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1. Resumen

Las leucemias agudas (LA) son un grupo de neoplasias hematopoyéticas, caracterizadas por la
proliferacion maligna de blastos que tienen la capacidad de infiltrar sangre periférica, médula
Osea, otros érganos y sistemas. La leucemia linfoide aguda predomina en la poblacion infantil,
mientras que la leucemia mieloide aguda es mas frecuente en adultos, el diagndstico de
leucemias agudas requiere de un grupo de trabajo interdisciplinario que integra a la morfologia,
estudio del inmunofenotipo, inmunohistoquimica de biopsia de médula ésea, citogenética y
estudios de biologia molecular, recientemente con la aparicion de las ciencias émicas se ha
revolucionado el estudio de diversas enfermedades, entre ellas las leucemias agudas, la
protedmica tiene un rol importante en la identificacion de nuevos biomarcadores que fortalecen
la medicina de precisidon en este tipo de neoplasias, con el analisis del proteoma se ha descrito
que se pueden clasificar y discriminar los diferentes subtipos de leucemia aguda, una de las
técnicas mas usadas es MALDI TOF MS (tiempo de vuelo de ionizacién por desorcion laser
asistida por matriz por espectrometria de masas).

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el desempefio de la tecnologia MALDI TOF MS
en la identificacidn de lineas celulares derivadas de leucemia linfoide aguda B (Reh) y leucemias
mieloides agudas (K562, OCI-AML3 y U937), mediante la obtencion y analisis de los espectros
de masas obtenidos mediante MALDI TOF MS en lineas celulares derivadas de leucemia
mieloide aguda y de leucemia linfoide aguda B, asi como evaluar la capacidad de discriminacion
entre si. Para ello se realiz6é extraccion de proteinas, andlisis y comparacion de cada una de
las lineas celulares por MALDI TOF MS.

Se encontré que la tecnologia MALDI-TOF MS fue eficiente para diferenciar lineas celulares
derivadas de leucemia mieloide aguda y linfoide aguda, con un buen analisis y una adecuada
seleccidn de espectros se lograron crear MSP derivados de las bibliotecas con la capacidad de
discriminar las diferentes lineas celulares.

Con la restriccion de un rango de masas en la linea celular linfoide Reh, se observé que en la
region entre 7000 y 13500 m/z se retienen los picos mas significativos y se eliminan picos con
un comportamiento similar, evitando identificaciones cruzadas entre las lineas celulares.

El apoyo diagndstico a futuro de MALDI-TOF MS, beneficia a los laboratorios responsables de

leucemias agudas en la reduccion de tiempos, recursos e inicio temprano de terapias que
repercuten en la mejora de la calidad de vida de los pacientes.
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2. Abstract

Acute leukemias (AL) are a group of hematopoietic neoplasms, characterized by the appearance
of malignant blasts that have the ability to infiltrate peripheral blood, bone marrow, other organs
and systems. Acute lymphoid leukemia predominates in children, while acute myeloid leukemia
is more frequent in adults, the diagnosis of acute leukemia requires an interdisciplinary work
group that integrates morphology, immunophenotype study, bone marrow biopsy
immunohistochemistry, cytogenetics and molecular biology studies, recently with the
appearance of omic sciences the study of various diseases has been revolutionized, including
acute leukemias, proteomics has an important role in the identification of new biomarkers that
strengthen precision medicine in this type of neoplasms, with the analysis of the proteome it has
been described that the different subtypes of acute leukemia can be classified and discriminated,
one of the most used techniques is MALDI TOF MS (matrix assisted laser desorption ionization
time of flight by spectrometry mass).

The objective of this work was to evaluate the performance of MALDI TOF MS technology in the
identification of cell lines derived from acute lymphoid leukemia B (Reh) and acute myeloid
leukemias (K562, OCI-AML3 and U937), by obtaining and analyzing the mass spectra obtained
by MALDI TOF MS in cell lines derived from acute myeloid leukemia and acute lymphoid
leukemia B, as well as to evaluate the ability to discriminate between them. For this, protein
extraction and analysis of each of the cell lines by MALDI TOF MS was performed.

It was found that the MALDI-TOF MS technology was efficient to differentiate cell lines derived
from acute myeloid and acute lymphoid leukemia, since with good analysis and an adequate
selection of spectra, MSP derived from the libraries with the ability to discriminate the different
cell lines.

With the restriction of a range of masses in the Reh lymphoid cell line, it is ruled out that in the
region between 7000 and 13500 m/z the most significant peaks are retained and peaks with a
similar behavior are eliminated, preventing cross-line identifications between the cell lines.

The future diagnostic support of MALDI-TOF MS benefits the laboratories responsible for acute

leukemias in reducing time, resources and early initiation of therapies that have an impact on
improving the quality of life of patients.
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3. Alcance y definicion del problema de investigaciéon

Las leucemias agudas (LA) son un grupo heterogéneo de neoplasias hematoldgicas malignas
con caracteristicas clinicas, morfolégicas, inmunolégicas y moleculares heterogéneas. La
diferenciacion y clasificacion entre leucemias linfoides y mieloides se realiza mediante el empleo
de herramientas de laboratorio especializadas como la citometria de flujo multiparamétrica. Para
el diagnéstico, clasificacion y caracterizacidén de estas neoplasias, se requiere de la combinacién
de estudios de morfologia, patologia, citometria de flujo, inmunohistoquimica, técnicas
citogenéticas y de biologia molecular. En la actualidad, la clasificacion de LA publicada por la
Organizacion Mundial de la Salud, en el ano 2016, integra estos criterios y ha definido varias
categorias de leucemias que incluyen la “Leucemia mieloide aguda y neoplasias relacionadas”
y las leucemias agudas linfoides agudas incluyendo la “Leucemia linfoblastica B/linfoma vy
Leucemia linfoblastica T/linfoma”. (1) (2)

El diagnostico morfolégico tiene como fundamento la identificacion microscopica celular
mediante una adecuada coloracion de Wright y junto con la experticia del observador es el
primer eslabén en el diagndstico de LA (3), asi mismo en la primera etapa diagnéstica se
encuentra la citometria de flujo que permite analizar células y particulas individuales a alta
velocidad, suspendidas dentro de un fluido que interacciona con una fuente de luz. Su uso
clinico es el analisis multiparamétrico de poblaciones celulares (inmunofenotipo) con elevada
sensibilidad y especificidad, importante en el diagndstico y seguimiento de neoplasias
hematolégicas. Por otra parte, las técnicas de citogenética convencional y de biologia molecular
son utiles en la estratificacion de riesgo de las LA, se aplican en la rutina clinica en la definicién
del pronéstico y pueden predecir la respuesta de los pacientes a la terapia convencional. (4)

La correcta identificacion de las células blasticas tumorales tanto en morfologia hematolégica
medular como en el inmunofenotipo son imperativas para un adecuado y oportuno diagnéstico
de las LA, para la seleccién de terapias y se emplean como parte de las estrategias de
seguimiento de la enfermedad.

Recientemente el estudio de la protedmica ha cobrado gran fuerza en el diagnéstico temprano
de algunas enfermedades, prondstico y monitoreo del desarrollo de estas. La protedmica se
aplica en la caracterizacidon, expresion, estructura, funciones, interacciones y modificaciones
post-traduccionales del proteoma. La protedmica es una de las ciencias mas importantes para
comprender la funcion de los genes, brindando mas informacién sobre los procesos celulares
que la gendémica y el estudio de RNA mensajero. Por ejemplo, este ultimo no brinda informacién
para deducir la expresion de una proteina en especifico, esto debido a que durante el splicing
se eliminan todos los intrones de manera que los exones se reorganicen de diferentes maneras
dando lugar a varias proteinas a partir de un solo gen.)(5)
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Para entender adecuadamente la biologia de una neoplasia hematopoyética, es importante
resaltar, que si bien el genoma es constante, el proteoma por el contrario presenta una
diversidad estructural, debido a modificaciones post traduccionales en diferentes procesos
celulares aportando gran informacion sobre la heterogeneidad de las células neoplasicas. (6)
Una de las aplicaciones mas interesantes ha sido la comprensién de la biologia de neoplasias
hematolégicas como las LA. De manera particular, la técnica de tiempo de vuelo de ionizacion
por desorcién laser asistida por matriz (MALDI-TOF MS), ha sido una herramienta fundamental
en la investigacién de biomarcadores en cancer, para la clasificacion de tumores, evaluacion de
pronéstico y monitoreo de respuesta a medicamentos. Dentro de sus ventajas, se encuentra
que al ser una técnica versatil, de facil uso, rapida y rentable, importante para la deteccion de
un amplio espectro de biomoléculas a bajas concentraciones, su aplicacidon repercute en
reduccion del tiempo de analisis y finalmente reduccién de costos de hospitalizacion, mejora de
la calidad de vida de los pacientes y reduccion de la mortalidad, como en el caso preciso de la
evaluacion de enfermedad minima residual post-tratamiento.(7,8)

Los estudios en LA por Hegedus y cols, han mostrado que la espectrometria de masas se puede
utilizar con éxito para analizar proteinas expresadas diferencialmente entre LMA y LLA. Estos
resultados sugieren que las diferencias en el proteoma pueden mejorar la comprension de las
etiologias de las leucemias y ayudar en el proceso de diagndstico. Si bien, esta herramienta
protedmica aun no se emplea en la rutina clinica para diagnostico, puede orientarse a futuro
para identificar biomarcadores que permitan entender de manera integral la biologia de estas
patologias hematoldgicas. (9)

Una de las técnicas ampliamente usadas en el diagnéstico y caracterizacién de LA es la
citometria de flujo, sus ventajas son destacables como el estudio de poblaciones celulares
heterogéneas, analisis de subpoblaciones en pocos minutos, alta precision y purificacion de
subpoblaciones pequefias o complejas, analisis simultdneo de multiples parametros, sin
embargo esta herramienta es costosa y los equipos requieren calibracién y compensacién de
fluorescencias para su uso, asi como mantenimiento preventivo y correctivo por ingenieria. La
técnica MALDI TOF se destaca por su bajo costo en suministros, mejoras en tiempos de
procesamiento, su precision general del 95% respecto a resultados obtenidos por biologia
molecular es una de las ventajas mas significativas, el tiempo de respuesta es inferior a 10
minutos, pero desafortunadamente no es una herramienta adecuada para detectar una baja
cantidad de células en muestras paucicelulares como liquido cefalorraquideo, por ejemplo.
(10,11)

Investigaciones recientes muestran que la combinacién de MALDI-TOF con otras técnicas como
la citometria de flujo da la oportunidad de analizar diferentes subpoblaciones celulares en LMA.
Asi como apoyar de manera significativa estudios genémicos. Aunque el analisis protedbmico de
muestras de plasma humano parece convertirse en una prueba de rutina en un futuro préximo,
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la protedbmica basada en espectrometria de masas en muestras de leucemias agudas para
ensayos clinicos parece requerir mas consenso e investigaciones. (12)

En consecuencia, este estudio obedece a la necesidad de comparar los espectros para LMA 'y
LLA con MALDI-TOF MS para optimizar la identificacion de blastos tumorales, dada la nula
disponibilidad en centros de referencia oncolégicos de bibliotecas de espectros para clasificar
la leucemia.

4. Marco tedrico
4.1 Leucemias agudas (LA)
4.1.1 Definicidn

Las LA corresponden a un grupo de neoplasias de origen hematopoyético que se derivan de la
proliferacion neoplasica de células madre hematopoyéticas comprometidas o no en su
diferenciacion hacia linaje mieloide o linfoide. Desde el punto de vista de la biologia de la
enfermedad, estas células son portadoras de diversas alteraciones genéticas y moleculares,
que conducen a la alteracion de las rutas de sefalizacion celular, los mecanismos de muerte
celular, a la interaccion de estas células con el microambiente, al desarrollo de mecanismos de
resistencia y desde el punto de vista clinico, al fallo de la médula ésea y a dafio tisular (13).
Para la adecuada clasificacién de la leucemia intervienen diferentes disciplinas con el objetivo
de ofrecer un diagndstico correcto. Un diagndstico temprano, asi como una clasificacion precisa
de la leucemia son factores determinantes para un tratamiento y prondstico precisos. De esta
manera, el uso de nuevas técnicas con alta precision y sensibilidad seran utiles tanto en el
diagndstico oportuno, asi como en el aporte de informacion novedosa que contribuya a definir
y mejorar la estratificacion del prondstico y la seleccion de terapias adecuadas. (1)

De manera particular, la leucemia mieloide aguda (LMA) resulta de anomalias genéticas en los
precursores de las células madre mieloides con bloqueo en los procesos de diferenciacién
celular y la proliferacién conduciendo a que en la médula 6sea se acumulen y expandan células
tumorales (blastos y otras células mas comprometidas en etapas mas avanzadas de la
diferenciacioén celular) infiltrando la médula ésea (MO) o sangre periférica (SP) con capacidad
de infiltracidén extramedular en érganos como la piel, el higado, el bazo, ganglios linfaticos, etc.
(13) Mientras que las leucemias linfoides agudas (LLA) se caracterizan por comprometer
precursores linfoides de origen B o de origen T, desde el punto de vista epidemioldgico, es el
tipo de leucemia mas frecuente en la poblacion infantil, especialmente en nifios menores de 6
afios, sin embargo se describe un segundo pico en pacientes mayores de 60 afos. (14)
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4.2Epidemiologia de las leucemias agudas

Segun la literatura la LMA afecta principalmente a adultos, se ha documentado que constituye
alrededor del 80% de todos los casos de leucemias en adultos. En estados Unidos y Europa,
la incidencia reportada es de 3-5 casos/100.000 habitantes (15), segun la American Cancer
Society se espera que en el 2022, en Estados Unidos, se diagnostiquen cerca 6.660 nuevos
casos de LLA (incluyendo adultos y nifios) y que se produzcan alrededor de 1560 muertes
causa de esta entidad (16), la poblacion infantil es la mas afectada por este tipo de leucemia,
mientras que la LMA afecta principalmente a adultos y se estima que para este mismo afo
sean diagnosticados cerca 20.050 nuevos casos de LMA, la mayoria sera en adultos y
alrededor de 11 540 muertes por LMA, casi todo sera en adultos. (17)

De acuerdo con el programa The Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos,(20)proporciona informacion sobre estadisticas
de cancer en la poblacion americana, en su reciente entrega para el afio 2022 se estiman
60.650 nuevos casos de leucemia, aportando el 3.2% de todos los nuevos casos de cancer, las
muertes estimadas son cercanas a 24.000, 3.9% de todas las muertes de cancer. (20)

Los reportes demograficos de GLOBOCAN de marzo de 2021, muestran que en Colombia la
leucemia se encuentra en el noveno lugar de incidencia con 3367 nuevos casos reportados,
con 2 419 muertes, aportando asi el 4.4% de todas las muertes de cancer en el pais, la
incidencia por sexo es mayor en hombres.(18)

Segun el Fondo Colombiano de Enfermedades de Alto Costo, a 1 de septiembre de 2021 hay
11 tipos de cancer priorizados por el Ministerio de Salud y proteccion social, la LLA representa
el noveno lugar de frecuencia con el 1,06% la LMA se encuentra en el ultimo lugar de frecuencia
con el 0,61% de los nuevos casos reportados en hombres y mujeres y en todos los rangos de
edades. A fecha del 30 de abril de 2021, se reportaron 1238 casos de leucemia linfoide aguda
en poblacion adulta. (19)

La mediana de edad en adultos al diagndstico es de aproximadamente 65 anos, se destaca que
la incidencia aumenta con la edad con aproximadamente 2 casos/100.000 habitantes en
menores de 65 afnos, mientras que en mayores de 65 afos la incidencia es de 20 casos/100.000
habitantes. De esta manera, la edad se asocia de manera negativa al prondstico. La relacion
de presentacion de leucemia mieloide aguda en hombre/mujer es de aproximadamente 5:3. (21)

En algunos grupos de pacientes se han detectado como factores causales la quimioterapia
previa o ciertas exposiciones ambientales como quimicos, exposicion a radiacion o tabaco, sin
embargo, en la gran mayoria de los casos se debe a alteraciones cromosémicas o genéticas
(22). En pacientes adultos, la aparicién de la LMA puede resultar de la evolucién clonal de
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desordenes previos como sindrome mielodisplasico, sindromes mieloproliferativos,
hemoglobinuria paroxistica nocturna o anemia aplasica. (23)

La LLA se presenta en aproximadamente el 60% de los casos en pacientes menores de 20
afos, se reporta con mayor frecuencia en hombres que en mujeres. La tasa de supervivencia
es cercana al 90%, la mayoria de las muertes por LLA ocurre en adultos. Se ha descrito que
esta neoplasia puede ser el resultado de exposiciones enddgenas, exdégenas y susceptibilidad
genética.(24)

4.3 Clasificacion

Anteriormente, en el afio 1976 el grupo cooperativo Franco Estadounidense Britanico (FAB)
clasificaba a las leucemias agudas de acuerdo a hallazgos morfolégicos (como se describe en
la tabla 3) y reacciones citoquimicas presentes en los blastos, sin embargo, con la apariciéon y
fortalecimiento de nuevas herramientas diagndsticas como el cariotipo, inmunofenotipo y con el
desarrollo de la biologia molecular, desde 2008 la OMS ha realizado una nueva clasificacién
incluyendo dichas ayudas diagndsticas, en 2016 se realiza una actualizacion, siendo este el
actual esquema de clasificacién, como se muestra en la tabla 1: (25)

Tabla 1. Clasificaciéon leucemias agudas.

Leucemia mieloide aguda y neoplasias relacionadas

LMA con anomalias genéticas recurrentes
= LMA con t(8;21) (q22;922.1); RUNX1-RUNX1T1
= LMA con inv(16)(p13.1922) o (16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
= LPA con PML-RARA
= LMA con t(9;11) (p21.3;923.3);MLLT3-KMT2A
= LMA con t(6;9) (p23;q34.1);DEK-NUP214
= LMA con inv(3)(921.3926.2) o t(3;3)(921.3;926.2); GATA2, MECOM
= LMA (megacarioblastica) con t(1;22) (p13.3;913.3);RBM15-MKL1
=  LMA con NPM1 mutado
= LMA con mutaciones bialélicas de CEBPA

LMA con cambios relacionados con la mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas con el tratamiento

LMA, NOS

= LMA con diferenciaciéon minima
= LMA sin maduracion

= LMA con maduracion
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= Leucemia mielomonocitica aguda

= Leucemia monoblastica/monocitica aguda
= Leucemia eritroide pura

= Leucemia megacarioblastica aguda

= Leucemia basodfila aguda

= Panmielosis aguda con mielofibrosis

Sarcoma mieloide
Proliferaciones mieloides relacionadas con el sindrome de Down

= Mielopoyesis anormal transitoria (MAT)

» Leucemia mieloide asociada con el sindrome de Down

Leucemial/linfoma linfoblastico B

Leucemia/linfoma linfoblastico B, NOS

Leucemia/linfoma linfoblastico B con anomalias genéticas recurrentes

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(9;22) (q34.1;911.2);BCR-ABL1

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(v;11q23.3); KMTZ2A reorganizado

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(12;21) (p13.2;922.1);ETV6-RUNX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B con hiperdiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B con hipodiploidia

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(5;14) (q31.1;932.3) IL3-IGH

Leucemia/linfoma linfoblastico B con t(1;19) (q23;p13.3); TCF3-PBX1

Leucemia/linfoma linfoblastico B, similar a BCR-ABL1*

Leucemia/linfoma linfoblastico B con iAMP21*

Leucemial/linfoma linfoblastico T
Modificado de American Society of Hematology, de Arber DA, Orazi A, Hasserjian R, et al.
The 2016 revision to the World Health Organization classification of myeloid neoplasms and
acute leukemia. Blood 2016; 127:2391.

La leucemia promielocitica aguda (LPA), anteriormente clasificada como LMA-M3, ahora
pertenece al grupo de LMA con anomalias genéticas recurrentes. Esta enfermedad se
caracteriza por la acumulacion de promielocitos tumorales en la MO portadores de la t(15;17)
(922;921) en aproximadamente el 98% de los pacientes. Producto de esta alteracion
cromosomica se origina la proteina de fusion PML/RARa. En el afio 1993 se relacioné la regién
17921 en todas las alteraciones cromosémicas como en la t(11;17)(q23;921) y 1(5;17)(q935;921)
(las demas traslocaciones se describen con sus respectivos genes de fusion en la tabla 2),
razon por la cual se infirid que en esta region cromosoémica se regulan funciones relacionadas
con la hematopoyesis normal, hoy se sabe que en esta region se codifica el gen para el receptor
alfa del acido retinoico, la alteracion de la misma es vital para entender la patogénesis de la
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enfermedad. En el cromosoma 15 se ubica el gen PML (Leucemia promielocitica). Este
reordenamiento da como resultado un gen de fusion PML/RARalfa, bloqueando Ila
diferenciacion mieloide en el estadio de promielocito. (26—28)

Tabla 2. Alteraciones citogenéticas en pacientes con leucemia promielocitica

Traslocacion Genes de fusidon
t(15;17) (9q24.1;921.2) PML/RARA
t(11;17) (923;921.1) |PLZF/RARA
t(5;17) (935;921.1) |INPM/RARA
t(11;17) (913;921.1) |NuMA/RARA
t(17;17) (921;921)  |STAT5B-RARA
t(X;17) (911;921.1) | BCOR/RARA

Modificado de Lavau C, Dejean A. The t(15;17) translocation in acute promyelocytic leukemia.
Leukemia.1994;8(10):1615-21

4.4 Diagnéstico

Ante la sospecha clinica de LA, el diagnédstico se realiza por un grupo interdisciplinario que
incluye: la evaluacién morfolégica, inmunofenotipo, analisis citogenético y pruebas genéticas
moleculares. De acuerdo a la clasificacion vigente de la OMS del afio 2016, para el diagnéstico
requiere la presencia de al menos 20% de blastos en SP o0 en MO, o la presencia de anomalias
genéticas unicas que se encuentran en la médula ésea independientemente del recuento de
blastos. (29)

La biopsia de MO proporciona informacion diagnoéstica como la celularidad, evaluacién de
células hematopoyéticas e infiltraciéon por blastos de LMA, determinados con ayuda de
coloraciones de inmunohistoquimica que aportan informacioén diagndstica y pronédstica. Para
que la muestra de biopsia sea optima y util, el Colegio Americano de Patdlogos (CAP) y la
Sociedad Americana de Hematologia recomienda que la muestra sea de al menos 1 cm y debe
contener regiones hematopoyéticas intactas, evitando regiones corticales o subcorticales. (30)

Tabla 3. Resumen de caracteristicas diagnosticas LMA NOS modificada de Ricard
Brunning

Hallazgos morfolégicos  Inmunofenotipo

Leucemia mieloide aguda Blastos =20%, sin Blastos = 20%, CD13,
indiferenciada (LMA MO) evidencia de CD33 y/lo CD117+,
diferenciacién. MPO ausencia de marcadores
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negativa, ausencia de
bastones de Auer.

linfoides
TdT +/-.

especificos,

Leucemia mieloide aguda sin

maduracion (LMA M1)

Blastos = 20%-90%, < 10%
de promielocitos, formas
intermedias y neutrofilos.
MPO positiva 2= 3%,
bastones de Auer +/-.

Blastos = 20%, CD13,
CD33 o CD117+.

Leucemia mieloide aguda con

maduracién (LMA M2)

Blastos = 20%, = 10% de
promielocitos y neutrdfilos,
monocitos <20%, bastones
de Auer +/, displasia
frecuente en neutroéfilos

Blastos = 20% CD13,
CD33 0 CD117+.

Leucemia mielomonocitica Blastos = 20%, = 20% de Los blastos expresan de
aguda neutréfilos y precursores forma variable CD13, 33
LMA (M4) monociticos, células y 117. Numero variable
monociticas positivas para de células que expresan
esterasa no especifica, marcadores monociticos
monocitosis en sangre CD14, CD4, CD116,
periférica, bastones de CD11b, CD11c, 36, 64,

Auer +/-. lisozima.
Leucemias monociticas = 20% de mieloblastos, Las células monociticas
agudas monoblastos y expresan de forma
- Leucemia promonocitos; > 80% de variable CD14, CD4,
monocitica células monociticas de la CD11c, CD64, CD68,
aguda MO, predominio de CD36 y lisozima. CD33
diferenciada promonocitos y monocitos; puede expresarse de
(LMA M5b) positividad para esterasa forma brillante. CD13 vy

no especifica de; Cuerpos
de Auer +/-.

CD117 expresados de
forma variable.

Leucemia monoblastica aguda

(LMA M5a)

=2 20% de mieloblastos,
monoblastos y
promonocitos; = 80% de
células monociticas en
MO, predominantemente
monoblastos; positividad
para esterasa no
especifica, MPO negativa;
Cuerpo de Auer raros.

Las células monociticas
expresan de forma
variable CD13, CD33 y
CD117. Las células
expresan CD4, CD36,
CD64, CD11cy lisozima.

Leucemias eritroide pura
(LMA M6)

280% del linaje eritroide en
MO; Predominio de

Las células mas
maduras pueden
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proeritroblastos y
eritroblastos basofilos;
citoplasma vacuolado vy
PAS+; nucleo
megaloblastoide; sin
aumento significativo de
mieloblastos; Cuerpos de
Auer -.

expresar glicoforina A y
hemoglobina A.
Generalmente  CD36+
pero no especifico.

Leucemia megacarioblastica

aguda
(LMA M7)

220% de las células de la
MO son mieloblastos y/o

megacarioblastos; con
evidencia de
megacariocitos displasicos
mas maduros. Los
micromegacariocitos

pueden ser numerosos

tanto en MO como en SP.

Células
megacariociticas CD41
y/o CD61 +; Factor VIII +
en cortes de tejido en
megacariocitos en
maduracion.

Leucemia basofilica aguda
(LMA M8)

=220% de blastos; evidencia
de diferenciacién a
basdfilos por microscopia
Optica o electronica. Los
basdfilos generalmente
son positivos con tinciones
metacrémicas.

Los blastos expresan

CD13, CD33 y con
frecuencia marcadores
tempranos de

hematopoyesis, CD34 y
HLA-DR.

Panmielosis
mielofibrosis

aguda

con

Generalmente
pancitopenia;
anisopoiquilocitosis de
glébulos rojos minima o
nula; MO hipercelular con

grado variable de
hiperplasia de  varios
linajes mieloides; la
displasia puede ser
marcada particularmente
en megacariocitos;
aumento de células
inmaduras, incluidos
blastos; mielofibrosis

moderada a marcada.

Grado variable de
reactividad de las células
de la MO con
anticuerpos frente a
MPO, lisozima,
hemoglobina A,
glicoforina A, factor VIl 'y
CD61.
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Sarcoma mieloide Masa extramedular de Los blastos expresan de
blastos con grado variable forma variable CD13,
de maduracién; algunos CD33 y CD117. Los
blastos MPO+y/olisozima tumores monoblasticos
+; los eosindfilos expresan lisozima vy
inmaduros 'y maduros marcadores
pueden ser prominentes; monociticos;
promielocitos y neutréfilos marcadores linfoides -.
mas maduros cloroacetato
esterasa +; con poca
frecuencia masa tumoral
compuesta por células
monociticas, eritroblastos
o células megacariociticas.

Modificado de Brunning RD. Classification of acute leukemias. Semin Diagn Pathol. 2003

Aug;20(3):142-53.

El papel de la citogenética convencional radica en su importancia pronéstica a nivel general de
las LA, actualmente soporta la clasificacidon y estratificacidn, asi como la eleccién de la terapia
inicial y posterior a la remisién. Mediante esta técnica se han descrito anormalidades clonales
en el 40% al 50% de los pacientes con LMA.(30)

Las pruebas genéticas moleculares y técnicas como el FISH deben considerarse
complementarias a un andlisis citogenético convencional adecuado. A menos que el analisis
citogenético sea suboptimo debido a una mala morfologia cromosdmica o a células insuficientes
para el analisis 0 no tenga éxito debido a la falta de crecimiento, el analisis FISH es una
tecnologia costosa. En general, se han propuesto enfoques algoritmicos para usar citogenética
convencional y FISH. (30)

El analisis por citometria de flujo debe ser preciso para distinguir la LMA aguda, la LLA T, la
LLA B y la leucemia aguda de linaje ambiguo. (30)

Uno de los retos en las LA es entender adecuadamente y con precision la biologia de estas
neoplasias con el objetivo de identificar nuevos biomarcadores que aporten al diagndstico y
definicion del prondstico, asi como comprender desde el punto de vista de la biologia de la
enfermedad, los mecanismos de leucemogénesis, lo que repercute en el desarrollo de nuevas
terapias. De manera particular, en los ultimos 20 afios con el desarrollo de la protedmica se han
incentivado estudios que pretenden estudiar con mayor profundidad la expresion, estructura y
funcién de las proteinas involucradas en la biologia y evolucion de estas enfermedades. (8,31)
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Un estudio de Kwak y cols publicado en 2004, reporté ocho proteinas que se expresaron de
manera diferencial en los sueros de 12 pacientes diagnosticados con LMA, en comparacion con
sueros de 12 individuos sanos. Se logran identificar 7/8 proteinas, dentro de las cuales se
encontraban reguladas a la alza en LMA, la variante de genes de cadena pesada de
inmunoglobulina, subunidad 1 del proteosoma 26S, subunidad 1 de la ATPasa 1y Haptoglobina-
1. Desde el punto de vista funcional, estas proteinas participan en el proceso de
leucemogénesis, progresion del ciclo celular, apoptosis, reparacién del dafio al ADN vy
angiogeénesis entre otras. De otro lado, las siguientes proteinas se encontraron reguladas a la
baja: a-2-HS-glucoproteina, proteina asociada al complemento SP-40, 40, producto del gen
RBP4, lipoproteina C-lll y una proteina desconocida con un punto isoeléctrico de 5,58; de
manera general sus funciones mas importantes se relacionan con regulacién de la proliferacion
celular, proteccién contra la apoptosis y contra la lisis regulada por complemento. (32)

Cui JW y cols, publicaron en el aio 2004 un estudio donde se analizaron los perfiles proteicos
de la LMA y la LLA, encontrando por primera vez que las proteinas relacionadas con el linaje
mieloide Mrp8 y Mrp14 marcaban la diferenciacion de la LMA con la LLA. La Hsp de 27 kDa y
otras proteinas que estan altamente expresadas en LLA pueden desempefiar un papel
importante en la distincion de la LMA de la LLA (33)

Muchas de las proteinas propias de linaje identificadas en LLA o LMA tienen funciones en
diferentes procesos celulares, incluyendo la génesis tumoral, la transduccién de sefales, la
transcripcion, etc. Por ejemplo, la mieloperoxidasa se ratifica como el marcador especifico de
LMA, se conoce ahora que proporciona resistencia inherente de los mieloblastos a la vincristina
al degradarla en presencia de peroxido de hidrogeno como se describid en estudios de Ozgen
y cols publicado en el afio 2000(34). Se identificaron también proteinas propias de LMA que a
diferencia de los casos de LLA no se evidenciaba su incremento, la glioxalasa | y fosfoglicerato
quinasa con funciones con funciones relacionadas con la resistencia a la quimioterapia. La
UP1, regulada al alza en la LMA, en comparacién con la LLA, es conocida por incentivar el
alargamiento de los telémeros y la estabilizacién de la longitud de los telémeros, sus funciones
también involucran la inmortalizacion de las células somaticas, lo que implica que su alta
expresion podria contribuir al rapido crecimiento de los blastos. Las proteinas altamente
expresadas en la LLA, como Op18 y HSP 27, pueden ser marcadores utiles para la LLA. Se
destaca, la mayor expresién de Op18 en LLA en comparacién con LMA(33)

Braoudaki et al en su estudio publicado en el afio 2011, encontraron que las proteinas MOES,
EZRI e AIFM1 deberian considerarse como biomarcadores de LMA. MOES y EZRI son
miembros de la familia de proteinas ezrin-radixin-moesin (ERM) implicadas en la integridad
estructural de las microvellosidades y en la transduccion de sefiales al citoesqueleto de actina.
El citoesqueleto de las células de los mamiferos participa en varias actividades celulares vitales,
que implican determinar y alterar la forma, el movimiento, la divisién celular, la comunicacién
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entre células, el anclaje celular y la organizacién del medio intracelular (Trofatter et al. 1993),
en consecuencia, la alteracién en los niveles de expresiéon de MOES o EZRI podria afectar el
control del crecimiento celular. (35)

En el afio 2012, Foss et al en su estudio identificaron que la proteina portadora de fosfato
mitocondrial y subunidad beta de glucosidasa 2, son biomarcadores de LA independiente del
linaje. En particular, la nicastrina fue util para distinguir la LMA de la LLA. Es importante destacar
que la nicastrina es una proteina que pertenece al complejo gamma secretasa, una proteina
de cisteina intramembrana que controla la protedlisis de Notch. La identificacion de altos niveles
de nicastrina en la LMA aumenta la posibilidad de sefalizacion Notch desregulada en la
patogénesis. Dada la disponibilidad de inhibidores de la gammasecretasa, este hallazgo puede
tener importantes implicaciones terapéuticas. (36)

Wang et al, en su publicacion en 2013, identificaron en 15 nifios con diagnédstico de LLA, que la
proteina glutation S-transferasa P (GSTP) estaba regulada al alza en las muestras de los
pacientes estudiados, esta proteina es un miembro de la familia de las GST, juega un papel
importante en la biotransformacion por conjugacién de compuestos electrofilicos a glutation se
asocia con tumores malignos. GSTP también ha sido considerado como un biomarcador y a
futuro una posible diana terapéutica. (37)

La prohibitina (PHB) se conoce que tiene funciones relacionadas con la diferenciacién celular,
reconocida por su funciéon de chaperona, en el acompafamiento de otras proteinas de la
membrana mitocondrial, la morfogénesis y potencialmente asociada con la leucemogénesis, los
autores encontraron esta proteina esta regulada al alza en LLA. (37)

La peroxirredoxina 4 (PRDX4), un miembro de la familia de las peroxirredoxinas desempefia
muchas funciones, como la supresion de tumores, la proliferacion, la diferenciacion y la
sefnalizacion celular. En el estudio de Wang y cols esta proteina se encontré regulada a la baja,
contribuyendo asi a la leucemogénesis.(37). La proteina ribosémica acida 60s PO es un
componente esencial del tallo ribosbmico eucaridtico y esta involucrada en el proceso de
traduccién. Su nivel en LLA usualmente se ha encontrado disminuido como lo demostraron es
este estudio. La actina citoplasmatica es una proteina del citoesqueleto. El estudio también
reveld disminucidn de la proteina en pacientes con LLA. La proteina FLJ26567 es una proteina
de estructura y funcién poco claras. En el estudio, se encontré regulada a la baja. (37)

Uno de los aportes mas importantes de estos trabajos es incentivar el estudio a profundidad de
las proteinas frecuentemente expresadas en LLA para establecer nuevos biomarcadores en el
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diagnodstico de LLA y a futuro el estudio de nuevas dianas terapéuticas a partir de la expresién
diferencial proteica. (37)

Tabla 4. Estudios protedmicos comparativos en LA

LMA LLA Funcioén Tipo de Metodolog | Ref.
Proteina Up Dow |Up Dow muestra ia
n n
Variante de [X Reconocimiento de
cadena antigenos.
pesada de
inmunoglobul
ina
Subunidad 1 X Degradacién
de la dependiente del ATP
proteosoma de proteinas
26S ubiquitinadas.
ATPasa Progresion del ciclo
subunidad 1 celular, apoptosis, la
reparacion del dafio Sueros de 12 2-DE Kwak
al ADN-. Se asocia [pacientes con JY et al
con leucemogénesis. LMA (32)
Haptoglobina X Estimula la
-1 angiogénesis
Inhibe la sintesis de
prostaglandinas,
promueve la
cristalizacion del
colesterol y tiene
efectos
antiinflamatorios o
inmunosupresores.
A-2-HS- X Proteina de adhesion
glucoprotein celular que se une a
a las células inmaduras
del linaje
granulocitico.
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Proteina
asociada al
complemento
SP-40

Regulacion de la
proliferacion celular.
Protege las células
contra la apoptosis y
contra la citélisis por
complemento.

Producto del

Proteina de unién al

gen RBP4 retinol que regula el
transporte de retinol
en el plasma
sanguineo.
Lipoproteina Homeostasis de
C-l triglicéridos.

Proteina

desconocid

a

Cadena Unién al mondmero | Aspirados de | 2-DE

ligera de actina. MO de un | (MALDI-
reguladora Regulacion negativa | grupo de 61 | TOF-MS)

de miosina- del crecimiento | pacientes de | MS (ESI-

2 (MLC-2) celular. 18 a 64 anos. | MS/MS).

Cadena Formacion de

ligera miofibrillas.

reguladora Migracion de Cui J-
de la linfocitos. W et
miosina-3 al.
(MLC-3) (33)
Mrp 14 Actividades

proinflamatorias,
antimicrobianas, de

recoleccion de
oxidantes e
inductoras de
apoptosis
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Mrp8

Reclutamiento de

leucocitos, la
promocion de la
produccion de
citoquinas y

quimiocinas, y la
regulacion de la
adhesion y
migracion de
leucocitos. Actua
como una molécula
de alarma o patrén
molecular asociado
al peligro (DAMP).

TIP Inhibidor de la
apoptosis.

(TNF

inhibitory

protein)

Proteina G Regulacion a la baja
del supresor de
Ras1.

Mieloperoxi Proporciona una

dasa resistencia
inherente de los
mieloblastos a la
vincristina al
degradar la VCR en
presencia de
peroxido de
hidrégeno.

Glioxalasa | Resistencia a los

Fosfoglicera medicamentos.

to cinasa 1

UP1 Promueve el
alargamiento y

estabilizacion de los
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telbmeros de la
longitud de los
telomeros, y se
correlaciona con la
inmortalizacion de

las células
somaticas.
Oncoprotein Previene el
a18 ensamblaje y
(Op18) promueve el
desmontaje de
microtubulos.
Importante la
proliferacion celular.
HSP27 Desempefia un
papel en la
resistencia al estrés
y la organizacién de
actina.
Antigeno Participa en el
nuclear de control de la
células replicacion del ADN.
proliferantes Desempefia un
(PCNA) papel clave en la

respuesta al dano
del ADN (DDR) al
estar
convenientemente
posicionado en la

horquilla de
replicacion para
coordinar la

replicaciéon del ADN
con las vias de
reparacion del ADN
y tolerancia al dafo
al ADN.
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membrana
mitocondrial 'y la
morfogénesis.
Potencialmente
asociada con la
leucemogénesis.

Proteina Participa en el
ribosdmica proceso de
acida 60s traduccién de
PO proteinas.
Actina Motilidad celular y la
citoplasmati contraccion
ca Regulan la
transcripcion y
motilidad génica y la
reparacion del ADN
danado.
Triosafosfat Participan en el
O isomerasa metabolismo de
1 (TPI-1) proteinas y glucosa.
la
piridoxina-
5’-fosfato
oxidasa
(PNPO)
FLJ26567 Desconocida
Proteina Marcadores de | Repositorio | Tiempo de | Foss
portadora enfermedad de leucemia | vuelo de et al
de fosfato independientes del | FHCRC desorcion/
mitocondrial linaje. (AML, ALL) o | ionizacion | (36)
y subunidad Transicion de | de donantes | laser
beta de permeabilidad voluntarios mejorado
glucosidasa mitocondrial en FHCRC | en
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senales CD34+). (SELDI-
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LC-
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la identificacion de
altos niveles de
nicastrina en la LMA

aumenta la
posibilidad de una
senalizacion de

Notch desregulada
en la patogénesis de
la LMA.

4.5 Pronéstico

La clasificacion de los pacientes con diagndstico de LMA en grupos de riesgo es muy util para
predecir la respuesta a la terapia convencional, asi como la supervivencia. La estratificacion de
riesgo viene dada por caracteristicas citogenéticas y genéticas especificas, por un lado, el
sistema de clasificacion prondstica del Consejo de Investigacion Médica (MRC-C) apoya la
estratificacion de acuerdo a anormalidades cromosémicas, mientras que el sistema europeo de
Leukemia Net (ELN-C) se basa en presencia de mutaciones genéticas para realizar dicha
clasificacion, asi como se detalla en la tabla 5. (38)

Los grupos se estratifican de la siguiente manera:

Riesgo favorable: Pacientes con resultados presuntivamente buenos con
protocolos terapéuticos de quimioterapia convencional. Las alteraciones
cromosomicas asociadas a riesgo favorable incluyen: t(8;21); inv(16)(p13;922);
t(16;16)(p13;922) y t(15;17)(q24.1;921.1) (asociada a leucemia promielocitica
aguda). Aproximadamente el 40% de los pacientes clasificados como riesgo
favorable presentan cariotipo normal.

Grupo de riesgo desfavorable: Pacientes con resultados adversos, probablemente
candidatos a trasplante alogénico de células madre. Las alteraciones
cromosodmicas descritas en este grupo incluyen: del (5q); add (5q); del (7q); add
(7q); monosomias 5 o 7; inv(3)(g21926); t(3;3)(q21;926); t(6;11)(q27;923);
t(10;11)(p11-13;923); 1(9;22)(q34;911); anomalias 17p o monosomia 17;
cariotipos complejos descritos como al menos 4 anomalias no relacionadas.

Grupo de riesgo intermedio: Pacientes que no califican para riesgo favorable o
desfavorable. (13)
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Tabla 4. Estratificacion del riesgo de pacientes con LMA por de acuerdo con las
alteraciones genéticas segun las recomendaciones de la European Leukemia Net aio

2017.
Catt_agorlal Anomalia genética
de riesgo
Favorable t(8;21) (922;922.1); RUNX1-RUNX1T1
inv(16) (p13.1;922) o t(16;16)(p13.1;922); CBFB-MYH11
NPM1 mutado sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDbajo
CEBPA mutado bialélico
Intermedio  NPM1 mutado y FLT3-ITDalto |
Wild type NPM1 sin FLT3-ITD o con FLT3-ITDbajo (sin lesiones
genéticas de riesgo adverso)
t(9;11) (p21.3;923.3); MLLT3-KMT2A
Anomalias citogenéticas no clasificadas como favorables o adversas
Adverso  1(6:9) (p23:934.1); DEK-NUP214

t(v;11923.3); KMT2A reorganizado

£(9:22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1

inv(3)(q21.3926.2) o 1(3;3)(q21.3:926.2); GATA2, MECOM(EVI1) -5 0
del(5q); —7; —17/abn(17p)

Cariotipo complejo, cariotipo monosémico

Wild type NPM1'y FLT3-ITDalto

RUNX1 mutado
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ASXL1 mutado

TP53 mutado

Tomado de: Dbéhner H, Estey E, Grimwade D, et al. Diagnosis and Management of AML in
Adults: 2017 ELN Recommendations from an International Expert Panel. Blood 2016.

Es importante destacar que los perfiles prondsticos pueden ser complementados con
biomarcadores proteicos, de manera que se pueden fortalecer y construir mejores sistemas de
clasificacion. Estudios realizados por Nicolas et al evidenciaron que los perfiles protedmicos
pueden complementar clasificaciones citogenéticas particularmente en pacientes de riesgo
intermedio, sugiriendo asi la identificacién de biomarcadores a fin de comprender mejor la
biologia de la leucemia mieloide aguda y a futuro promover el desarrollo de terapias blanco, de
acuerdo con perfiles protedémicos (39)

Otros factores importantes en el prondstico de la enfermedad incluye: edad, estado funcional
del paciente, enfermedad minima residual y antecedente de neoplasia hematoldgica previa al a
LMA. De acuerdo con lo anterior, pacientes menores a 50 anos, ECOG < 2, EMR negativa y
pacientes sin antecedente de desorden hematoldgico corresponden a un grupo de buen
pronéstico, mientras que pacientes > 50 afios, ECOG = 2, EMR positiva y pacientes con
antecedente de desorden hematoldgico presentan factores desfavorables en el curso de la
enfermedad. (40)

En cuanto a factores prondsticos en LLA se destaca la presencia de la t(9;22)(q34.1;q11.2) con
fusion BCR-ABL1, se ha detectado en aproximadamente el 25% de pacientes adultos, se asocia
con frecuencia con mal prondstico, rutinariamente esta anomalia se detecta mediante un
cariotipo convencional, sin embargo se debe complementar con técnicas genéticas-moleculares
como reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) y FISH (Hibridacion
fluorescente in situ), en respuesta a una adecuada estratificacion del riesgo, el paciente recibira
terapia dirigida, en este caso inhibidores de la tirosinas quinasas. (41)

Existen otras alteraciones genéticas claves en la estratificacion de riesgo de la LLA-B como
anormalidades en los genes PAX5, JAK1, JAK2, IKZF1, CRLF2, NOTCH1 y FBXW?7. (18).Por
un lado, las alteraciones en el factor de transcripcion necesario para la diferenciacion de
linfocitos B conocido como PAX5 se asocia se asocia a la leucemogénesis, su papel prondstico
es variable. (41)

El gen IKZF1 codifica para la proteina de unién a los dedos de zinc IKAROS y se relaciona con
mal prondstico en la LLA B. (19) Alteraciones en el gen CRLF2 se asocian con mal prondstico
en LLA-B y frecuentemente resulta de fusiones de CRLF2 con genes asociados, como el gen
de cadena pesada de inmunoglobulina (/IGH) o P2RY8.(41)
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4.6 Tratamiento

El tratamiento estandar de las LA depende de su clasificacion, de su perfil inmunofenotipico y
genético, asi como la clasificacién del riesgo. El tratamiento de la LMA incluye por un lado una
terapia de induccion inicial, con el objetivo de lograr remisidon completa, con enfermedad minima
residual negativa y por otro lado una terapia posterior a la remisién. Los factores que influyen
en la eleccién del tratamiento de induccion inicial son: evaluacion del estado funcional del
paciente y estado biolégico de la enfermedad teniendo en cuenta estratificacién prondstica. Las
dos terapias de induccién frecuentemente utilizadas en la leucemia mieloide aguda incluyen:

1) Quimioterapia citotoxica con o sin terapias dirigida.
2) Agentes hipometilantes con o sin terapias dirigidas. (42)

El tratamiento de la LLA incluye 3 fases: Induccién a la remisién, consolidacién y mantenimiento.
Adicionalmente se administra también terapia profilactica dirigida al sistema nervioso central
(sistema nervioso central), con el objetivo de evitar la infiltracion por blastos. (24)

4.7 Terapia de induccién de remision

Esta primera etapa de la terapia dura aproximadamente de cuatro a seis semanas, tiene como
objetivo reducir la carga tumoral inicial y restaurar la hematopoyesis. La terapia se compone de
un glucocorticoide (prednisona o dexametasona), vincristina y asparaginasa, con o sin
antraciclina. Este esquema tradicional para la LLA funciona adecuadamente en pacientes con
riesgo estandar si se administra un tratamiento intensificado posterior a la remision. Los
pacientes con riesgo alto o muy alto reciben cuatro o mas medicamentos. (43)

La prednisolona se emplea tradicionalmente en el tratamiento con LLA, pero la dexametasona
se ha venido usando mas de manera paulatina debido a su mejor desempeno en el control de
la leucemia en el SNC. (43)

Dada la naturaleza prondstica en pacientes BCR-ABL1 positivo, el suministro de terapia
temprana de inhibidores de la tirosina quinasa han logrado tasas de remision completa
superiores al 90%. (43)

4.8 Terapia de consolidaciéon

La siguiente etapa en la terapia se administra después de la induccién de la remision para
erradicar los blastos linfoides. En esta fase generalmente se suministran altas dosis
(aproximadamente 1-8 g/m2) de metotrexate con mercaptopurina, vincristina y glucocorticoides,
asparaginasa durante 20-30 semanas y terapia de reinduccion con agentes similares a los
utilizados durante la remision-induccioén. (44)
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La terapia de reinduccidon ha mostrado ser determinante en los protocolos de LLA. La terapia
de reinduccion intensificada con vincristina y asparaginasa ha demostrado mejorar el resultado
de los pacientes con LLA de alto riesgo. (44)

4.9 Terapia de mantenimiento

Esta etapa dura aproximadamente 2 afios e incluye principalmente mercaptopurina diaria y
metotrexate semanal, vincristina y dexametasona.

La mercaptopurina y la tioguanina son analogos estructurales de la hipoxantina y la guanina,
respectivamente, e inhiben la sintesis de novo de purinas. La tioguanina requiere menos pasos
para formar el metabolito activo nucleétidos de tioguanina y tiene una mayor citotoxicidad in
vitro para los linfoblastos. Dosis altas de mercaptopurina (75 mg/m2/dia) se relacionan con el
desarrollo de neoplasias secundarias y con bajas tasas de adherencia, lo que repercute en
eventos de recaida. (44)

4.10 Estudios proteémicos en leucemias agudas

En los ultimos 20 afios, con la aparicion y fortalecimiento de las ciencias émicas, se ha
revolucionado el estudio de diferentes enfermedades, particularmente las infecciosas, sin
embargo, se han descrito nuevas aplicaciones en enfermedades de alto interés en salud publica
como el cancer incluidas las leucemias. Asi mismo, las multibmicas (gendmica, protedmica,
trascriptémica y metabolomica) son imperativas en el estudio integral en la investigacion
traslacional (45)

4.11 Protedmica

Una de las ciencias mas completas y utiles para el estudio del cancer es la proteémica,
encargada de estudiar la identidad, niveles de expresion y modificaciones postraduccionales de
las proteinas en cualquier muestra biolégica(6) . Esta ciencia ha tomado fuerza y protagonismo
en el estudio de vias de senalizacion en LA que permitan entender adecuadamente la biologia
del tumor, interpretando el flujo de informacién en multiples redes complejas que interactuan en
la célula; diferentes estudios han demostrado que la protedmica es util para monitorear la
progresion, predecir recurrencia y orientar el tratamiento dirigido fortaleciendo de esta manera
la medicina personalizada.(46)

Desde el punto de vista de la medicina traslacional, el enfoque protedmico ha tomado mayor
interés, debido a su capacidad de detectar e identificar biomarcadores de caracter proteico,
utiles en la etapa inicial del diagndstico, permitiendo una mejor clasificacién prondstica,
incidiendo de esta manera en el tratamiento. En el caso de las LMA los avances terapéuticos
han sido pocos, exceptuando a la leucemia promielocitica, a diferencias de otras neoplasias
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hematopoyéticas y de otros tipos de cancer, por lo que en este tipo de neoplasia la utilidad es
destacable.

Como se describié anteriormente, de acuerdo al perfil citogenético las LMA se clasifican en tres
grupos: favorable, desfavorable e intermedio, los dos primeros grupos se encuentran bien
definidos, mientras que en el ultimo grupo se ubican los pacientes que no pertenecen a los
grupos restantes. De acuerdo con Grimwade D y cols, cerca del 50% de los pacientes con
diagndstico de LMA se ubican en el riesgo intermedio, por lo que una caracterizacién mas alla
de las anormalidades cromosémicas, empleando herramientas como la protedmica es
determinante para completar escalas diagnédsticas y prondsticas. (47)

Si bien en los ultimos afos la investigacion gendmica ha avanzado en el estudio de las LA, aun
es deficiente para entender los cambios celulares como las modificaciones postraduccionales,
ofreciendo informacién acerca de la biologia del tumor, incluso mas alla de la gendmica, los
aportes de esta ciencia como mutaciones y expresiones génicas, no brindan opciones
terapéuticas claras, dado que la terapia se dirige a proteinas en vez de genes.

En 2017 Hu, Chenyue Wy Amina A. Qutub, en su capitulo de libro Proteomics in Acute Myeloid
Leukemia en IntechOpen, hacen referencia a la analogia con una pelicula. La genémica la
definen como la copia del guion, la protedmica es la pelicula construida a partir del guién, donde
intervienen diferentes actores, directores, escenarios y efectos especiales, en consecuencia
juzgar y lograr entender la pelicula solo con el guidn resulta dificil, teniendo en cuenta que le
ejecucion importa y solo se crea una opinion después de verla, la protedmica puede capturar la
accioén real en las células que salen del alcance de la gendémica.(48)

4.12. Herramientas proteémicas:

4.12.1. Métodos basados en anticuerpos

En este grupo se ubican técnicas tradicionales como la ELISA y el Western, cuyo fundamento
para la identificacion de proteinas dependen directamente de la disponibilidad de anticuerpos y
asi cuantificar los niveles de expresion de proteinas.(49)

4.12.2. Métodos basados en gel

Electroforesis en gel bidimensional 2DE o 2D-PAGE, se ha descrito como la primera técnica
protedmica, emplea corriente eléctrica para separar proteinas en un gel en funcién de su carga
y su masa. Este método se usa para separar proteinas para posteriormente analizar el perfil
de expresién de proteinas por medio de espectrometria de masas. (49)
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4.12.3. Métodos basados en cromatografia

Se puede utilizar para separar, purificar e identificar proteinas de interés en muestras biologicas
de acuerdo a la carga, hidrofobicidad, interaccion bioldgica y afinidad, para finalmente emplear
espectrometria de masas para la completa identificacion. (49)

4.12.4 Espectrometria de masas (EM):

Los primeros estudios reportados del uso de espectrometria de masas se documentan en el
afio 1975, cuando los investigadores Anhalt y Fenselau sugirieron que la identificacidon
bacteriana podria darse a partir de biomarcadores. Sus estudios se fundamentaron en la
combinacion de métodos de pirolisis y espectrometria de masas para la clasificacion taxonémica
de diferentes bacterias, sin embargo, aquellas que se encontraban estrechamente relacionadas
no lograron caracterizarse del todo.(50)

En el ano 2002 el ingeniero quimico japonés Tanaka gané el premio nobel de quimica por su
trabajo relacionado con la desorcion / ionizacion laser asistida por matriz (MALDI), asi como por
su investigacién en el desarrollo de métodos para analizar moléculas grandes mediante
espectrometria de masas, utilizando proteinas ribosémicas bacterianas propias y reproducibles
que llevan a la identificacion precisa a nivel de género y especie, brindando asi una utilidad
destacada en la microbiologia clinica, gracias a la generacion de bibliotecas de espectros con
cepas de referencia, el rango de masas varia entre 2-20 kDa y permiten la generacién de
espectros de masa unicos para la especie determinada (51)

La EM se ha venido utilizando para cuantificar e identificar moléculas desconocidas mediante
la digestion, ionizacién y captura de proteinas para la deteccion de estas moléculas en funcién
de la masa- carga (m/z).(51)

Los espectrometros de masas constan de tres componentes basicos como se muestra en la
figura 1:

- Fuente de iones: Para transferir iones a las moléculas de la muestra en una fase gaseosa

- Analizador de masas: Encargado de separar los iones en relacion a su masa-carga (m/z),
utilizando una elevada energia cinética, durante el trayecto de la zona de vuelo. Las
moléculas se separan de acuerdo a su masa/ carga

- Detector de iones: Con la funcion de monitorizar los iones separados por el analizador
de masas, a partir de la informacion recolectada por el detector se genera un espectro
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de masas, donde la masa de los iones de la muestra es calculada a partir del tiempo de
vuelo. En el eje y del espectro de masas se muestra la abundancia relativa y en el eje x
muestra el numero de iones de la relacion m/z (intensidad).

Es importante destacar que estos tres elementos se mantienen en un ambiente de
vacio.(52)

El procesamiento de la muestra se puede hacer de dos maneras, utilizando muestras directas,
sin previa extraccion de proteinas, o productos de una previa extraccion de proteina. Esta
extraccion se utiliza para muestras, con estructuras celulares complejas que requieren una lisis
de membranas con acidos organicos fuertes o por lisis mecanica.

Una vez se obtiene el tipo de muestra que se va a utilizar para el analisis, esta se ubica en la
placa metélica de acero y luego se adiciona una sustancia denominada matriz (acido alfa-ciano-
4-hidroxicinamico), que actua como proveedor de protones en la muestra. Luego del secado a
temperatura ambiente, la muestra y la matriz se cristalizan para su posterior procesamiento.
(53)

Se introduce la placa metalica en el espectrometro de masas, alli la muestra es irradiada con
pulsos cortos de un rayo laser (54). La interaccion entre los fotones de las moléculas de laser y
de la matriz, causados por la absorcién de la energia del haz, permite una sublimacién de la
matriz en una fase gaseosa, seguida por la ionizacién de la muestra con minima fragmentacion.
Al ionizarse, las proteinas son aceleradas a través de un campo electrostatico y luego son
expulsadas en un tubo de vuelo al vacio donde se separan en funcion de su tiempo de vuelo,
llegando finalmente al detector de masas que genera informacidén caracteristica de la
composiciéon de la muestra mediante un espectro de picos, frente a su relacion masa/carga (m/z)
con alta precision y especificidad.(48)

Finalmente, el perfil espectral de la muestra se compara con una base de datos de espectros
construidas a partir de lineas celulares o cepas de referencia, permitiendo la identificacion de la
muestra.(54)

La espectrometria de masas ha revolucionado la ciencia, asi como la comprension del cancer

y ahora de las LA. Se ha destacado como una herramienta imperativa en estudios de
protedmica, tomando fuerza en el estudio clinico y en las ciencias biolégicas. (48)
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Figura 1. Descripcion técnica de MALDI-TOF MS

Tomado de: Antony Croxatto, Guy Prod’hom, Gilbert Greub, Applications of MALDI-TOF mass
spectrometry in clinical diagnostic microbiology, FEMS Microbiology Reviews, Volume 36,
Issue 2, March 2012, Pages 380407 (55)
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5 Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar el desempefio de la tecnologia MALDI TOF en la identificacién de lineas celulares
derivadas de leucemia linfoide aguda B y leucemias mieloides agudas.

5.2 Objetivos especificos
Objetivo 1:

Obtener y analizar los espectros de masas obtenidos mediante MALDI TOF en lineas celulares
derivadas de leucemia mieloide aguda y de leucemia linfoide aguda B.

Objetivo 2:

Evaluar la capacidad de discriminacién entre leucemias mieloides agudas y leucemia linfoide
aguda B a partir de los perfiles de espectros de masas obtenidos mediante MALDI TOF.
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6 Metodologia

6.1 Cultivo de Células Leucémicas

Las lineas celulares derivadas de leucemia mieloide aguda: K562, OCI-AML3 y U937 vy la linea
celular derivada de leucemia linfoide aguda: REH son cultivadas en RPMI 1640 suplementado
con 5% suero fetal bovino, penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 ug/ml). Las células se
mantienen en una incubadora humidificada al 5% CO2 y 37°C.

Las lineas celulares empleadas en este estudio fueron proporcionadas por el Grupo de
Inmunobiologia y Biologia celular de la Pontificia Universidad Javeriana. Sus caracteristicas
principales y de origen se describen en la tabla 6 y en la figura 2.

Para el procesamiento de las células, estas se cuantificaron en camara de Neubauer y se evaluo
su viabilidad utilizando azul tripan. La concentracion celular utilizada para el analisis por MALDI-
TOF MS fue de 100.000 células/ml.

Tabla 5. Caracteristicas de las lineas celulares derivadas de leucemias mieloide aguda y
leucemia linfoide aguda.

REH K-562 OCI AML-3 U937
(Ontario Cancer
Institute-Acute
Myeloid Leukemia-
3)
Morfolog | Linfoblastos Mieloblastos (57) | Mieloblastos (58) Macrofagos
ia (56)
Imagen , B SO S B0 O
‘ 20 U a: EALAAS
Qg0 "0 oIE: c“‘oC) N
2'&,%0\9\- 7C(C;LC; éé\oc\(-t
RO APL-0 M C § sk
KeleUBOcaeE 0588
e R
Derivada | SP (56) MO (57) SP (58,59) Efusion
de Pulmonar(59)
Origen Paciente Mujer de 53 afos | Hombre de 57 afios Hombre de 37
pediatrica de | con leucemia | LMA clasificacion M4. | anos blanco con
género mieloide croénica | (58) linfoma
femenino de 15 histiocitico. (59)
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anos conLLA en
la primera
recaida.
Leucemia
linfoide aguda;
no-T; no-B(58)

en crisis blastica
terminal.(57)

Marcado
res
celulares
expresad
os

CD3-, CD10+,
CD13-, CD19+,
CD34-, CD3r7-,
CD38+,
cyCD79a+,
CD80-, CD138+,
HLA-DR+,
sm/cylgG -
sm/cylgM -
sm/cykappa -,
sm/cylambda.(5
8)

CD7 (25%), CD3-
, CD14-, CD15+,
CD19-, CD33+,
CD71+, CD235a+
(58)

CD3-, CD4+, CD8-,
CD10-, CD13+,
CD14-, CD15+,

CD19-, CD30-, CD34-
, CD41+, CD42+,
CD68+, CD117-. (58)

CD3-, CD4+,
CD14-, CD15+,
CD19-, CD33+,
CD34 -, CD54
+(58)
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Figura 2. Modelo de hematopoyesis con las diferentes lineas celulares.

En esta figura se evidencia la jerarquia de la hematopoyesis normal la cual parte desde la célula
madre multipotente y de la cual se derivan a través de procesos de diferenciacién celular las
diversas poblaciones celulares de linaje mieloide y linfoide.

En el proceso de transformacion maligna relacionado con multiples alteraciones genéticas que
afectan genes reguladores de la diferenciacion celular, muerte celular y distintas rutas de
sefalizacion, se presentan bloqueos madurativos con expansion de poblaciones celulares que
hacen parte del clon o clonas malignas.

De manera particular, la linea K562 se deriva de células madre mieloides y de células de linaje
eritroide como parte de la poblacién leucémica. Las lineas OCI-AML y U937 comprometen
células de linaje monocitico y la linea celular Reh compromete células de linaje linfoide B.

De acuerdo a la tabla 6, se ubicaron en la figura las diferentes lineas celulares empleadas en
el presente estudio, de acuerdo a la morfologia descrita en la literatura.
6.2 Protocolo de extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas para el analisis en MALDI-TOF MS se fundamenté de la siguiente
manera: lavado de las lineas celulares don PBS, sorbitol o solucion salina, resuspensiéon del

47



sedimento con etanol, se guardaron dos viales: uno a -80°C (a fin de garantizar la preservaciéon
de las muestras y facilitar la posterior extraccién de proteinas)(60) y en el otro vial se continué
la extraccion de proteinas con alcoholes organicos, como acido férmico y acetonitrilo (20 ulL),
finalmente se toma 1 uL del sobrenadante de la muestra y se pone en la placa de acero del
MALDI-TOF MS, se deja secar y luego se pone 1 ul de matriz HCCA (Acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico).(61) En la figura 3 se describe de manera detallada la metodologia empleada.

- 3 N\
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ambiente " féormico/1X106
R — cel /ml
.
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Figura 3. Proceso de extraccion de proteinas en lineas celulares

6.3 Obtencion de los espectros en Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)

Como control negativo se utilizd medio de cultivo RPMI en el que se realizé extraccién de
proteinas, asi mismo de manera simultanea, se realiza montaje de medio de cultivo RPMI puro,
en cada montaje realizado.

Una vez extraidas las proteinas a partir de las lineas celulares de LA se procedié con la
obtencién de los espectros en el laboratorio de la Unidad de Investigacion en Protedmica y
Micosis Humanas de la Pontificia Universidad Javeriana por medio de MALDI-TOF MS (matrix-
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assisted laser desorption/ionization time-of-fight mass spectrometry) Biotyper (Bruker
Daltonics).

Es importante destacar que el principio basico de la tecnologia MALDI-TOF MS se basa en la
espectrometria de masas para la identificacion de proteinas principalmente ribosomales y en
menor medida citosélicas como por ejemplo proteinas de union al DNA y proteinas de choque
térmico, a través de la creacion de espectros especificos.(62)

Las muestras se ubican en la placa de acero conductora y se superpone con la matriz, una
solucion saturada de un compuesto organico de baja masa, produciendo la cristalizacién de la
muestra, de esta manera se forma un depdsito sélido que provee protones fundamentales para
la ionizacion de la muestra, luego de la cristalizacion se inicia el analisis en el espectrofotometro
de masas y se lleva a cabo la ionizacién mediante pulsos de rayos laser UV, se forman iones
en fase gaseosa y se produce una fragmentacion minima, luego se produce una aceleracién de
particulas en el vacio a través de un campo eléctrico, el tiempo que cada particula tarda en
llegar al detector se define como tiempo de vuelo dependiente de la masa y carga de la proteina,
una vez el equipo ha detectado las proteinas abundantes de la muestra se produce una huella
espectral Unica para la muestra analizada, la identificacion de la misma se determina de manera
automatica gracias a un software que compara el perfil de espectros de la muestra con la base
de datos de referencia.(62) (63)

6.4 Analisis en MALDI-TOF MS

El instrumento utilizado fue MALDI —TOF MS BrukerBiotyper. El andlisis se llevd a cabo con dos
softwares: FC Control Flex 3.4 y Flexanalysis 3.4 , con la finalidad de adquirir y analizar el
espectro respectivamente.

Los puntajes reportados por el equipo se clasifican colorimétricamente en los siguientes rangos
como se muestra en la tabla 7.

e El rango entre 0.000-1.699 (color rojo), se interpreta como no identificacién de la linea
celular con las otras disponibles para la comparacioén (el software no encontré una
similitud significativa con los espectros de la biblioteca)

e El rango entre 1.700-1.999 (color amarillo), se interpreta como probable identificacion
de cada una de las lineas celulares con las otras lineas celulares disponibles en el
software. (El software encontrd una similitud ligeramente significativa con los espectros
de la biblioteca)
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e Elrango entre 2.000-3.000 (color verde) se interpreta como identificacién completa de la
linea celular en estudio (El software encontré una similitud altamente significativa con los
espectros de la biblioteca)

Tabla 6. Puntajes de identificacion ajustados por BrukerDaltonics a la tecnologia MALDI
-TOF MS.

Score Interpretaciéon
2.000-3.000 Identificacion altamente probable
1.700-1.999 Probable identificacién

Los puntajes empleados son establecidos por el fabricante de la tecnologia, el rango de masa
tipico (m/z) es de 2-20 kDa, la disponibilidad de bases de datos dedicadas a la identificacion de
las muestras, son caracteristicas de MALDI-TOF MS que la ubican como una alternativa
lucrativa para la identificacion de proteinas. El primer sistema MALDI-TOF MS capaz de
identificacién microbiana, denominado "MALDI Biotyper", fue desarrollado por Bruker Daltonics.
El MALDI Biotyper consistia en una plataforma basica MALDI-TOF, softwares de operacion y
analisis, una base de datos in situ y un método sencillo para la extraccién/preparacion de
muestras(64—67)

La lectura de la placa de acero se realizé mediante el instrumento Microflex LT MALDI- TOF MS
(BrukerDaltonics, Leipzing, Germany). Equipado con un laser de 200 Hz. Los espectros se
registran en el modo positivo lineal con una frecuencia de laser de 200 Hz dentro de un rango
de masas de 400 a 40.000 Da. La tension de IS1 era 20 kV, la tension de IS2 se mantuvo a
18,6 kV, la tension de la lente fue de 6 kV, y el tiempo de retardo de extraccion fue de 40 ns.

Se utilizaron 15 tomas laser de manera manual para cada pozo de la placa del MALDI, se
acumularon y se guardaron un minimo de 6 de espectros individuales por cada linea celular.

6.5 Construccion de la biblioteca:

Para la construccidon de la biblioteca, se generaron datos de espectros de masas utilizando
FlexControl version 3.4. Se consideraron espectros de mayor calidad (bajo nivel de ruido y picos
reconocibles) analizados con el software Flexanalysis para la creacion de una biblioteca
combinada de espectros principales (MSP) con un minimo de 30 espectros por linea celular. Se
crearon espectros compuestos para la biblioteca utilizando la funcién de “creacién MSP” de los
espectros de referencia MALDI Biotyper version 3.1 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).
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Se seleccionaron los mejores 30 espectros obtenidos para cada linea celular en un rango de
3500-15000 m/z, correspondientes a cada una de las lineas celulares (REH, K562, OCI3 y
U937), de diferente pase y diferentes dias de montaje. Se empled Flex Analysis ® para
seleccionar los espectros con picos mas definidos y con mayor altura.

Posteriormente mediante Maldi Biotyper ® se crean los MSP (Main Spectra Library) para cada
linea celular, generando para cada una de ellas grafico de analisis de componentes principales
(PCA), mapa de calor y dendrograma PCA.

6.6 Validacion de la biblioteca de lineas celulares derivadas de LMA y LLA.

Para la validacion de la biblioteca se emplearon 100 espectros de pases diferentes obtenidos
durante la fase experimental de las lineas celulares en estudio.

Se tomaron 100 espectros de masas distintos a los empleados en la biblioteca con pase
distinto de las diferentes lineas celulares.

7 RESULTADOS

7.1 Construccion de la biblioteca

Los tipos de espectros obtenidos de cada una de las lineas celulares se muestran en la tabla 8,
el rango m/z (103) fue de 3500 a 15000 (region completa) para las lineas celulares derivadas de
LA (K561, OCI-AML3, REH y U937), para la construccidén de la biblioteca se eligieron los 30
espectros de mejor calidad por cada una de las lineas celulares, luego del analisis con
dendrograma PCA, graficas PCA y mapa de calor se crearon 4 MSP (Tabla 10,11 y 12). Sin
embargo como se observa en la figura 4, al realizar la comparacion entre las 4 lineas celulares,
no se logran diferenciar las lineas celulares K562 y REH 14-03 (regién completa), con scores
superiores a 2.000 para éste ultimo MSP, asi mismo en la figura 6 ala 12, en los dendrogramas
MSP se observa mayor distancia entre el MSP K562 y REH, razdn por la cual se decide emplear
una region mas corta de 7000 y 13500 m/z, donde hay picos diferenciales con el MSP K562.

Tabla 7. Tipos de espectros en crudo obtenidos de acuerdo a las lineas celulares.

Linea | Tipo de espectro en crudo
celular
K562 S4000 K562 19 0:F4 M|

§30004
g

20004

10004

0

T ™ T ™ T ™ T ™ T g T g T
4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
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Figura 4. Comparacion MSP

Al comparar los MSPs obtenidos (en un rango 3000-15000 m/z) de las cuatro lineas celulares, se evidencié que al tomar este
rango tan amplio no se logra diferenciar adecuadamente la linea K562 y la linea REH. El score entre ellas dio muy similar y no
se observa identificacion diferenciada entre estas dos lineas celulares, como se observa en la figura 4.

Se mejora la calidad de la biblioteca reduciendo el rango de espectros entre 3500-7000 m/z ya que al analizar los diferentes
espectros, es en esta region que se evidenciaba mayor diferencia entre las lineas celulares K562 y REH.

Para optimizar la identificacion, se procede a cambiar el rango m/z (10%) de los MSPs de cada una de las lineas. El rango
seleccionado para las lineas K562, OCI-AML3 y U937 fue 3500 a 15.000, mientras que para la linea celular derivada de LLA:
REH el rango fue de 3500-7000, ya que en este rango, las cuatro lineas compartian entre si menor cantidad de picos.

Se realizo ajuste de los rangos m/z (10%) a fin de optimizar la identificacion entre las leucemias agudas, sin embargo en el caso
de la linea celular de leucemia linfoide aguda REH, se realiz6 la identificacion con los rangos m/z originales (3500-15000).



Tabla 8. MSP generados por cada una de las lineas celulares

Linea celular

Rango m/z

MSP generados de la biblioteca
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Figura 5. Espectros linea celular REH y REH_R (Region)

En la parte a, se observa la region entre 7000 y 13500 m/z, correspondiente al MSP REH, regién util para
realizar la diferenciacion con la linea celular derivada de LMA (K562), por el contrario en la parte b se emplea
la fraccion completa (3500-1500 m/z) necesaria para la validacion del MSP de la linea celular derivada de
LLA (REH), util para la diferenciacién con las lineas celulares OCl y U937.

7.2 Validacion

Para la linea K562, el 100% de los espectros validados tuvieron una identificacion correcta con
un rango de score entre 2.262 y 2.551, la segunda opcion de identificacion fue la linea celular
OCI3 con 63% (score superior a 2.000) y del 37% con scores un poco mas bajos (varian entre
1.724-1.998), con la linea celular REH (region 7000-13500 m/z) hubo 2% de identificacion en
rangos de 1.711 y 1.839, y el 98% no presentd identificacion de la misma manera sucedié con

la linea celular U937 (Figura 6).
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Figura 6. Validacion linea K562

Para la linea REH, el 100% de los espectros validados tuvieron una identificacion correcta para
la linea con scores altos, distribuidos de la siguiente manera: 85% con un rango de score entre
2.006 y 2435 y 15% con scores que varian entre 1.850 y 1996; la segunda opcion de
identificacion fue la linea celular OCI3 con 66% (scores entre 1.655-1998) y del 34% con scores
que varian entre 2.000 y 2.257, con las lineas celulares K562 y U937, no hubo identificacion,
con la modificacion en la region de la linea celular linfoide REH hubo 10% de identificacion en
rangos de 1.713 y 1.870, mientras que en el 90% restante no hubo identificacion (Figura 7).
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Figura 7. Validacién linea REH

Para la linea especifica de OCI-AML3, el 100% de los espectros validados tuvieron una
identificaciéon correcta para la linea con score superior a 2.000, la segunda opcion de
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identificacion fue la linea celular REH (regién completa) con 74% (score superior a 2.000) y del
26% con scores un poco mas bajos (varian entre 1.791-1.983), con las lineas cellares K562 y
U937 hubo nula identificacion, con la linea celular REH (region 7000-13500 m/z) hubo 7% de
identificacion en rangos de 1.700 y 1.808, y el 93% no present6 identificacion (Figura 8).
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Figura 8. Validacion linea celular OCI-AML3

Para la linea especifica de U-937, el 100% de los espectros validados tuvieron una identificacion
correcta para la linea con score superior a 2.000, las demas lineas celulares no presentaron

identificacion (Figura 9).
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Figura 9. Validacién linea celular U-937
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7.2.1 Validacion final

Se realizé6 outgroup, que es un grupo de organismos o lineas celulares distantes
filogenéticamente con las lineas celulares hematopoyéticas derivadas de leucemias agudas, en
este caso se usaron lineas celulares de tumores sélidos no hematopoyéticos CaCo2 y DU145,
linea celular de adenocarcinoma de colén y linea celular de cancer de prostata respectivamente,
se mostré un dendrograma que no evidencia identificacién cruzada de las diferentes lineas
celulares derivadas de LA con lineas celulares tumorales de neoplasias soélidas no
hematopoyéticas.

La importancia de usar outgroup en el presente estudio es establecer un punto de comparacion
para el grupo interno en este caso las lineas celulares derivadas de LA lo que permite determinar
las relaciones evolutivas del grupo interno.

MSP Dendrogram
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REH_R
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L [ [ [ [ [ [ [ [ [
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Figura 10. Dendrograma MSP outgroup linea celular CaCo2 adenocarcinoma colén.

El nivel de distancia que separaba la linea celular del adenocarcinoma rectal (CaCo2) de las
lineas celulares hematopoyéticas derivadas de LA fue grande y se lograron diferenciar los dos
tipos de lineas celulares: tanto la linea celular de adenocarcinoma de colén como de las lineas
celulares hematopoyéticas derivadas de LA, asi mismo se forman dos clados de las lineas
celulares derivadas de LMA (U937,0CI y K562) y la linea celular derivada de LLA (REH_R).
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Figura 11. Dendrograma MSP outgroup linea celular DU145 cancer de préstata.

En la linea celular de cancer de préstata (DUI145) el nivel de distancia que separaba las lineas
celulares hematopoyéticas derivadas de LA fue grande y se lograron diferenciar los dos tipos
de lineas celulares: tanto la linea celular de cancer de préstata como de las lineas celulares
hematopoyéticas derivadas de LA, asi mismo se forman dos clados de las lineas celulares
derivadas de LMA (U937,0CI y K562) y la linea celular derivada de LLA (REH_R), mostrando
divergencia entre ellas.
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8. Discusion

De acuerdo a la Clasificacion de los tumores de los tejidos hematopoyético y linfoide de la WHO
2016, el diagnédstico de LA se basa en hallazgos morfoldgicos, inmunofenotipo, genéticos y
gendémicos, que en conjunto pueden lograr un diagndéstico oportuno que repercuta en el
temprano inicio de la terapia, reduciendo asi la tasa de mortalidad en los pacientes (1) sin
embargo, en las ultimas dos décadas con la aparicion de la protedmica se ha demostrado que
una de las aplicaciones mas interesantes de ésta ciencia es precisamente clasificar las
leucemias agudas sin errar, la espectrometria de masas de péptidos y proteinas mediante
desorcion/ionizacién laser ultravioleta asistida por matriz se ha convertido en una herramienta
ideal gracias a tres caracteristicas: alta sensibilidad, capacidad para la determinacién de masas
muy precisa y el potencial para brindar la informacién estructural de las moléculas bajo
investigacion, lo que resultaria ser muy util en el acercamiento diagndstico de leucemias
agudas.(68)

Actualmente la caracterizacion de biomoléculas grandes como proteinas mediante
espectrofotometro de masas es bien conocida en la identificacibn de microorganismos, sin
embargo MALDI-TOF MS ha tenido utilidades mas versatiles en el campo de la hematologia y
en el cancer, puntualmente en la identificacién de biomarcadores que apoyan un diagndstico
efectivo, monitoreo y prediccién de la respuesta al tratamiento.(5)

En la tabla 4 se resumen los estudios protedmicos comparativos que muestran la capacidad
que para clasificar las leucemias agudas, una de las técnicas mas usadas fue MALDI-TOF-MS,
se buscé identificar perfiles de proteinas que soporten la diferenciacidén entre leucemias agudas
mieloides y linfoides, lo que mejora la comprensidn de la biologia de éstas dos neoplasias.(69)

El presente estudio es el primero realizado con el fin de identificar y comparar los espectros de
LA realizado por MALDI- TOF MS. Existe un estudio similar realizado en nifios con diagnéstico
de LMA y LLA antes de recibir tratamiento, asi mismo se utilizaron lineas celulares linfoides:
REH y 697; linea celular mieloide: Kasumi; y linea celular de leucemia bifenotipica
mielomonocitica: MV4;11, la tecnologia empleada fue SELDI-TOF (surface-enhanced laser
desorption/ionization), donde hallaron una proteina diferencial de 8,3 kDa, que corresponde a
una ubiquitina truncada, presente unicamente en las lineas celulares linfoides REH y 697,
ésta proteina diferencial es sugerida como potencial biomarcador que puede apoyar la
diferenciaciéon entre LMA y LLA, sin embargo es necesario ampliar estudios para diluicidar la
importancia de ésta proteina en la etiologia de la leucemia linfoide aguda infantil.(8).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el desempeno de la tecnologia MALDI TOF MS en
la identificacion de lineas celulares derivadas de leucemia linfoide aguda B y leucemias
mieloides agudas. Se emplearon lineas celulares derivadas de leucemias agudas, por un lado
se empled la linea K562 debido a su capacidad proliferativa e invasiva, si bien originalmente fue
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aislada de un paciente con diagndstico de leucemia mieloide cronica, su trasformacién blastica
le confiere caracteristicas de comportamiento agudo, adicionalmente se encuentra en un
estadio de diferenciacién muy temprano, su uso es bien conocido en el estudio de progenitores
mieloides. (70) La linea celular REH, muestra caracteristicas como la alta tasa de multiplicacion
en cultivo celular lo que la diferencia de otras lineas celulares linfoides.(71)

La linea celular derivada de leucemia mieloide aguda OCI-MLA3, muestra caracteristicas
fenotipicas tipicas de la LMA con mutacién en el gen que codifica para nucleofosmina (NPM)
que le confiere potencial proliferativo, esto debido a la interaccidén entre dos proteinas: NMP y
ARF/p53, a fin de proteger de la degradacién a la proteina ARF/p53 se da la asociacién entre
éstas dos proteinas nucleolares, la proteina ARF/p53 participa en el desencadenamiento de la
detencidn del ciclo celular y los programas apoptéticos en respuesta al estrés oncogénico, la
proteina NMP cuando sufre mutaciones en el exén 12 del gen NPM1 cambia su localizacion, se
ubica en el citoplasma de manera aberrante desestabilizando a la proteina ARF (72)(73), lo que
resulta en la resistencia a la apoptosis por dafio UV o por hipoxia (74)

Asi mismo esta linea celular alberga la mutacion D3Amut que actua como un inductor de
transicion epitelio mesénquima (EMT), importante en la plasticidad de las células cancerosas y
la diseminacion metastasica, la mutacion D3Amut conduce a la desmetilacién del TWIST1
facilitando asi la migracion celular leucémica aberrante. (75)

La linea celular U-937 es importante en la investigacion biolégica de las LMA por la facilidad de
mantener en cultivo, asi como su estadio de maduraciéon de macrofago, son células derivadas
de progenitores neoplasicos monociticos y bioquimicamente difieren del perfil citoquimico de
una leucemia mieloide aguda monocitica, esto puede ser explicado por la naturaleza de la
neoplasia: Leucemia/linfoma histiocitico difuso(76) .

En la construccion de la biblioteca con los cuatro MSP inicialmente no hay diferenciacion entre
las lineas celulares derivadas de LMA (K562) y de LLA-B (REH) cuando se emplea el fragmento
completo (3500-15000 m/z). Por esta razdn, se requirio restringir el rango de masas de 7000 a
13500 m/z, identificando que en esta regidn se retienen picos mas significativos y, al mismo
tiempo, se eliminan picos con un comportamiento similar, como se muestra en la figura 5.

En cuanto a la lineas celulares derivadas de LMA: K562 y OCI, los resultados de la validacion
identifican en su totalidad la linea K562, como segunda opcion se identificé la linea celular OCI
como se evidencia en la figura 5, obteniéndose scores muy cercanos entre ellas. Para el analisis
del resultado en esta linea celular es imperativo tener en cuenta que se empled la regién
restringida del rango de masas de la linea celular linfoide REH, porque con la regién completa
no genero6 diferenciacion, con la region restringida realizé diferenciacion, respaldando asi el
potencial de MALDI-TOF MS en la diferenciacién de lineas celulares de leucemias agudas.
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Respecto a la linea celular REH, presenta identificacion en el 100% en la validacién, sin
embargo como segunda opcidén con scores superiores a 2.000 (34%) y scores entre 1.655-1998
(66%) se encuentra la linea celular OCI. En la tabla 8 se muestran los diferentes tipos de
espectros de acuerdo a cada linea celular, por lo que presentan similitud de picos altos
alrededor de 5.000 m/z y en otras regiones del espectro, lo que puede explicar el resultado. Es
importante destacar que se empled la regidn completa, que al compararla con la region
(REH_R) no genera identificacion, posiblemente por la eliminacién de picos de comportamiento
similar a la hora de restringir el rango de masas. Respecto a las lineas celulares derivadas de
LMA K562 y U937 no hubo identificacién con ellas, es decir no hubo identificacion cruzada, los
scores fueron menores a 1.699, lo que demuestra la capacidad de MALDI-TOF MS para la
discriminacion de las lineas celulares mieloides de las linfoides.

La linea celular derivada de LMA OCI-AML3, muestra identificacion del 100% en la validacion,
como segunda opcién se encuentra la linea celular REH (fragmento completo: 3500-
15.000m/z), sin embargo cuando se emplea la regidon restringida (REH_R) logra una
diferenciacién destacable, o que sugiere emplear el rango de 7000-13.500m/z para la
validacién general de las lineas generales, dado el rendimiento mostrado en la mayoria de
lineas celulares analizadas. No se observa identificacion con las lineas celulares K562 y U937,
ratificando una vez mas la capacidad de discriminacion de MALDI-TOF MS.

La heterogeneidad biolégica de la linea celular U937 tiene su origen en la naturaleza del tumor:
Leucemia/linfoma histiocitico difuso, el tejido en el que fue aislada: efusion pulmonar y el estadio
de maduracion en el que se encuentra: macrofago, o que puede explicar distancia en los
dendrogramas MSP con las demas lineas celulares, asi como los resultados en la diferenciacién
con las mismas, teniendo en cuenta que el estadio de maduracion de ellas son células blasticas.

Como se observa en la validacion de las bibliotecas REH y OCI-AML3, las segundas opciones
de identificacion fueron OCI-AML3 y REH, respectivamente con scores muy cercanos, es
importante tener en cuenta que éstos scores fueron disefiados para identificacion microbiana y
no para lineas celulares derivadas de leucemias agudas, por lo que se sugiere en estudios
futuros establecer scores propios para lineas celulares en estudio.

En la validacién final se incluyeron diferentes MSP de lineas celulares tumorales humanas no

hematopoyéticas como outgroup, con el objetivo de analizar las diferencias y similitudes entre
si, no se evidencio identificacion cruzada ni interferencia con ninguna de ellas.
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9. Conclusiones

El rendimiento de la tecnologia MALDI-TOF MS para diferenciar lineas celulares
derivadas de leucemia mieloide aguda y linfoide aguda (K562, U937, OCI3 y REH) fue
eficiente, ya que con buen analisis y una adecuada seleccion de espectros se crean MSP
derivados de las bibliotecas con la capacidad de discriminar las diferentes lineas
celulares.

Con la restriccion de un rango de masas en la linea celular linfoide REH, se observé que
alli se retienen los picos mas significativos y se eliminan picos con un comportamiento
similar, evitando identificaciones cruzadas entre las lineas celulares.

El apoyo diagnostico a futuro de MALDI-TOF MS, beneficia a los laboratorios
responsables de leucemias agudas en la reduccién de tiempos, recursos e inicio
temprano de terapias que repercuten en la mejora de la calidad de vida de los pacientes.
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10.Perspectivas y aplicaciones

Para darle continuidad a este estudio se sugiere realizar la comparacién entre las lineas
celulares derivadas de leucemia mieloide aguda y de leucemia linfoide aguda B en muestras de
sangre periférica o aspirado de médula 6sea a fin de respaldar los resultados presentados en
este estudio, de manera interesante seria util la identificacidn y diferenciacion de los diferentes
subtipos de LMA y LLA mediante MALDI-TOF MS, para a futuro convertirse en una herramienta
estandar en el andlisis y diagndstico de leucemias agudas.

Teniendo en cuenta la complejidad en la biologia de las leucemias agudas, se sugiere ampliar
estudios protedmicos profundos que contemplen el analisis de la expresion de proteinas que
explique el estado de actividad funcional de las células, repercutiendo en la identificacién de
marcadores de actividad proteica para proporcionar una mejor estratificacion del riesgo, asi
como para proporcionar orientacion terapéutica dirigida en leucemias agudas.

La aplicacion mas importante es la disponibilidad de la libreria en centros de diagndstico que
tengan en sus instalaciones el instrumento Microflex LT MALDI- TOF MS, con el objetivo de
realizar un screening en muestras de sangre periférica 0 médula ésea que tengan sospecha
clinica de leucemia aguda.
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ANEXOS
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