proceso, el material se encontró listo para: 

estudiar integridad de RNA, absorbancia mediante un espectrofotómetro (Epoch, 

Bio-tek), cuantificación del RNA y realización de técnica  de qRT-PCR (Applied 

Biosystems). 
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6.4.2 Síntesis de cDNA (ADN complementario): 

Una vez obtenida y analizada la integridad del RNA se realizó la síntesis de 

cDNA o DNA complementario a este con el objetivo de tener solamente el 

mRNA codificante de interés en una molécula mucho más estable en presencia 

de RNAsas no deseadas, lo que permitió una alta eficiencia en la amplificación 

exponencial del RNA en cuestión durante el ensayo de qRT-PCR (Okayama, 

2012). Para la síntesis de cDNA se preparó una solución que contiene un 

volumen final de 10µL, de los cuales 8µL corresponden a la suma de la cantidad 

de RNA que se utilizó (2µg) y agua DePC, los 2µL restantes corresponden a una 

mezcla de DNAsa (Promega) y Buffer RQ1 (Promega) en partes iguales, la 

enzima se utilizó para eliminar cualquier remanente de DNA genómico que 

puede encontrarse en forma de traza en la solución obtenida de la extracción de 

RNA de las líneas celulares. La mezcla anterior fue incubada en un 

termociclador durante 1 hora a 37°C. Finalizado esto, se agregó a la solución 

anterior 1µL de DNAse Stop Solution (EDTA) (Promega) para detener la acción 

de la DNAsa y se incubó durante 10 minutos a 65°C en un termociclador. Una 

vez terminada la incubación se le agregó a la solución una mezcla de 1 U de 

RNAsin (Promega) que es utilizado como un inhibidor de ribonucleasas y por lo 

tanto mantiene la pureza del RNA en estudio, buffer de reacción M-MLV 1x 

(Promega), Random Primers 0,04 µg/mL (Promega) que permitieron altos 

rendimientos en la producción de cDNA al brindar diversos puntos de partida 

para la transcripción reversa (Ferlay et al., 2015), 2 mM de DNTps utilizados 

como monómeros para la polimerización de nuevos ácidos nucleicos en cada 

reacción y 10 U de Transcriptasa Reversa M-MLV (Promega) encargada de 

realizar la transcripción anti sentido de la hebra monocatenaria de RNA de 

interés. La solución se incubó 1 hora a 37°C en un termociclador y luego por 15 

minutos a 70°C en el mismo para inactivar la enzima M-MLV.  
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6.4.3 qRT-PCR (Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction): 

6.4.3.1. Determinación de la eficiencia de partidores. 

Para analizar esta eficiencia se realizó una curva de calibrado. Para esto se preparó 

un tubo madre con una concentración conocida de cDNA de interés de un tejido 

control y una línea celular (5µL de cDNA de cada tejido control + 2µL de cDNA de 

línea celular) y tres tubos A, B, C. En el tubo A se adicionaron 1µL de la solución 

del tubo madre y 4µL de H2O libre de RNAsas (H2O Dietilpirocarbonato o DePC), 

completando un volumen total de 5µL, una vez mezclado, de este tubo se extrajo 

1µL de solución y se traspasó al tubo B, se agregaron 4µL de H2O DePC (Winkler) 

y finalmente del tubo anterior se extrajo 1µL de solución, se adicionaron 4µL de 

H2O DePC para completar un volumen de 5µL, por lo tanto esto se traduce en una 

dilución de razón 1:5. A partir de los parámetros obtenidos en el StepOne™ 

Software, se determinó la eficiencia de cada partidor a partir de la siguiente 

ecuación: 

Eficiencia: 10-(1/pendiente de la curva) – 1 

Finalmente, se prepararon los tubos de reacción para qRT-PCR. A cada tubo se le 

agregaron 9µL del mix de corrida + 2 µL de cDNA de cada línea celular que se 

deseó estudiar y estos cDNA se obtuvieron de: tubo madre, tubo A, tubo B y tubo C 

y se concluyó el procedimiento ingresando los tubos al equipo StepOne™ Real-

Time PCR para realizar análisis. 

 

6.4.3.2. Determinación de doble delta CT. 

Para este modelo  experimental se utilizaron tres variables, el gen de interés de la 

isoforma GLUT o gen de la enzima en estudio (Hexoquinasa o Fructoquinasa) 

respectiva en: línea celular en condiciones normales (Wild Type) que consistió en la 

línea celular benigna RWPE-1, línea celular en análisis, ya sea línea celular benigna, 

maligna resistente a la privación androgénica o maligna sensible a la privación 

androgénica y el gen para  control endógeno o “Houskeeping gene” que consistió en 
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el gen β-2 Microglobulina. Este fue el gen de elección debido a que no tiene 

relación con el metabolismo y por lo tanto no sufre modificación alguna como es el 

caso de GAPDH (Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), otro “Housekeeping 

gene” ampliamente utilizado, por lo que se midió cada gen de la isoforma GLUT 

respectiva por triplicados en función de este control endógeno. La preparación de 

las muestras contuvo en cada reacción 10µL totales los cuales consisten en 5µL de 

SYBRGreen (Applied Biosystems®), 3µL de agua DePC (Winkler), 1µL de 

partidores y 1µL de cDNA de interés. En cada corrida el ciclo de temperatura 

comenzó con, una denaturación inicial de 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos 

de; 15 segundos de denaturación a 95°C, 15 segundos de hibridación a 60°C (o 

56°C dependiendo del partidor) y 15 segundos de elongación. En cada una de las 

corridas de PCR en tiempo real, se realizó la curva de melting o de disociación la 

cual prosigue hasta el ciclo 40 y que consistió en 15 segundos a 95°C, y 5 segundos 

entre 55° y 95°C. Esta curva se realizó para asegurar la obtención de una señal 

limpia, libre de cualquier señal luminosa correspondiente a dímeros de partidores o 

uniones inespecíficas debido a DNA genómico residual. Al finalizar cada reacción 

de amplificación se verificó la formación de un producto único, por el análisis de la 

curva de melting o denaturación (Pryor & Wittwer, 2006). Finalmente, cada 

reacción de qRT-PCR se determinó por el valor CT demostrado por el software que 

corresponde a la intersección de la curva de amplificación y la línea umbral y que 

representa la concentración de cada secuencia blanco en la reacción de PCR. 

El análisis de expresión génica comparativa y normalizada con el control endógeno, 

se determinó con los siguientes algoritmos (Livak & Schmittgen, 2001): 

1. ΔCt = Ct (gen interés) – Ct (control endógeno) En cada línea celular en análisis. 

2. ΔCt = Ct (gen interés) – Ct (control endógeno). En la línea celular celular benigna 

RWPE-1 utilizada como control. 

3. Normalización del gen en estudio respecto al control:  

ΔΔCt = ΔCt (Línea celular en estudio) – ΔCt (Línea celular control RWPE-1) 

4. Finalmente, se obtiene la expresión génica relativa o fold change (cuántas veces 

está aumentada o disminuida la expresión génica respecto al control): 
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2-ΔΔCt  = Expresión Normalizada 

 

Gen   
 
 

Secuencia (5’à3’) 

 
 
Tamaño 
producto 

Temperatura de 
denaturación 

(Melting 
temperature 

MT) 
GLUT-1 Sentido ATCGTGGCCATCTTTGGCTTTGTG  

165 pb 
 

60°C 
Antisentido CTGGAAGCACATGCCCACAATGAA 

GLUT-2 Sentido TCCAGCTACCGACAGCCTATT  
110 pb 

 
60°C 

Antisentido CCAGCCGTCTGAAAAATGCT 
GLUT-5 Sentido TGGAGCAACAGGATCAGAGCATGA  

87 pb 
 

60°C Antisentido AGGATGACCCAAAGGCAGCTATCA 
GLUT-7 Sentido TCTGCCTCCTCACTGCGATTTACA  

115 pb 
 

60°C Antisentido TCCTCTGGAAGCTTCACCCTGTT 

GLUT-9 Sentido TTCTGGCCATCATCGCCTCTTTCT  
119 pb 

60°C 
 Antisentido GTTGACGGTGCCTGCAATGATGAA 

GLUT-11 Sentido ATGAGAGCGCTCCGAAGACTGATT  
133 pb 

 
60°C 

Antisentido ATTCCTGAATGTGCAAGGTCGG 
B2M 
 
 

 

Sentido TAGGAGGGCTGGCAACTTAG 
 

 
64 pb 

 
60°C 

Antisentido CCAAGATGTTGATGTTGGATA 

Hexoquinasa Sentido AGTACATGGGCATGAAGGGC  
93 pb 

 
60°C 

Antisentido AGGGTGCTGTTACCTCGTCC 

Fructoquinasa Sentido CTCAGAAGCTGGGAGTCCAC  
137 pb 

 
60°C 

Antisentido AGTCAGCGGGAGGAGGTATT 

 

Tabla 2. – Secuencia de partidores para qRT-PCR. 
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6.4.4 Extracción de proteínas totales 

Se utilizaron placas Petri de 100x15 mm para; dos líneas de próstata benigna (PWR-

1E y RWPE-1), dos de cáncer de próstata sensible a la privación androgénica 

(VCaP y LnCaP), y dos líneas celulares insensibles a la estimulación con 

andrógenos (DU-145 y PC-3). Se extrajo el medio de cultivo de cada placa y se 

agregó 200 µL de una solución compuesta de: buffer John’s (Tris 20 mM pH 7,4, 

Triton 1%, glicerol 10%, NaCl 137 mM, EDTA 2 nM)  para realizar la lisis celular e 

inhibidor de proteasas para evitar la degradación proteica por acción enzimática 

(960 µL de buffer John’s  + 40 µL de inhibidor de proteasas). Se extrajo el 

contenido celular de cada placa a un tubo Eppendorf y luego fueron centrifugados a 

13.500 rpm por 15 minutos. Finalizado el paso anterior, se obtuvo una fase acuosa y 

un pellet celular, de la cual se extrajo la fase acuosa que contiene el total de 

proteínas en un tubo Eppendorf nuevo previamente enfriado. 

6.4.5 Método de Lowry para cuantificación de proteínas. 

En una placa de 96 pocillos (Thermo Scientific) se agregó 25 µL reactivo A* (1mL 

de reactivo A (BioRad) + 20 µL de reactivo S (BioRad)). Luego, a los pocillos de la 

curva estándar se les agregó 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 µL de BSA por duplicado 

omitiendo los pocillos de la muestra de interés. Una vez que se realizó este 

procedimiento se agregaron 2 µL de Buffer John´s o PBS (dependiendo de cuál fue 

el buffer utilizado para extraer las proteínas) a la curva estándar y 2 µL de proteínas 

a los pocillos de la muestra. Luego se agregaron 18, 16, 14, 12, 10, 8 y 6 µL de agua 

DePC (Winkler) a los pocillos de la curva estándar y 18 µL a cada pocillo de la 

muestra. Finalmente, se adicionaron 200 µL de reactivo B (BioRad) a los pocillos 

de la curva estándar y a los de la muestra. Una vez realizado el mix se procedió a 

dejar en incubación durante 15-30 minutos y se cuantificó en un espectrofotómetro 

a una absorbancia de 630 nm (Epoch Biotek). 
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6.4.6 Western Blot. 

Este procedimiento se utilizó para la demostración cualitativa de proteínas  

mediante un inmunomarcaje post electroforesis en un gel de poliacrilamida (Kurien 

& Scofield, 2006). Se utilizaron geles de poliacrilamida al 10% ya que permitieron 

una mayor porosidad acorde al rango del peso respectivo para cada proteína en 

estudio (PDH: 43 kDa, α-KGD 48 kDa).  La preparación de cada gel de 

poliacrilamida consistió en los siguientes componentes: 

H2O Destilada 2,6 ml 

Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad) 3 ml 

Tris 1.5 M pH 8.8 (Winkler) 3,38 ml 

SDS 10% (Bio Rad) 90 µL 

Persulfato de Amonio 10% (Winkler) 90 µL 

TEMED (Winkler)  9 µL 

Tabla 3.Volúmenes y componentes de un gel de corrida de Poliacrilamida 10%. Las 
cantidades se encuentran estandarizadas para pesos de proteínas entre 20 - 150 kDa. 

  

La mezcla se realizó en un tubo Falcon de 50 ml, con lo que los dos últimos 

componentes de la mezcla fueron Persulfato de Amonio cuya función fue realizar la 

gelificación y luego TEMED que consistió en el catalizador de la reacción. Luego 

se realizó la preparación de un gel concentrador con los mismos componentes 

(excepto buffer Tris 0,5 M pH 6.8) lo que permitió el cargado de proteínas con 

buffer de carga 10X y la penetración de éstas al inicio del gel. Este buffer facilitó la 

precipitación de las proteínas en la base de cada carril (Manolescu, Witkowska, et 

al., 2007). 
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H2O Destilada 4,39 ml 

Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad) 778 µL 

Tris 0,5 M pH 6,8 (Winkler) 750 µL 

SDS 10% (Bio Rad) 60 µL 

Persulfato de Amonio 10% (Winkler) 60 µL 

TEMED (Winkler) 10 µL 

Tabla 4. Volúmenes y componentes de un gel concentrador de poliacrilamida 10%. Las 
cantidades se encuentran estandarizadas para pesos de proteínas entre 20 - 150 kDa. 

 

Finalizado el proceso anterior, se realizó la incubación de las proteínas  durante 5 

minutos en un termociclador (50 µg) con buffer de carga 10x y luego se ejecutó la 

corrida del gel en buffer de corrida TG-SDS 1X a 0,03 Å para evitar bandas difusas 

(Manolescu, Witkowska, et al., 2007), aproximadamente 1 hora hasta que el frente 

se visualizara cruzando el gel concentrador. Luego se aumentó el amperaje a 0,06 Å 

y una vez que el frente llegó a la base de la cámara, la corrida fue detenida. 

Posteriormente se ensambló el sistema de transferencia en una membrana de 

nitrocelulosa. Esta transferencia se realizó para lograr el traspaso del contenido 

proteico del gel de corrida hacia la membrana de nitrocelulosa en virtud de la 

migración de las proteínas proporcionadas anteriormente según su peso molecular 

(Mahmood & Yang, 2012). Luego se ejecutó la transferencia propiamente tal a 0,3 

A por 1 hora en frío. Una vez que concluyó la transferencia de proteínas a la 

membrana de nitrocelulosa se desambló el sistema y se dejaron las  membranas de 

nitrocelulosa en una solución de leche 5% en buffer TTBS 1X en agitación durante 

1 hora a T° ambiente, para permitir el bloqueo de proteínas inespecíficas y evitar 

fondo (Kothari & Mathews, 2015). Luego se realizaron las incubaciones del 

anticuerpo primario en volúmenes necesarios para cubrir la membrana de 

nitrocelulosa. Para anti α-KGD (Santa Cruz) 1:1000 en buffer TTBS 1X y anti PDH 

(Abcam) 1:2000 en buffer TTBS 1X. Esta incubación se realizó 12 horas en 

agitación a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con buffer TTBS 1X 

durante 10 minutos cada uno, aplicando agitación constante. Luego se realizó la 

incubación del anticuerpo secundario (Dako) un anticuerpo anti-IgG (contra la 
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especie del primer anticuerpo) a una concentración de 1:1000 en TTBS 1X durante 

1 hora a temperatura ambiente con agitación. Luego se realizaron 3 lavados de 15 

minutos cada uno con buffer TTBS 1X. Finalmente se llevó a cabo el revelado de 

las membranas de nitrocelulosa, utilizando una solución de luminiscencia Wester 

Nova (Cyanagen). 

6.4.7 Inmunohistoquímica. 

Las muestras de tejido histopatológicamente afectadas fueron obtenidas del 

biorepositorio y banco de información de Roswell Park Cancer Institute en Buffalo, 

NT, USA (Data Bank and BioRepository). Antes de comenzar con el ensayo de 

inmunohistoquímica los cortes de tejido fueron desparafinados con tres cambios de 

Xilol (Winkler) (Xilol I, II y III) durante 10 minutos cada uno y luego comenzó la 

rehidratación con una batería descendiente de etanoles (Winkler) que consiste en 

primer lugar en 3 baños en etanol absoluto durante 5 minutos cada uno, 3 baños de 

Etanol 95% durante 5 minutos cada uno, luego 2 baños de Etanol 70% durante 5 

minutos cada uno y finalmente se sumergieron las muestras en Buffer Tris HCl 1X 

pH 7.8 (Winkler) durante 5 minutos con agitación continua. Luego se realizó el 

proceso de recuperación antigénica que consistió en someter los tejidos a una 

solución de Buffer Citrato de Sodio 0,01 M pH 6.0 (Winkler) utilizando un sistema 

de olla a presión durante 30 minutos. Finalizado el proceso anterior, se dejaron los 

cortes de tejido en reposo en la misma solución de recuperación antigénica para 

permitir su enfriamiento paulatino y luego se sumergieron en tres cambios de agua 

destilada durante 2 minutos cada uno, finalmente se realizó un lavado de los cortes 

durante 3 minutos con Buffer Tris HCl 1X pH 7.8. Una vez finalizada la etapa de 

desparafinado y recuperación antigénica se procedió a ejecutar el procedimiento de 

inmunohistoquímica comenzando con la realización del bloqueo de peroxidasa 

endógena de los cortes de tejido utilizando peróxido de hidrógeno al 3% (Winkler) 

en metanol absoluto (WInkler) durante 10 minutos a T° ambiente y luego se lavaron 

los cortes 2 veces con Buffer Tris HCl 1X pH 7.8 durante 3 minutos cada uno. 

Luego se realizó el bloqueo de proteínas tisulares durante 20 minutos utilizando 

BSA (Albúmina de suero de bovino) a una concentración de 2% en Buffer Tris HCl 
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1X pH 7.8. Una vez realizado el bloqueo de proteínas y sin someter los cortes a 

lavados se procedió a la incubación con el anticuerpo primario respectivo (anti 

GLUT 2, 5, 7, 9 y 11, Alpha Diagnostic International Inc) a concentraciones en un 

rango de 1:100 – 1:1000 según recomendaciones del fabricante durante 12 horas en 

una cámara húmeda a T° ambiente. A continuación se realizaron 3 lavados de los 

cortes con Buffer Tris HCl pH 7.8 en tiempos ascendentes; el primer lavado fue de 

3 minutos, el segundo de 5 minutos y el último de 7 minutos. Luego se realizó la 

incubación del anticuerpo secundario conjugado con HRP (Peroxidasa rábano 

picante) (Dako) en una dilución de 1:100 por un tiempo de una hora a T° ambiente 

en una cámara húmeda. Se realizaron 3 lavados de los cortes con Buffer Tris HCl 

1X pH 7.8; el primero de 3 minutos, el segundo de 5 minutos y el tercero de 7 

minutos y finalmente se realizó el revelado con DAB (3,3-Diaminobencidina) 

(Dako) por un tiempo de 3 minutos visualizando en el microscopio óptico. Se 

realizó el contraste nuclear con Hematoxilina de Harris (Cell Marque)  durante 2 

minutos por cada tejido con el consecuente azulamiento de tinción utilizando un 

baño agua corriente durante 10 minutos y finalmente se deshidrataron las muestras 

en una batería que consistió en tres baños de etanoles crecientes; primero 5 minutos 

en etanol 95° y luego 10 minutos en dos baños de etanol absoluto. Se concluyó el 

procedimiento realizando el aclaramiento con dos baños de Xilol durante 10 

minutos cada uno y se montaron los portaobjetos con resina sintética en medio 

hidrofóbico. 
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Se utilizaron los siguientes tejidos control para la validación de la técnica de 

inmunotinción: 

 

Marcador Tejido control 

(+) 

Dilución 

GLUT-1 Carcinoma 

renal de células 

claras 

1:100 

GLUT-2 Riñón 1:100 

GLUT-5 Riñón 1:1000 

GLUT-7 Riñón 1:100 

GLUT-9 Riñón 1:200 

GLUT-11 Riñón 1:100 

Tabla 5. Tejidos control para técnica inmunohistoquímica.  

 

      6.4.8 Citometría de Flujo: Ensayo de NaO (10-N -nonyl acridine orange). 

El colorante fluorescente NAO interaccionó con los componentes de Cardiolipina 

de la membrana mitocondrial interna, la cual es una estructura clave en la 

producción de ATP durante la cadena transportadora de electrones (Petit et al., 

1994), dando cuenta de la integridad de esta membrana en el conteo de células 

teñidas y no teñidas con NAO, a través de citometría de flujo, lo que brindó 

información sobre el número de masas mitcondriales e integridad  de estas mismas 

(Jacobson, Duchen, & Heales, 2002). 
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En una placa Petri de 100 mm se sembraron 106 células. Luego se retiró el medio de 

cultivo, se lavó con PBS 1X y se tripsinizaron las células. Posteriormente se preparó 

una solución de trabajo compuesta de NAO 100 nM a partir de un Stock de 1mM en 

PBS 1X frío, manteniéndola siempre en oscuridad.  Luego se resuspendieron las 

células en un tubo Eppendorf de 1.5 mL en 500 µL de solución de trabajo y 500 µL 

de PBS para la condición control, posteriormente se incubó por 20 minutos a 37°C 

en oscuridad. Finalmente se centrifugó a 3.000 rpm para retirar la solución de 

trabajo y se resuspendió el contenido en PBS 1X frío. En este paso, el contenido 

final se protegió de la luz y se adquirió en el citómetro de flujo FACS (Fluorescence 

Activated Cell Sorting) DiVa II BD. Los datos fueron analizados en el programa 

FCS express 4.   

6.4.9 Análisis estadístico 

El análisis de cuantificación relativa de western blot se realizó con el software 

ImageJ, El análisis estadístico de qRT-PCR, eficiencia de partidores y ensayo de 

transporte se realizó mediante el software Graphpad Prism 5 utilizando la prueba 

One Way Anova y post corrección Bonferroni. Para esto, se trabajó con la media 

aritmética de datos independientes en los experimentos, determinando el error 

estándar medio (SEM). Los valores fueron considerados estadísticamente 

significativos cuando el valor p<0,005.  
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7. Resultados.  

1.- Caracterizar el patrón de expresión génica de los transportadores de fructosa 

(GLUT 2, 5, 7, 9 y 11) en líneas celulares de: próstata humana benigna, cáncer de 

próstata estimulado por andrógenos y en cáncer de próstata resistente a la 

castración. 

7.1 Eficiencia de partidores para qRT-PCR: 

Mediante una curva estándar utilizada en qRT-PCR se midió la eficiencia de los 

partidores de cada uno de los transportadores GLUT de interés (1, 2, 5, 7, 9 y 11) 

además de un “Housekeeping gene” de control endógeno β-2-microglobulina 

(B2M), obteniendo así el ciclo umbral (CT) de cada gen para cada transportador. 

Esto se realizó por diluciones seriadas a partir de una concentración de cDNA 

conocida (dilución 1:5), por lo que cada valor CT en la gráfica corresponde al doble 

del valor CT que le precede. Finalmente, como resultado se obtuvo una pendiente, la 

cual permitió calcular la eficiencia. Los partidores de: Glut-1 con una eficiencia de 

92.7% (Fig 6a), Glut-2 con un 100.5% de eficiencia (Fig 6b), Glut-5 con un 118% 

de eficiencia (Fig 6c), Glut-7 con una eficiencia de 116% (Fig 6d), Glut-9 con una 

eficiencia de 97.35% (Fig 6e), Glut-11 con un 102.9% de eficiencia (Fig 6f) y el 

gen B2M el cual presentó una eficiencia de 92.5% (no mostrado), para poder 

realizar la validación de la eficiencia en la reacción de qPCR posterior. Todos los 

valores se encuentran dentro de los rangos aceptables (entre 90%-120%) (Livak & 

Schmittgen, 2001), por lo que se valida la eficiencia de cada partidor en la reacción 

de qPCR. Cabe destacar además que cada reacción de qRT-PCR para cada gen de 

interés culminó con el análisis de la curva de Melting o curva de temperatura de 

disociación de los partidores, para demostrar que la detección de fluorescencia fue 

específica para el gen de interés y que no corresponde a fluorescencia debida a 

dímeros de partidores o DNA genómico residual.  Una vez realizado este 

procedimiento, se llevó a cabo el análisis de expresión relativa de los genes GLUT 

en estudio y también análisis de 2 –ΔΔCT. 
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Figura 6. Eficiencia (E) de los partidores. Glut-1 (a), Glut-2 (b), Glut-5 (c), Glut-7 (d), Glut-9 (e) y Glut-11 (f). 
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7.2 Expresión de mRNA en líneas celulares.  

Una vez realizada la eficiencia de los partidores, se llevó a cabo el análisis de 

expresión relativa de los genes de transportadores GLUT en estudio y también el 

análisis del algoritmo  2-ΔΔCT para observar cambios en la expresión a nivel de 

mRNA de los transportadores a través de las líneas celulares en función de la 

normalización por un control endógeno. Todas las muestras fueron analizadas por 

StepOne™ Real-Time PCR System (Life Technologies). Se estableció que la línea 

celular RWPE-1 corresponde a la línea “wild type” (WT) o línea control y que en 

base a ésta, se determinaron los cálculos para evidenciar la expresión relativa de 

mRNA de los distintos transportadores GLUT (La omisión de GLUT-2 se debió a 

que su expresión no se encuentra en próstata) (Alejandro Godoy et al., 2006). 

Del análisis se observa un aumento de la expresión de transportadores GLUT de 

fructosa, que corresponden a la Clase II (5, 7, 9 y 11) en las líneas celulares que 

presentan algún grado de malignidad o progresión tumoral con respecto a las líneas 

celulares de próstata benigna. En la línea celular de cáncer de próstata metastásico 

resistente a la privación androgénica PC3 (Fig 7b) se observa un aumento muy 

significativo de GLUT-5, que es un transportador eficiente y exclusivo de fructosa 

no así su contraparte benigna RWPE-1 la cual expresa significativamente menores 

niveles de mRNA de GLUT-5. Con respecto a GLUT-7, un transportador que 

acorde a la literatura posee una alta afinidad por glucosa y fructosa y cuyo mRNA 

se expresa en bajas cantidades (Calvo et al., 2010) se observa que la mayor 

expresión se encuentra en LNCaP (Fig 7c). Cabe destacar además que LnCaP es 

una línea celular con menor grado de agresividad que PC3, sin embargo se clasifica 

como maligna y posee capacidad metastásica al igual que ésta (Thalmann et al., 

1994). 

A través de todas las líneas celulares se observa una expresión constante de mRNA 

pero en distintas proporciones de GLUT-1 (Fig 7a) lo que ya ha sido reportado en la 

literatura (Effert, Beniers, Tamimi, Handt, & Jakse, 2004) en lo que corresponde a 

las líneas celulares DU-145, PC3 y LnCaP. En lo que respecta a GLUT-9 se observa 

una expresión muy baja en las líneas celulares LNCaP y PC3 (Fig 7d). Con respecto 
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a GLUT-11 (Fig 7 e) la expresión relativa de mRNA muestra que existe una gran 

expresión en la línea celular PC3 y que posee una gran significancia con respecto a 

DU-145.  

En resumen, la mayor expresión significante entre las líneas celulares corresponde a 

GLUT-5 en la línea celular de cáncer de próstata metastásico resistente a la 

privación androgénica PC3, GLUT-9 presenta una baja expresión a lo largo de la 

progresión tumoral representada por los diversos grados de malignidad de cada línea 

celular en estudio. GLUT-11 presenta un patrón similar a la expresión de GLUT-5 

en términos de que los mayores niveles de mRNA corresponden también a la línea 

celular de cáncer prostático metastásico resistente a la castración; PC3. Con este 

estudio se concreta la presencia del transportador exclusivo de fructosa GLUT-5 en 

preponderancia en modelos celulares altamente malignos, siguiendo un patrón muy 

similar los transportadores con alta afinidad por glucosa y fructosa; GLUT 7 y 

GLUT 11 a nivel de mRNA. 
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Figura 7. Expresión relativa (fold change) de mRNA de GLUT-1 (a), GLUT-5 (b), GLUT-7 (c), GLUT-9 (d) y GLUT-11 
(e). Se observa la expresión a nivel de RNA mensajero por parte de las líneas celulares mediante qRT-PCR y análisis de 2 

-Δ ΔCT con un N=3. Significancia estadística (*) se fijó por P<0.05 mediante análisis ANOVA de una vía. 
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2.- Caracterizar la presencia y/o distribución tisular de los transportadores de 

fructosa (GLUT 2, 5, 7, 9 y 11) y de glucosa (GLUT 1) en tejidos prostáticos 

tumoral y no tumoral. 

7.3 Ubicación y expresión tisular de transportadores clase I (GLUT-1 y 2) y 

clase II (GLUT 5, 7, 9 y 11) mediante Inmunohistoquímica. 

Se obtuvieron muestras de 5 pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) y para cada uno de 

ellos se obtuvo una muestra no tumoral (NT) y una tumoral (T) con un grado de 

progresión neoplásica desconocida.  

Se analizaron las glándulas bien conservadas en la muestra NT, se definió como 

criterio general una glándula bien conservada a la estructura histológica que 

mantenga su epitelio de origen con una base de células basales y un epitelio 

cúbico/columnar simple en el lumen de la glándula. En cuanto a la muestra T se 

analizaron todas las glándulas con especial mención a aquellas que hayan perdido su 

orden lógico y existan distintos grados de atipia nuclear (Humphrey, 2007). 

En cuanto a la muestra no tumoral (NT) correspondiente al paciente 1 (P1) se 

observa una tinción negativa para el transportador GLUT 1 en la glándula apreciada 

en la imagen (Fig. 8), también se observa un estroma limpio, sin un fondo 

inespecífico de tinción de manera que no existe una marca concreta en esta zona. En 

la muestra tumoral (T) se observa una tinción negativa, tanto en epitelio como 

estroma, cabe destacar la alta cantidad de glándulas y la alta anisocariosis que se 

observa en este corte histológico que corresponden a características de malignidad. 

Del paciente 2 (P2) en su muestra NT se pudo observar una inmunorreactividad 

positiva para GLUT-1 en la región estromal correspondiente a un nervio periférico 

(punta de flecha), lo cual ha sido previamente descrito en otro tipo de tejidos (Salla 

et al., 2008),  sin embargo este hallazgo de inmunotinción no ha sido reportado en 

tejido prostático. Por otra parte dentro de un vaso sanguíneo se observan glóbulos 

rojos (punta de flecha) que detallan un marcaje de membrana, denotándose este 

patrón como un control positivo interno para la inmunotinción (Reinicke et al., 

2012) (Fig. 8). También observamos un epitelio adyacente al estroma anteriormente 
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mencionado,  que se encuentra bien conservado con una capa de células basales en 

orden y una capa de células cubicas hacia el lumen de la glándula y tinción negativa 

para GLUT-1.  En su contraparte tumoral observamos, nuevamente, presencia de 

inmunotinción para GLUT-1 en glóbulos rojos (Fig. 8) (punta de flecha) y un 

epitelio menos conservado en la zona inferior de la imagen  con una glándula que 

pierde su orden. Se observa además una superposición de núcleos lo que denota un 

cierto grado de malignidad en esta muestra y a su vez existe una ausencia de 

inmunotinción para GLUT-1 en el epitelio prostático, lo que concuerda con lo 

descrito previamente (Reinicke et al., 2012). 

En la muestra NT del paciente 3 (P3) se observa nuevamente un nervio periférico 

positivo para GLUT-1 (punta de flecha), por otra parte, adyacente a esta estructura 

se distingue una glándula de pequeño tamaño donde se observan las características 

anteriormente mencionadas. En la zona estromal se ve una tinción limpia sin fondo 

ni precipitado inespecífico (punta de flecha). En la muestra T de este paciente, 

observamos una imagen similar aunque más heterogénea, donde existe una reacción 

positiva para GLUT-1 localizada en el recubrimiento del nervio periférico, pero 

ausencia de tinción epitelial. En la esquina superior izquierda de la imagen (Fig. 8) 

se observa una glándula que posee una zona bien conservada y que luego se 

visualiza una porción donde se desarrolla una transición hacia una mala 

conservación, invadiendo al estroma y perdiendo su orden lógico, siendo esta 

característica un criterio histopatológico primario en cáncer de próstata (Humphrey, 

2007). 

En relación al paciente 4 (P4) la muestra NT revela que no existe tinción en la 

glándula ni en el estroma prostático, pero si en los glóbulos rojos presentes en el 

tejido. Si se observa la muestra T de este paciente se visualizan glándulas con 

características de malignidad que no conservan un orden. 

Con respecto al paciente 5 (P5), se pueden analizar las dos muestras (NT y T) 

debido a su limpieza tanto en estroma como en las glándulas. Por otra parte, en 

ambas muestras se observa la diferencia denotada anteriormente donde las glándulas 

tumorales son mucho más celulares que las que se aprecian en la muestra NT. 
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Al analizar el control positivo en un carcinoma renal de células claras se observa 

claramente el delineamiento de la membrana plasmática por parte de las células 

cancerígenas que, a pesar de su desdiferenciación, conservan la expresión de este 

transportador (Fig. 8). No se observa inmunotinción a nivel de citoplasma de las 

células neoplásicas (Fig. 8). En la muestra de metástasis en ganglio (Fig. 8), donde 

la alta celularidad no muestra un patrón de tinción claro de ninguna célula presente 

en el tejido. 
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 Figura 8. Inmunohistoquímica de GLUT-1. Se observa la marcación en las muestras no tumorales 

(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica (MET). Scale 

Bar 9µm. 
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Al analizar la tinción de GLUT-2 (Fig. 9) se observa que, en las muestras NT de 

todos los pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) las glándulas se observan sin tinción 

positiva para este transportador mixto de hexosas. Sin embargo en la muestra de P4 

se observa una leve tinción con un patrón citoplasmático y de membrana.  

Con respecto a lo que observado en las muestras T correspondientes a los 5 

pacientes, se encuentran todas las características que definen una glándula maligna, 

pérdida de la diferenciación morfológica normal por la formación de un mayor 

número de pequeñas glándulas, las distintas aberraciones nucleares como aumento 

del tamaño del mismo y un nucléolo prominente (P1), la pseudo estratificación de 

un epitelio que originalmente es un epitelio simple (P2), la obliteración de los 

lúmenes glandulares por parte de las células (P3) y la fusión de glándulas (P4) 

debido a las prolongaciones de estas mismas. 

Para poder determinar la marcación del transportador y validación de la técnica, se 

utilizó el control positivo que corresponde a una muestra de riñón normal. La 

imagen revela la presencia del transportador en la zona baso lateral de la célula en 

los túbulos renales siendo positiva para GLUT-2. Sin embargo, la muestra 

metastásica no posee una marcación de estas características, siendo negativa para la 

presencia de GLUT-2. 
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Figura 9. Inmunohistoquímica de GLUT-2. Se observa la marcación en las muestras no tumorales 

(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica (MET). Scale 

Bar 9µm. 
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Otro transportador en estudio de inmunomarcaje es GLUT-5 (Fig.10) que ofrece, 

por su diversidad en cuanto a la intensidad de marcación, una oportunidad más 

amplia de analizar las muestras estudiadas. 

En cuanto a las muestras NT de los pacientes (P1, P2, P3, P4 y P5) se puede 

observar que en P1 y P2 se encuentra una reacción positiva tanto en citoplasma 

como en membrana, sin embargo en P3 la marcación de este transportador se 

encuentra en la zona apical de la célula glandular y no en su citoplasma. En el P4 se 

observa un delineamiento a través de la membrana sin encontrar algún tipo de 

reacción en citoplasma o en una zona concreta de la membrana plasmática, por otra 

parte, P5 muestra un delineamiento leve de la membrana apical del epitelio que 

compone la glándula (Fig. 10) y muestra también un control positivo interno al 

demostrarse el inmunomarcaje de membrana en los eritrocitos que muestran una 

marcación positiva, tanto para GLUT-1, como para GLUT-5 (Concha et al., 1997). 

Por otra parte, las muestras T sometidas a la técnica de Inmunohistoquímica para 

revelar la presencia o ausencia de GLUT-5 muestran la misma variedad de 

marcación que su contraparte NT. Como se observa en P1, se muestra una 

marcación citoplasmática y de membrana, sin embargo P2 y P4 sólo delinea la 

membrana de las células glandulares, mientras que en P5 sólo se observa una 

reacción positiva para el transportador en la zona apical de la membrana plasmática. 

A diferencia del resto de los tejidos, la muestra tumoral T correspondiente al 

paciente P3 demuestra la mayor marcación para este transportador, una marcación 

netamente mixta (membrana y citoplasma), a diferencia de su contraparte no 

tumoral (NT) que demuestra solo una marcación de membrana.  

En cuanto al control positivo (Fig. 10), una muestra de riñón benigno, se observa 

una marcación tanto citoplasmática como de membrana, sin embargo, la marcación 

de membrana se observa en la zona apical de esta y no en la zona baso lateral como 

se observa en GLUT-2. 
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Figura 10. Inmunohistoquímica de GLUT-5. Se observa la marcación en las muestras no tumorales 

(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica (MET). Scale 

Bar 9µm. 
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Con respecto a otro transportador de interés GLUT-7 (Fig. 11) perteneciente a la 

clase II (transportadores de fructosa) se puede destacar la reacción negativa en todas 

las muestras no tumorales (NT) de los 5 pacientes, tanto en las glándulas analizadas 

como también en el estroma circundante. Hasta el momento, no existen reportes en 

inmunotinción en próstata de un control positivo interno de GLUT-7 (Fig.11), como 

existe en otros transportadores donde estructuras tisulares pueden ser positivas para 

GLUT-1 y 5. En cuanto a las muestras tumorales (T), a las cuales se les realizó la 

técnica, ninguno de los cortes histológicos demostró positividad para la reacción 

deseada tanto en epitelio como en estroma. 

El control positivo para este marcador donde se utilizó una muestra de riñón 

benigno (Fig. 11), se observa una marcación mixta de membrana plasmática, 

principalmente en la zona apical de la membrana y de citoplasma. 
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Figura 11. Inmunohistoquímica de GLUT-7. Se observa la marcación en las muestras no tumorales 

(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica (MET). Scale 

Bar 9µm. 
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Finalmente, en GLUT-9 (Fig. 12) de muestras no tumorales (NT) de todos los 

pacientes se observa una marcación de membrana/citoplasma. En P1 y P5 se denota 

mayormente la reacción citoplasmática, sin embargo, en P2 vemos una marcación 

de membrana plasmática donde esta se delinea con la reacción de DAB 

(Diaminobencidina) evidenciando la presencia del antígeno en esta estructura de la 

célula. En P3 está presente la marcación mixta aunque se observa una tinción más 

intensa hacia la zona apical de la célula. Es importante destacar la existencia de un 

patrón de marcación compacto, correspondiente a la morfología de haces fibrilares 

transversales y longitudinales y que corresponde posiblemente a una marcación de 

células musculares lisas en el estroma (Fig.12), lo que se corresponde con lo 

reportado previamente de este transportador mediante Inmunocitoquímica (Fig. XX, 

punta de flecha) (Pyla, Poulose, Jun, & Segar, 2013). 

En las muestras tumorales (T) podemos observar en la mayoría de los pacientes (P2, 

P3, P4 y P5) una reacción citoplasmática intensa pero una mayor intensidad de 

reacción en la zona apical de las células glandulares. En P1 se observa un patrón de 

marcación citoplasmático, sin embargo, no se denota una mayor reacción en la zona 

apical de las células. 

En el control positivo de la reacción cabe destacar que al igual que en GLUT-2, 5 y 

7 fue utilizada una muestra de riñón benigno (Fig. 12), donde se evidencia la misma 

reacción tisular que en P2, P3, P4 y P5.  
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Figura 12. Inmunohistoquímica de GLUT-9. Se observa la marcación en las muestras no tumorales 

(NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica (MET). Scale 

Bar 9µm. 
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Con respecto a la marcación de GLUT-11, se puede observar en P1 en su muestra 

no tumoral que existe un marcaje citoplasmático difuso (Fig. 13), sin embargo este 

patrón se acentúa hacia la región perinuclear en algunas células aisladas en su 

contraparte tumoral (Fig. 13). En P2 se muestra que existe una ausencia de tinción 

tanto en su muestra no tumoral, como en su contraparte tumoral. Con respecto a P3 

en su muestra no tumoral, existe un patrón de marcación predominantemente 

citoplasmático en el epitelio prostático que puede identificarse más cercanamente al 

núcleo, sin embargo el patrón de tinción que se observa en su contraparte tumoral 

muestra una mayor intensidad como también una tinción citoplasmática (Fig. 13). 

Además, en esta muestra tumoral puede apreciarse la tinción con un patrón 

perinuclear mayormente en células únicas o de forma aislada (Fig. 13). En P4 se 

observa una marcación intensa alrededor del núcleo en sus muestras no tumorales 

(Fig. 13), además está tinción corresponde a epitelio que posee características de 

desdiferenciación, como pérdida de células basales en la morfología, sin embargo en 

su contraparte tumoral existe una tinción mayormente citoplasmática en porciones 

aisladas del epitelio prostático (Fig. 13). Finalmente en P5 en su muestra no 

tumoral, observamos nuevamente un patrón citoplasmático pero con una mayor 

intensidad alrededor del núcleo en algunas muestras no tumorales, sin embargo en 

su contraparte tumoral se observa un patrón de tinción citoplasmático, pero 

acentuado mayormente hacia alrededor del núcleo en algunas células aisladas. 

Finalmente, en el tejido de riñón utilizado como control positivo, se observa 

satisfactoriamente un patrón de marcaje citoplasmático, por lo que este marcador se 

ha validado en la técnica.    

Todas las muestras metastásicas para GLUT-1, 2, 5, 7, 9 y 11 no presentaron ningún 

tipo de marcación y, tampoco presentaron controles internos que evidenciaran la 

especificidad del anticuerpo y la validación de la técnica. 
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Figura 13. Inmunohistoquímica de GLUT-11. Se observa la marcación en las muestras no 

tumorales (NT) y tumorales (T) de los 5 pacientes, su control (CTRL) y la muestra metastásica 

(MET). Scale Bar 9µm.  
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3.- Estudiar la expresión de enzimas glicolíticas hexoquinasa y fructoquinasa y, cuantificar 

masas mitocondriales en líneas celulares de próstata benigna, cáncer de próstata sensible 

a la privación androgénica y cáncer de próstata resistente a la castración. 

7.4 Expresión de α-KGD y PDH en líneas celulares de próstata benigna, cáncer de 

próstata sensible a la privación androgénica y cáncer de próstata resistente a la 

privación androgénica. 

En una primera instancia se estudiaron dos enzimas clave en la respiración celular y el 

destino metabólico de los productos finales del ingreso de hexosas en las células 

respectivamente; α-KGD (Tretter & Adam-Vizi, 2005) que se encuentra involucrada en el 

balance redox durante la conversión de α-cetoglutarato a Succinil-CoA con el acoplamiento 

generador de especies reductoras como NADH durante el ciclo del ácido cítrico dentro de 

la mitocondria,  y PDH (Brown, Otero, LeGris, & Brown, 1994) cuya función y estabilidad 

es clave en el metabolismo de conversión de piruvato proveniente de hexosas a Acetil-CoA 

en la mitocondria , para estimar la actividad mitocondrial funcional y cuál vía podría estar 

utilizándose en preponderancia para obtener ATP en la célula. Para esto se realizó la 

técnica de western blot que evidencia la mayor o menor expresión de estas enzimas de 

forma cualitativa. 

7.4.1 Expresión cualitativa de α-KGD en líneas celulares de próstata benigna, cáncer 

de próstata sensible a la privación androgénica y cáncer de próstata resistente a la 

privación androgénica. 

La expresión proteica mediante inmunodetección se controló utilizando β-tubulina, 

reportado como un control de carga para proteínas que pueden encontrarse en bajos niveles 

(Eaton et al., 2013) y que evidenció que las concentraciones de proteína en la muestra 

fueron equivalentes. La inmunodetección de la proteína de interés se realizó con el 

anticuerpo primario anti α-KGD (Santa Cruz) a una dilución 1:1000 de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante y posterior detección con anticuerpo secundario IgG 

policlonal conjugado con HRP anti conejo. Los resultados de expresión proteica en la línea 

celular de próstata benigna PWR-1E en forma independiente muestran que existe una alta 
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expresión de esta enzima que se traduce en una alta intensidad de banda lo que concuerda 

con los valores de densitometría cercanos a 1,5 (Fig. 15). Sin embargo, en la línea celular 

de próstata benigna RWPE-1 la intensidad de banda  que se refleja es menor, lo que se 

traduce a su vez en un menor valor determinado por densitometría, cercano a  0,5 (Fig. 15). 

Los resultados que muestran las intensidades de las bandas de las líneas celulares LNCaP y 

VCaP demuestran los niveles de expresión más bajos de esta enzima, a su vez esto 

concuerda con los bajos valores asignados por la densitometría correspondientes a 0,5 y 

menos de 0,5 aproximadamente. DU145 demostró niveles de intensidad superiores a las 

tres líneas celulares ya descritas, sin embargo los niveles más altos de expresión cualitativa 

de esta enzima a nivel de intensidad de bandas como en valor asignado a esta intensidad 

mediante densitometría corresponden a PC3, alcanzando un valor cercano de 2,0. 
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Figura 14. Expresión proteica para la enzima α-KGD en líneas celulares de próstata benigna (PWR-E1 y RWPE-

1), cáncer de próstata sensible a la deprivación androgénica (LnCaP y VCaP) y cáncer de próstata resistente a la 

deprivación androgénica (DU-145 y PC3). La dilución del anticuerpo α-KGD se realizó 1:1000, como anticuerpo 

secundario se utilizó IgG anti conejo conjugado con HRP. Se utilizó β-Tubulina como control de carga. 
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Figura 15. Cuantificación relativa de la expresión proteica de α-KGD mediante densitometria utilizando ImageJ. U.A: 

Unidades arbitrarias.	
  

 

7.4.2 Expresión cualitativa de PDH en líneas celulares de próstata benigna, cáncer de 

próstata sensible a la privación androgénica y cáncer de próstata resistente a la 

privación androgénica. 

La expresión proteica mediante inmunodetección se controló utilizando β-tubulina al igual 

que α-KGD, lo que validó la concentración de proteína en cantidades equivalentes en la 

carga del gel para la posterior electroforesis y a su vez los valores de inmunodetección 

realizados por densitometría. Para esto, se realizó la inmunodetección de la proteína de 

interés PDH utilizando el anticuerpo primario anti PDH (Abcam) a una dilución 1:2000, de 

acuerdo a las recomendaciones del fabricante y posterior detección con anticuerpo 

secundario IgG policlonal conjugado con HRP anti conejo (Dako). Los resultados que 

muestra la técnica de western blot a través de la detección proteica de PDH evidencian que 

existe una alta expresión en la línea celular de próstata benigna PWR-1E reflejada en una 

mayor intensidad de banda (Fig. 16), lo que a su vez el valor concuerda con el asignado en 

la cuantificación de esta intensidad, que es superior a 1,5 (Fig. 17). La línea celular de 

próstata benigna RWPE-1 a su vez demuestra una menor intensidad de banda (Fig. 16) en 

relación a la línea celular anteriormente descrita y que concuerda también con un valor 

menor en la cuantificación correspondiente a 1,0 (Fig. 17). Sin embargo, las intensidades 
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reflejadas en la banda de las líneas celulares de cáncer de próstata sensible a la privación 

androgénica LNCaP y VCaP demuestran los menores niveles (Fig. 16), lo que a su vez 

concuerda con los valores de cuantificación que corresponden a menos de 0,5 

aproximadamente (Fig. 17). En contra parte, la línea celular de cáncer de próstata resistente 

a la privación androgénica DU145 refleja una intensidad de banda mucho mayor (Fig. 16), 

lo que se traduce correctamente en el valor más alto asignado a la cuantificación en 

comparación al resto de las líneas celulares antes descritas, con una cifra superior a 2,0 

(Fig. 17). Finalmente, la expresión de esta enzima presenta una alta intensidad de banda en 

la línea celular de cáncer de próstata resistente a la privación androgénica PC3 (Fig. 16), 

pero reflejado en un menor valor por cuantificación cercano a 1,0 (Fig. 17). 
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Figura 16. Expresión proteica para la enzima PDH en líneas celulares de próstata benigna (PWR-E1 y RWPE-1), 

cáncer de próstata sensible a la deprivación androgénica (LnCaP y VCaP) y cáncer de próstata resistente a la 

deprivación androgénica (DU-145 y PC3). La dilución del anticuerpo PDH se realizó 1:2000, como anticuerpo 

secundario se utilizó IgG anti conejo conjugado con HRP. Se utilizó β-Tubulina como control de carga. 
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Figura 17. Cuantificación relativa de la expresión proteica de PDH mediante densitometria utilizando ImageJ. U.A: 

Unidades arbitrarias. 

 

 

En resumen, se observó una menor intensidad de banda y una menor cuantificación de estas 

en las enzimas α-KGD y PDH correspondiente a las líneas celulares LNCaP y VCaP, lo que 

finalmente se traduce en una menor expresión de estas enzimas, además ambas líneas 

celulares son sensibles a la privación androgénica. Sin embargo se encontraron niveles 

mayores de expresión en las líneas celulares prostáticas benignas PWR-1E y RWP1-E, 

como también los niveles de expresión re establecidos en las líneas celulares de cáncer 

prostático metastásicas DU-145 y PC3.  
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7.5 Expresión de mRNA de enzimas que participan en el metabolismo de hexosas por 

medio de qRT-PCR. 

Por medio de qRT-PCR se estudiaron las enzimas glicolíticas clave reportadas en la 

literatura en el metabolismo aumentado de células cancerígenas y síndrome metabólico; 

Hexoquinasa (Feliciano, 2013) y Fructoquinasa (Ishimoto et al., 2012) a nivel de mRNA. 

7.5.1 Eficiencia de partidores para las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa. 

Mediante una curva estándar utilizada en qRT-PCR se midió la eficiencia de los partidores 

de cada uno de los cDNA de las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa, obteniendo así el 

ciclo umbral (CT) de cada gen para cada enzima. Esta curva se realizó por diluciones 

seriadas a partir de una concentración de cDNA conocida (dilución 1:5), por lo que cada 

valor CT en la gráfica correspondió al doble del valor CT que le precede. Estos valores se 

graficaron obteniéndose una pendiente, la cual permitió calcular la eficiencia según el 

algoritmo anteriormente descrito, obteniéndose una eficiencia de los partidores para la 

enzima hexoquinasa de un 100.2% y para la enzima fructoquinasa una eficiencia igual a 

91.8% (Fig 18). 

 

Figura 18. Eficiencia de los partidores de hexoquinasa y fructoquinasa. Se observa la eficiencia (E) de cada partidor y 

su pendiente (m). 
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7.5.2 Expresión de mRNA de las enzimas Hexoquinasa y Fructoquinasa. 

En el análisis realizado a las líneas celulares para cuantificar la expresión relativa de 

mRNA de las enzimas fructoquinasa y hexoquinasa, se observa un incremento significativo 

de la enzima fructoquinasa en la línea celular PC3 con respecto a su contraparte benigna 

RWP-E1 (Fig. 19a). Por otra parte, otras líneas celulares malignas (LNCaP, C4-2 y DU-

145) no presentan un aumento en la expresión, sino más bien una disminución no 

significativa del mRNA de esta enzima cuando se compara con las líneas celulares 

benignas (RWP-E1 y PWR1-E) (Fig. 19a). 

En relación a la enzima hexoquinasa, se observa una mayor expresión por parte de ésta en 

las líneas celulares RWPE-1 y PWR-1E (Fig. 19b) por parte de las líneas celulares de 

próstata con distintos grados de desdiferenciación, además se aprecia una expresión relativa 

significativamente menor, sin embargo no disminuye de forma proporcional de acuerdo a la 

agresividad de la línea celular (Fig. 19b). 

 

Figura 19. Expresión relativa (fold change) de mRNA de Fructokinasa (a) y Hexokinasa (b). Se observa la expresión a 
nivel de RNA mensajero por parte de las líneas celulares mediante qRT-PCR y análisis de 2 -Δ ΔCT con un N=3. 

Significancia estadística (*) se fijó por P<0.05 mediante análisis ANOVA de una vía. 
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En resumen, la enzima Fructoquinasa, una enzima que tiene una alta especificidad 

por fructosa, presentó niveles de expresión notablemente mayores en líneas 

celulares de cáncer de próstata metastásico (PC3) contrariamente a la expresión de 

la enzima Hexoquinasa, que tiene alta especificidad por glucosa, la que mostró 

niveles de expresión notablemente disminuidos. 

7.6 Citometría de Flujo. 

En cuanto a los datos que arrojó la citometría de flujo se observa que en la línea 

celular RWPE-1 el fondo de la muestra corresponde al 1% de la medición (Fig. 20a) 

lo cual se hizo para cada una de las líneas celulares (Fig. 21a, 22a, 23a, 24a, 25a) 

de modo que se asegure que la medición de la fluorescencia sea realmente a la 

célula que esté marcada positivamente con la molécula fluorescente. Por otra parte, 

se observa que el 98.8% de la población celular analizada presenta el marcador de 

interés (Fig. 20b).  

 

Figura 20. Citometría de flujo de NaO para RWPE-1. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 
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La línea celular PWR-1E presenta un fondo mayor 5.2% (Fig. 21a) con respecto a 

RWPE-1, sin embargo, la población que es positiva para la marcación es también 

superior  con un 99.7% (Fig. 21b).  

Figura 21. Citometría de flujo de NaO para PWR-1E. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 

 

Por parte de la línea celular LNCaP, la población que se ha marcado positivamente 

disminuye con respecto a las líneas analizadas anteriormente con un 37.9% (Fig. 

22b). Se observa una relación similar con la línea C4-2 donde existe un 44,1% de la 

población celular positiva para la reacción entre NaO y la membrana mitocondrial 

interna. (Fig. 23b).  
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Figura 22. Citometría de flujo de NaO para LNCaP. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 

Figura 23. Citometría de flujo de NaO para C4-2. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 

Con respecto a las líneas más agresivas podemos observar que la línea DU-145 

presenta una marcación mucho mayor que las líneas LNCaP y C4-2, con una 

población positiva que representa el 97.6% (Fig. 24b). Por otra parte en la línea 

celular PC3 se observa una disminución de la población positiva con respecto a DU-

145, pero sigue siendo alta con respecto a LNCaP y C4-2, con un 72.8% (Fig. 25b). 
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Figura 24. Citometría de flujo de NaO para DU-145. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 

 Figura 25. Citometría de flujo de NaO para PC3. En la imagen (a) se observa el porcentaje de fondo (en rojo), en la 

imagen (b) se observa una superposición de el fondo (en rojo) y el porcentaje de células que ha sido clasificada como 

positivas para la reacción (en negro). 

En resumen, al analizar las líneas celulares en términos de progresión tumoral 

(desde las líneas benignas hasta las malignas) se observó que las líneas LNCaP y 

C4-2 captan menormente el colorante Nao, sin embargo las líneas DU-145 y PC3 

(resistente a la privación androgénica y metastásica) adquieren un re 

establecimiento en la captación del colorante, lo que muestra que vuelven a obtener 

un mayor maya mitocondrial. 
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Finalmente, para poder apreciar mejor estas diferencias se realizó un gráfico que 

agrupa todas las líneas celulares y sus porcentajes de población celular que ha 

podido ser identificada como positiva, es decir, que hayan incorporado el colorante 

fluorescente. 

 

Figura 26. Porcentaje de la población de las líneas que ha marcado positivo para NaO. En el eje X se observan las 

líneas celulares, en el eje Y se aprecia la cantidad en porcentaje de la población positiva.  
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8. Discusión. 

8.1 La progresión tumoral en cáncer de próstata se relaciona positivamente con 

la expresión de mRNA de isoformas GLUT clase II. 

La expresión de mRNA en las diferentes líneas celulares expresa niveles variables 

que reflejan ciertos grados de progresión tumoral en base a lo anteriormente 

mostrado. De manera interesante, la isoforma GLUT 5 que transporta 

exclusivamente fructosa presenta patrones elevados de expresión a nivel de mRNA 

en la línea celular de cáncer de próstata metastásico PC3, lo que sugiere que los 

niveles incrementados de mRNA de esta isoforma pueden contribuir 

metabólicamente a la sobrevida de este tipo celular de manera significativa, 

perdiendo la diferenciación, aumentando la transcripción de estos genes como 

también alterando finalmente el fenotipo propio de la célula. Sin embargo la 

tumorigénesis en las neoplasias está sujeta a un gran número de determinantes 

multifactoriales, de las cuales una de las principales es la alteración de la estructura 

y transcripción del DNA (Laird & Jaenisch, 1996; Stepanenko et al., 2015). Para la 

certeza de un hallazgo sólido es necesario realizar técnicas para poder evidenciar la 

traducción de estos productos transcripcionales  en un nivel estructural de la célula 

como inmunocitoquímica en los propios cultivos celulares, donde se visualiza la 

presencia o no del transcripto del transportador pero traducido a proteína a un nivel 

subcelular. Sin embargo, la reproducibilidad de este tipo de muestras en esta técnica 

puede presentar una limitante en particular, que corresponde a la dificultad que 

presenta el almacenamiento de los cultivos celulares para ser estudiados a largo 

plazo, por lo que este problema puede ser superado con la realización de la técnica 

de inmunocitoquímica en un bloque celular (Li et al., 2005) que permite una fijación 

por tiempo indefinido de la muestra, un almacenamiento adecuado y además un 

contexto sólido de matriz extracelular en el cual se pueden obtener láminas que son 

analizadas con facilidad en términos de técnica. Por otra parte, la expresión proteica 

de estos transportadores puede ser analizada a nivel de inmunodetección de la 

migración de los péptidos de interés en función de su peso molécular utilizando la 

técnica de Western Blot. Además de la información crucial que nos brindan las 



77	
  
	
  

técnicas anteriormente descritas, la funcionalidad del transportador transmembrana 

es esencial para definir el flujo real de fructosa hacia o desde el interior de la célula, 

como lo demuestran los ensayos de captación de hexosas dependiendo de su estado 

fisiológico (Xie, 2008). Estos estudios basados en la captación de hexosas han sido 

caracterizados y modelados en base a algoritmos cinéticos que definen la afinidad 

de cada transportador por su sustrato, denominado constante de Michaelis (Km) 

(Berg et al., 2001). 

Por otra parte, existe evidencia de estudios sobre tratamientos en las líneas celulares 

en contexto de hormonas o drogas para observar la transcripción de los 

transportadores (Medina et al., 2003). Esto ha demostrado cierta relación entre los 

modelos utilizados y la expresión aumentada o disminuida de los transportadores en 

líneas celulares, lo que sería de valor al complementar este estudio con la 

observación de la expresión de mRNA de los transportadores y su modificación 

cuando las células son tratadas con distintas concentraciones de fructosa. De esta 

forma, se podría observar si estos tratamientos conducen a una expresión mayor de 

los transportadores y entregarnos información acerca del estímulo de la célula y su  

transcripción génica por parte de las líneas celulares para aumentar el flujo de 

fructosa que ingresa a la misma, pero en un contexto dosis-respuesta, como se ha 

observado en estudios anteriores con GLUT-5 en intestino (C. Patel, Douard, Yu, 

Gao, & Ferraris, 2015).  

Cabe destacar además, en comparación con las otras líneas celulares que solo el 

fenotipo más agresivo (PC3) de cáncer prostático presenta aproximadamente dos 

veces el nivel de expresión de GLUT 5, por lo que podemos respaldar lo 

anteriormente descrito. En contraste con GLUT-1, una isoforma de clase I 

encargada del transporte basal únicamente de glucosa y asociada a muchas 

neoplasias (Airley et al., 2001; Hussein et al., 2011; Young et al., 2011), como 

también en próstata pero sólo a nivel de mRNA (Stewart et al., 2008), presenta 

diferentes niveles de expresión notables en los modelos experimentales de líneas 

celulares de cáncer de próstata pero en magnitudes menores que GLUT-5, lo que 

sugiere que los niveles de mRNA de ambas isoformas se ven asociados a un 
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fenotipo maligno, siendo el producto transcripcional de GLUT-5 más influenciable 

en un fenotipo más agresivo (PC3). En contraste con otras neoplasias malignas de 

prevalencia como cáncer de mama, a través de qRT-PCR se ha evidenciado que 

GLUT-5 no representa niveles de progresión tumoral al mostrar que las cantidades 

de mRNA de este transportador se encuentran en bajos niveles en este tipo de 

tejidos (Gowrishankar et al., 2011), lo que sugiere que el consumo de fructosa como 

un sustrato aumentado en neoplasias malignas evidenciado por análisis limitados a 

mRNA podría ser tejido específico y por lo tanto más estudios se necesitan para 

complementar de forma global esta idea. Hallazgos a nivel de mRNA de GLUT-7 y 

GLUT-9 en próstata (Reinicke et al., 2012), han evidenciado que estos niveles son 

variables, ya que GLUT-7 se expresa menormente en cáncer de próstata que en su 

contraparte benigna y GLUT-9 mostró una expresión aumentada en solo un 

espécimen de cáncer prostático. GLUT-11 sin embargo, evidenció niveles de 

expresión aumentados en cáncer de próstata, lo que sugirió que esta isoforma podría 

ser importante en la utilización de fructosa en el tumor. Sin embargo, nuestros 

resultados concuerdan, al menos en parte, con la expresión de mRNA de GLUT-9 

ya que existe una disminución muy significativa en todas las líneas celulares de 

cáncer prostático (excepto en C4-2) y más aún en la línea celular más agresiva de 

esta neoplasia; PC3. GLUT-7 en nuestro estudio es poco concluyente en 

comparación al estgudio recientemente descrito (Reinicke et al., 2012), ya que se 

observó un mayor aumento en la línea celular de cáncer prostático sensible a la 

privación androgénica LNCaP pero no fue significativo en relación al resto de las 

líneas celulares, sin embargo, de manera interesante, los niveles de GLUT-11 se 

observaron aumentados en la línea celular más agresiva de cáncer prostático PC3, lo 

que concuerda con el estudio discutido recientemente (Reinicke et al., 2012). Es 

importante destacar además, que la muestra o procedencia del sistema biológico en 

el estudio anteriormente descrito es notablemente diferente, lo que incluye un gran 

número de variables que pueden influenciar a la eficiencia de la técnica realizada, 

entre los que podemos destacar: a) la utilización de distintos genes de control 

endógeno para la normalización de la expresión de los genes en estudio, debido a 

que no todos estos genes estándares de normalización son reproducibles a través de 
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diferentes muestras biológicas y requieren de validación para cada condición 

experimental (Gilsbach, Kouta, Bonisch, & Bruss, 2006), b) la sensibilidad y 

exactitud de la técnica realizada, ya que qRT-PCR en nuestro estudio determinó a 

través de algoritmos matemáticos los datos procesados por un software, una 

característica que RT-PCR convencional en el estudio recientemente citado tiene 

como limitante y c) lógicamente los factores que determinan estas diferencias en el 

mismo sistema proveniente de un tejido o de un cultivo celular. 

Previo al estudio de mRNA mediante qRT-PCR, se realizaron análisis de eficiencia 

de los partidores utilizados para encontrar de manera específica la secuencia génica 

de cada transportador o enzima en cuestión. Las eficiencias correspondientes a la 

mayoría de los partidores muestran un valor cercano al 100% (ideal), sin embargo a 

pesar de que las eficiencias de GLUT-5, GLUT-2 y GLUT-7 se encuentran dentro 

de los rangos aceptables, los valores difieren ampliamente del valor ideal teórico. 

Estos alcances pueden ser consecuencia de elementos indeseados que afectan el 

proceso de medición de fluorescencia en la reacción como el alto contenido de G-C 

en la secuencia del gen que está siendo amplificado en los ciclos de PCR, como 

también la estructura secundaria de la secuencia amplificada, ya que en este caso el 

paso de la enzima DNA polimerasa en la polimerización de estas secuencias durante 

cada ciclo de reacción puede estar obstruido por esta estructura secundaria de la 

secuencia amplificada, lo que se refleja en un valor de eficiencia menor a 100% 

(LifeTechnologies, 2014). 

Además, es importante destacar que los efectos del colorante fluorescente 

SYBRGreen I utilizado comúnmente en el desarrollo de este y otros estudios a 

través de qRT-PCR tiene ciertos efectos negativos reportados en la literatura que 

alteran la eficiencia de cada reacción en comparación con otro tipo de colorantes o 

reporteros de la amplificación de genes de interés cuando es utilizado a mayores 

concentraciones (Gudnason, Dufva, Bang, & Wolff, 2007), como también afectando 

al evento final de Curva de Melting o Curva de Disociación de los partidores que 

demuestra la especificidad del éxito de la reacción de qPCR.  
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En resumen, existe una correlación positiva entre los niveles de expresión de los 

mRNA, que codifican para la mayoría transportadores de fructosa en cada línea 

celular y su  grado de malignidad. Los hallazgos de este trabajo confirman que, al 

menos, en cuanto a expresión génica las células epiteliales neoplásicas de próstata 

transcriben mayoritariamente estos transportadores, lo cual sugiere que fructosa 

pudiese ser un metabolito primordial para la generación de energía y 

macromoléculas y, con esto la mantención de la homeostasis en el tumor. 

 

 

 

8.2 La localización subcelular del inmunomarcaje de los transportadores Clase 

II (GLUT 5, 7, 9 y 11) presenta un patrón heterogéneo y puede relacionarse 

directamente con el fenotipo tumoral en cáncer de próstata. 

En este estudio, la realización del inmunomarcaje en tejidos tumorales y no 

tumorales mostró que los mayores niveles de tinción corresponden a los 

transportadores GLUT 5, 9 y 11, presentando patrones heterogéneos en la 

localización subcelular ya sea en patrones de membrana, citoplasma o perinucleares. 

La tinción de la isoforma de clase I GLUT-1 mostró una ausencia de tinción en los 

distintos compartimentos estructurales, lo que sugiere que la glucosa no es una 

hexosa transversalmente imperativa tanto en próstata benigna como en próstata 

maligna y que la carcinogénesis al menos en expresión proteica y tisular no se 

traduce en sobreexpresión de esta isoforma. En contraste con nuestros resultados, 

otros autores muestran que GLUT-1 se expresa mayormente en tumores con un 

fenotipo más agresivo o con un mal pronóstico en muchos órganos como cuello 

uterino, mama, tiroides y en la carcinogénesis de cáncer de páncreas (Airley et al., 

2001; Carvalho et al., 2011; Pizzi et al., 2009), pero en tejido prostático se ha 

evidenciado la presencia de esta isoforma en tejido de hiperplasia prostática benigna 

pero su ausencia en carcinoma prostático (Chandler, Williams, Slavin, Best, & 

Rogers, 2003; Reinicke et al., 2012), con esto puede respaldarse el hecho de que 
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GLUT-1 en tejido prostático maligno no es una isoforma que cumpla un rol 

primordial y que a su vez la glucosa no es un sustrato esencial para este tipo 

tumoral. GLUT-2, una isoforma de clase I que transporta glucosa y fructosa 

presentó ausencia de tinción en todas las muestras no tumorales a excepción de una, 

la cual presentó un patrón citoplasmático y de membrana. Este patrón de tinción 

puede sugerir que al menos en este tejido en estudio existe un tráfico de la molécula 

entre el citosol y la membrana celular, pero esto no puede ser comprobado debido al 

bajo número de muestras no tumorales positivas para este marcador (1 de 12 

muestras) y además, no existe evidencia en literatura de que este transportador 

migre hacia la membrana, al menos en próstata. La ausencia de tinción para GLUT-

2 en muestras tumorales sugiere que esta isoforma no cumple un rol preponderante 

en la mantención del metabolismo aumentado de las células epiteliales de próstata 

maligna. A diferencia de los marcadores anteriormente discutidos, GLUT-5, un 

transportador exclusivamente de fructosa, presentó niveles de marcación muy altos 

tanto en muestras no tumorales, como también en tumorales, lo que sugiere que 

efectivamente la fructosa es una hexosa altamente utilizada por el epitelio prostático 

benigno, pero a su vez altamente utilizada en epitelio tumoral. Esta aseveración se 

refuerza por la intensidad en la membrana citoplasmática en el epitelio prostático de 

muchas muestras tumorales. La magnitud de tinción de GLUT-5 mostró patrones 

muy intensos y heterogéneos en los compartimentos subcelulares como citoplasma 

y membrana citoplasmática, esto podría ser explicado porque las células epiteliales 

prostáticas podrían necesitar un alto influjo de fructosa, lo que a su vez desencadena 

la sobre regulación de moléculas que reclutan la expresión de este transportador 

desde citoplasma hasta la membrana como el complejo GTPasa Rab11a que es 

requerido para el tráfico y la sobre expresión de GLUT-5 (Chirag Patel, Douard, 

Tharabenjasin, Topaktas, & Ferraris, 2014), sin embargo, existe evidencia de que 

GLUT-5 si bien posee expresión tisular en próstata benigna, en próstata maligna su 

expresión se encontró ausente en todas las muestras de carcinoma prostático 

analizadas (Alejandro Godoy et al., 2006). En contraste con los niveles elevados de 

tinción tanto en tejido prostático benigno, como en tejido prostático neoplásico, el 

atlas de proteína humana, una herramienta de base de datos útil para 
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inmunohistoquímica, postula que la mayoría de las malignidades muestra una 

tinción negativa o débil en algunas células para GLUT-5 (Pontén, Jirström, & 

Uhlen, 2008), lo que se relaciona contrariamente con nuestro hallazgo. GLUT-7, un 

transportador que transporta fructosa y glucosa, pero que tiene una mayor afinidad 

por  fructosa, mostró una tinción absolutamente ausente tanto en muestras tumorales 

como en no tumorales, lo que sugiere que la expresión tisular de esta isoforma no 

contribuye al metabolismo de este tejido tanto en condiciones benignas como 

patológicas. GLUT-9, que está involucrado en el transporte principalmente de urato, 

como de fructosa (Manolescu, Augustin, Moley, & Cheeseman, 2007), mostró 

patrones de tinción e intensidad similares a GLUT-5, lo cual podría sugerir que 

fructosa puede tener una relación directa con la entrada de urato al epitelio 

prostático durante la carcinogénesis, o bien que fructosa pueda relacionarse con 

urato durante el metabolismo de ambos en las células prostáticas malignizadas. Sin 

embargo, hasta la fecha no existen estudios al respecto. Un hallazgo altamente 

llamativo, es el que se encontró en las muestras sometidas a la marcación  de 

GLUT-11 debido a que en la mayoría de las muestras no tumorales se observó una 

marcación de célula única con un patrón perinuclear, destacando además que esta 

célula reviste una estructura glandular y esta a su vez está compuesta por un 

conjunto de células. De manera interesante, GLUT-11 mostró niveles superiores de 

marcación mayormente en muestras tumorales que en muestras no tumorales 

únicamente en estructuras epiteliales. A su vez, el patrón de marcación en estas 

células tumorales corresponde a un patrón citoplasmático pero mayormente 

perinuclear, siendo este patrón único de esta isoforma en comparación con las 

demás en este estudio. Esto sugiere que GLUT-11 puede ser una isoforma cuya 

influencia en el tráfico intracelular de fructosa durante la progresión tumoral es 

importante. Esta visión única en la topografía subcelular sugiere que la traducción 

de este transportador puede realizarse de manera temprana y/o que además el tráfico 

y reclutamiento de esta isoforma puede depender altamente de otros mecanismos de 

translocación ya sea a través de proteínas que componen el citoesqueleto u otros 

factores migratorios.  
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Se debe destacar que todas las muestras no tumorales presentaron un patrón 

glandular difuso en la mayoría de los campos observados en los cortes histológicos, 

ya que existen epitelios con una buena conservación en su arquitectura tisular, como 

también otros que presentaron epitelios atípicos emulando una hiperplasia. Es 

posible confirmar esto, ya que la biopsia se extrajo por un motivo de sospecha 

clínica, razón por la cual estas muestran provienen de un biorepositorio de tumores.    

Es importante destacar además, que la naturaleza del cáncer de próstata desde un 

punto de vista histopatológico produce ciertas limitantes al estudiar este tumor 

desde una perspectiva no solo tisular, sino que también en un nivel molecular al 

observarse alteraciones muy variables y poco estandarizadas en la citogenética, ya 

que esta neoplasia se caracteriza principalmente por ser una enfermedad multifocal 

y heterogénea (Ware, 1994). Es importante destacar la relevancia de haber ejecutado 

la utilización de tinciones de rutina que puedan evidenciar todos los parámetros 

arquitecturales que se basan en la histología propia del cáncer de próstata y además 

caracterizar otros cambios estructurales en una amplia variedad de tumores y que 

corresponde a la tinción de hematoxilina y eosina (Fischer, Jacobson, Rose, & 

Zeller, 2008). Esto es un paso fundamental, al menos en clínica, para guiar el 

diagnóstico ya que sitúa al clínico en un contexto morfológico complementario a la 

inmunotinción. Los criterios histopatológicos utilizados en este estudio 

corresponden a alteraciones arquitecturales donde se visualizan un gran número de 

pequeñas glándulas que tienen características de infiltración, o bien, glándulas con 

patrones cribiformes que pueden representar una neoplasia intraepitelial prostática 

de alto grado (HGPIN), como también aumento del tamaño nuclear y nucléolo 

excéntrico (Algaba et al., 1996). La invasión perineural fue un parámetro importante 

en este estudio ya que logró ser caracterizado mediante la inmunotinción de GLUT-

1 reportado en la literatura en otros tejidos (Salla et al., 2008), pero que además 

coincide con la morfología que muestra la estructura teñida. Este hallazgo nos 

brindó información relevante acerca de dos puntos que confluyen; el primero hace 

relación con un parámetro de malignidad tumoral y el segundo nos brinda un control 

interno positivo de la técnica. Debido a esta heterogeneidad tumoral, la utilización 

de marcadores que caracterizaran topográficamente la malignidad en este estudio 



84	
  
	
  

habrían sido elementos clave en la definición de cada muestra tumoral o no tumoral, 

por ejemplo el valor diagnóstico que presenta la utilización de marcadores como  

AMACR o su clon monoclonal p504S que nos evidencia de la sobre expresión de la 

enzima α-Metilacil-CoA Racemasa en las células prostáticas de adenocarcinoma y 

la completa ausencia de reacción en células benignas (Jiang et al., 2001), la 

utilización de anticuerpos para la marcación de citoqueratinas de alto peso 

molecular (34βE12) que han sido útiles en la identificación de células basales, cuya 

tinción positiva refleja la benignidad del epitelio prostático en cuestión y presencia 

de diferenciación del tejido, lo que ayudaría a contrastar a las porciones epiteliales 

benignas o malignas que a su vez sean positivas o negativas para la inmunotinción 

de los transportadores GLUT utilizados en este estudio, sin embargo la utilización 

de este marcador requiere de un análisis paralelo y un conocimiento de la 

arquitectura tisular, ya que se ha evidenciado una inmunoreactividad muy relativa 

en glándulas de neoplasia intraepitelial prostática de alto grado (HGPIN) y además 

existe pérdida de este antígeno con la fijación prolongada de formalina (Varma, 

Linden, & Amin, 1999). La utilización de marcadores como p63, que presenta un 

patrón nuclear de marcación, podría brindar otro valor pronóstico cuya ausencia de 

tinción determinaría a las células epiteliales de adenocarcinoma (Parsons, Gage, 

Nelson, & De Marzo, 2001). Otros aspectos de la técnica como el tipo de fijación 

podrían afectar a la inmunoreactividad subsecuente en el procedimiento de 

inmunohistoquímica llevado a cabo en este estudio. La fijación de los tejidos en este 

estudio fueron realizados con el preservante más ampliamente utilizado en 

histopatología, formalina al 10%, sin embargo existen fijadores como Bouin que 

han presentado una mejor preservación de antígenos de membrana de 

transportadores de hexosas (Reinicke et al., 2012), como también un mejor detalle 

nuclear (Ananthanarayanan, Pins, Meyer, & Gann, 2005) que a su vez es clave en el 

análisis histopatológico nuclear de las muestras tisulares analizadas en este estudio. 

Finalmente, una realización de puntaje o score sería mayormente útil en este 

estudio, ya que permitiría cuantificar los resultados mediante un análisis estadístico, 

que a su vez puede ser correlacionado matemáticamente con otros análisis basados 

en la expresión relativa de un gen, lo cual determinaría con una precisión numérica 
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y no cualitativa la expresión de mRNA en conjunto con la expresión tisular del gen 

estudiado. Sin embargo, este sistema de puntaje para cuantificar la inmunotinción 

puede estar sujeto a un cierto grado a subjetividad intra observador e inter 

observador. 

En resumen, los inmunomarcajes de GLUT-5, GLUT-9 y GLUT-11 fueron los que 

obtuvieron el mayor número de campos e intensidades de tinción. GLUT-5 obtuvo 

un marcaje mixto pero mayormente de membrana citoplasmática y esto sugiere que 

la fructosa posee un rol superior en el tráfico intra y extra celular. GLUT-9, siendo 

un transportador de urato y fructosa, mostró patrones intensos y mixtos de 

marcación tanto de membrana citoplasmática como en citoplasma, lo que sugiere 

fuertemente que existe una relación entre ambas moléculas ya sea en el tráfico intra 

y extracelular, o también en el metabolismo de la célula maligna. GLUT-11 de 

manera interesante mostró mayor tinción en epitelios de próstata maligna que en 

benigna, lo que sugiere que este transportador cumple un rol fundamental en la 

mantención del metabolismo de fructosa en CaP, además de que ha sido el único 

marcador que evidenció un patrón perinuclear en células aisladas, sugiriendo que 

existen factores únicos de traducción a proteína, a diferencia de otros 

transportadores estudiados. Analizando estas tres caracterizaciones tisulares, se 

concluye que la fructosa  es una molécula altamente utilizada por próstata benigna, 

pero más aún, por próstata en estados iniciales de carcinogénesis como también en 

adenocarcinoma prostático. Sin embargo, a pesar de los parámetros histopatólogicos 

usados en este estudio, la utilización de marcadores inmunohistoquímicos que 

caractericen topográficamente estados de benignidad, malignidad o transición de 

ambos, habrían sido de un gran valor en la definición concreta de CaP en las 

muestras estudiadas.   
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8.3 La utilización de la fructosa se ve reflejada por una mayor expresión de 

Fructoquinasa en el fenotipo prostático maligno y podría desencadenar una 

adaptación en la respiración celular. 

En este estudio, con el objetivo de reforzar el análisis de la expresión de los 

transportadores de clase II en cáncer de próstata, se evaluaron las consecuencias 

metabólicas que podría producir teóricamente la fructosa dentro de la célula y cuál 

sería el comportamiento metabólico en las distintas líneas celulares determinando 

como un sustrato primordial en este caso a esta hexosa en análisis. 

Los resultados de la expresión a nivel de mRNA de las enzimas clave en el 

metabolismo de fructosa y glucosa; Fructoquinasa y Hexoquinasa respectivamente, 

de manera interesante mostraron resultados concordantes con la hipótesis 

establecida en este estudio. Se observó que la enzima Hexoquinasa presenta niveles 

elevados de mRNA en las líneas celulares de próstata benigna RPW-E1 y PWR1-E, 

sin embargo su expresión en las líneas celulares de cáncer de próstata sensible a la 

privación androgénica e insensible a la privación androgénica presentan una 

disminución notable, lo que se refleja además por una alta significancia. Esto 

sugiere fuertemente que la glucosa en próstata benigna una vez que ha ingresado a 

las células epiteliales es fosforilada para obtener un compromiso hacia las vías 

posteriores en la glicólisis, sin embargo este efecto se vería disminuido en próstata 

con un fenotipo tumoral mayor, lo que se puede evidenciar en líneas celulares de 

próstata sensibles a la privación androgénica o bien en líneas celulares resistentes a 

la privación androgénica, las cuales representan un fenotipo más agresivo de 

malignidad. En contraste con esta enzima, Fructoquinasa de manera interesante 

mostró niveles de expresión relativa de mRNA muy similares tanto en líneas 

celulares de próstata benigna, como también en líneas celulares de cáncer de 

próstata sensibles a la privación androgénica, sin embargo la expresión en la línea 

celular de cáncer prostático metastásico resistente a la privación androgénica (PC3) 

presentó niveles notablemente superiores de mRNA en comparación a las demás 

líneas celulares tumorales, lo que sugiere ampliamente que la fructosa una vez que 

es ingresada por los transportadores específicos o mixtos de esta hexosa  podría ser 
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fosforilada con una alta eficiencia para poder comprometerse a vías posteriores en la 

glicólisis. Fructoquinasa además posee una gran ausencia de mecanismos 

regulatorios de retroalimentación negativa a diferencia de Hexoquinasa, por lo que 

produce un agotamiento excesivo de ATP de forma transitoria en la célula (Johnson 

et al., 2013; Port, Ruth, & Istfan, 2012), y por lo tanto esta aseveración apoya la 

idea de que la fructosa es un sustrato menormente regulado que puede ingresar a 

una célula epitelial prostática en cáncer y suplir las demandas excesivas de energía 

dentro de ella. Sin embargo este hallazgo se ha limitado solo a la expresión de 

mRNA de las enzimas, por lo que debe considerarse la expresión proteica y además 

la funcionalidad de estas. Un efecto subsecuente del agotamiento transitorio de ATP 

es el aumento de las concentraciones de ADP con la tasa de ADP/ATP llevando a 

un quiebre de los ácidos nucleicos puricos para formar ácido úrico y restaurar el 

balance (Port et al., 2012), lo que puede explicar la relación directa con la intensidad 

elevada de la inmunomarcación de GLUT-9 en las muestras de tejidos tumorales 

estudiadas previamente, ya que este transportador está involucrado principalmente 

en el transporte de urato, una sal derivada directamente del ácido úrico. Sugiriendo 

un mayor influjo o eflujo de este metabolito en las células epiteliales prostáticas 

malignas.  

En cuanto a los resultados obtenidos en Western Blot de la enzima α-cetoglutarato 

deshidrogenasa (α-KGD) se observa en la línea celular PC3 una mayor expresión, 

mientras que en la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) la banda más intensa se 

observa en la línea celular DU-145. Ambas líneas celulares son malignas, sin 

embargo presentan distinto grado de agresividad, siendo PC3 la que posee mayor 

capacidad metastásica frente a DU-145. 

El aumento de estas enzimas (α-KGD y PDH) por parte de las líneas celulares 

anteriormente nombradas se correlaciona con la literatura y se relaciona a un 

aumento de la expresión de estas moléculas con una ganancia en el metabolismo de 

glucosa y un crecimiento por parte del tumor (Bonnet et al., 2007). 

En primer lugar se ha estudiado ampliamente la acción de estas enzimas en el ciclo 

de Krebs, sin embargo, en el microambiente prostático presentan un 
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comportamiento distinto. Esto se debe a que en la próstata se desarrolla de manera 

basal una respiración celular menor que en otros órganos (L. C. Costello, Guan, 

Kukoyi, Feng, & Franklin, 2004). Esta característica es producto de una regulación 

que ejerce el Zinc en el ciclo de Krebs promoviendo la acumulación de citrato. De 

esta manera la próstata pierde aproximadamente el 65% del ATP por una oxidación 

incompleta (Leslie C. Costello & Franklin, 2006). Este fenómeno se vuelve 

relevante ya que estos autores sugirieron que a medida que la célula se maligniza 

ésta pierde la capacidad de retener zinc y por lo tanto, también la capacidad de 

acumular citrato, permitiendo una proliferación de la célula debido a un incremento 

de su metabolismo, debido a que se produce una oxidación completa por parte de la 

mitocondria y por consecuente una mayor actividad de α-KGD y PDH que se ve 

reflejada en las líneas celulares anteriormente mencionadas (DU-145 y PC3) lo que 

apoyaría nuestro hallazgo. 

Otro punto a considerar es la gran producción de especies reactivas de oxigeno 

(ROS) por parte de estas dos enzimas (α-KGD y PDH), ya que se ha observado en 

diversos estudios que aportan una gran cantidad de radicales oxidantes que son 

tóxicos y nocivos para la célula,  y más aún para la mitocondria, afectando al 

balance redox durante la producción de agentes reductores (Lin & Beal, 2006; 

Starkov et al., 2004), esto se relaciona directamente con los datos obtenidos en este 

estudio, debido a que se observa que en células con menos capacidad invasiva la 

expresión de estas enzimas es menor y que durante el aumento de la malignidad de 

las líneas celulares la expresión es directamente proporcional al grado de 

malignidad superior, lo que sugiere que a pesar de que ocurre un re establecimiento 

de la expresión de estas enzimas, eventualmente pueden encontrarse disfuncionales 

para que finalmente la célula utilice otros mecanismos de supervivencia. Sumado a 

esto, se observa una similitud en los resultados expresados por parte de la citometría 

de flujo, al determinar las poblaciones celulares cuyas mitocondrias se encuentran 

con una estructura mitocondrial que presenta anomalías en su integridad, lo que 

puede explicar los bajos niveles de fosforilación oxidativa en LNCaP y VCaP.   
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Cabe mencionar que en los resultados obtenidos anteriormente se observa una 

notable disminución en cuanto a la cantidad de mitocondrias íntegras o funcionales 

en las líneas celulares LNCaP y C4-2, de manera que en base a este análisis puede 

sugerirse que estas células estén ejecutando una menor respiración y por lo tanto la 

producción de energía también sea menor en relación a otras líneas celulares en 

estudio. De manera que se vea afectada directamente la proliferación de estas 

células a pesar de que el receptor de andrógeno sea un actor principal en la 

transcripción de genes y la proliferación celular sobre todo en cáncer de próstata 

(Carver, 2014). Sin embargo, esta relación negativa entre producción de energía y 

proliferación celular se ve contrarrestada por la posibilidad del receptor de 

andrógeno, mediante la enzima glicógeno sintasa quinasa 3β y/o una serie de 

mecanismos, estimular el metabolismo de la célula de manera tal que aumente la 

entrada de hexosas para así generar un ingreso mayor de piruvato, ya sea a la 

mitocondria disfuncional o a las pocas mitocondrias que se encuentren disponibles 

en estas líneas celulares y generar la mayor cantidad de ATP posible en la célula, 

sin embargo este alcance no puede ser concretado, ya que en este estudio no se 

realizaron ensayos de proliferación celular. Otro efecto que desencadena el aumento 

de entrada de hexosas es la capacidad de generar, por medio de productos 

glicolíticos, la biosíntesis precursora de macromoléculas tales como aminoácidos, 

ácidos grasos, etc. Evidenciando una tendencia por parte de estas células al 

anabolismo mediado por el receptor de andrógenos (Massie et al., 2011). 

Finalmente, para otorgar una mayor consistencia a los resultados obtenidos y a la 

vez reforzar la hipótesis anteriormente expuesta, serían de un gran valor 

informativo, los ensayos de medición de ATP (Burgos, Gulab, Cassera, & 

Schramm, 2012; Khan, van Brummelen, Parkinson, & Hoppe, 2012), siendo usado 

un tratamiento con y sin Testosterona (T), con y sin Dehidroepiandrosterona 

(DHEA) y con ambos (T+DHEA). Estos hallazgos a su vez podrían ser concretados 

al estudiar de manera directa la cadena transportadora de electrones para cuantificar 

y evaluar la función mitocondrial, utilizando ensayos como OXPHOS, un ensayo 
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que estudia la relación del consumo de oxígeno y un análisis de las enzimas que 

componen la cadena respiratoria (Barrientos, Fontanesi, & Díaz, 2009). 

Es importante destacar además que se ha observado que el receptor de andrógenos 

es un potente estimulante de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(Pinthus et al., 2007; Whelan et al., 2010), lo que llevaría a un daño a la mitocondria 

y apoyaría el resultado obtenido. 

 
Figura 27. El aumento de la expresión de los transportadores de fructosa suple los requerimientos 

energéticos de la célula neoplásica prostática. Se observa que las bajas cantidades de ATP logran ser 

suplidas consecuentemente por una mayor entrada de fructosa a la célula. FR: Fructosa, KHK: 

Fructoquinasa, CK: Ciclo de Krebs, FO: Fosforilación oxidativa 

 

 9. Conclusión 
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En conclusión, los mecanismos anteriormente descritos y propuestos apoyan la idea 

de una adaptación por parte de las células de cáncer prostático que adquieren una 

resistencia a la ausencia de andrógenos, para poder re-establecer los niveles de 

expresión de las enzimas α-KGD y PDH, las cuales son clave en la obtención de 

niveles basales y eficientes de ATP y en la entrada de piruvato hacia la mitocondria, 

respectivamente. 

De manera destacable, lo que refleja la enzima fructoquinasa en el análisis de 

mRNA potencia la idea de que la fructosa es la hexosa que está siendo metabolizada 

de manera preferencial en las células neoplásicas como una estrategia por parte de la 

célula para poder suplir las demandas de ATP, debido a que existe un re-

establecimiento de la expresión de las enzimas nombradas anteriormente. Por lo 

tanto, pueden destacarse ciertos aspectos de la “glicólisis aeróbica” descrita ya hace 

muchas décadas (Warburg, 1956), debido a que posiblemente la fructosa es 

eficientemente metabolizada a piruvato pero en una transición maligna no logra ser 

oxidada dentro de la mitocondria para producir una cantidad eficiente de energía, 

por lo que al no ser metabolizada en este organelo utiliza otras vías que suplen esta 

falta de energía, incluso en presencia de oxígeno, como también en ausencia de este, 

como ocurre en ambiente hipóxicos dentro de las masas celulares de muchos 

tumores (Vaupel & Mayer, 2007), como por ejemplo en la próstata (Reinicke et al., 

2012). La vía de elección de esta propuesta podría ser la utilización del piruvato 

para producir lactato a través de la enzima LDH (Lactato deshidrogenasa), una vía 

que además se ha descrito en tumores (Hirschhaeuser, Sattler, & Mueller-Klieser, 

2011), pero no produce una forma eficiente de ATP como normalmente ocurre en la 

mitocondria, lo que explica la base del aumento de la expresión de estos 

transportadores de fructosa, caracterizando además el nivel de agresividad 

determinado por la falta de regulación celular en l entrada y metabolización de esta 

hexosa, un caso que no caracteriza a la glucosa. 

De esta forma, la utilización de la fructosa como un sustrato primordial estaría 

sustentada por un eje que incluye en primera línea los transportadores de fructosa, 

como segundo componente, la enzima fructoquinasa y como tercera pieza del eje las 
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enzimas mitocondriales involucradas en decidir de manera eficiente y dependiendo 

de los requerimientos de la célula, cuál vía metabólica seguirá la fructosa, aportando 

este sustrato de manera indiscriminada al metabolismo aumentado del tumor. 

Finalmente, este estudio sugiere fuertemente que la fructosa es un factor clave en las 

células del cáncer de próstata, contribuyendo al eje anteriormente propuesto (Fig. 

28), reflejado en la progresión tumoral a través de líneas celulares y tejidos y que 

además puede corresponder a un sustrato que predomine sobre otras hexosas 

comúnmente consumidas por el hombre, como la glucosa.  

 

Figura 28. El aumento de la expresión de los transportadores de fructosa se relaciona con la 

progresión tumoral en cáncer de próstata. Se observa una adaptación metabólica por parte de la 

célula para poder suplir las demandas energéticas requeridas en el cáncer de próstata, utilizando 

fructosa como metabolito principal. Fr: Fructosa, KHK: Fructoquinasa, M: Mitocondria. 
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