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Resumen Abstract Resumo

En Colombia, durante la última década, la 
leucemia linfoblástica aguda (LLA) ha causado 
más del 40% de las muertes por cáncer en 
menores de edad. Entre los factores que 
influyen en estas cifras, el diagnóstico tardío 
es uno de los factores que más afecta el 
éxito del tratamiento. Por lo anterior, esta 
investigación se centró en el estudio del 
proteoma plasmático de niños colombianos 
diagnosticados con LLA tipo B, en comparación 
con controles en la búsqueda de proteínas que 
podrían ser clasificadas como biomarcadores 
de diagnóstico. En vista de los avances en las 
herramientas proteómicas y de espectrometría 
de masas y teniendo en cuenta que son una 
alternativa para abordar la complejidad 
molecular de enfermedades como el cáncer, se 
utilizó una aproximación proteómica basada en 
una separación por electroforesis bidimensional 
diferencial (2DE-DIGE) con posterior 
separación por cromatografía líquida acoplada 
a espectrometría de masas (LC-MS) en tándem. 
Se encontraron ocho proteínas con expresión 
diferencial en plasma de pacientes con LLA-B, 
entre las cuales resaltan la Serotransferrina, la 
Alfa-1-antitripsina, la Haptoglobina, la Alfa-2-
glicoproteína de zinc y el Complemento C3.

In Colombia, during the last decade, acute 
lymphoblastic leukemia (ALL) has caused more 
than 40% of cancer deaths in children. Among 
the factors that influence these figures, late 
diagnosis is one of the factors that affects the 
treatment success. Therefore, this research 
focused on the plasma proteome study of 
Colombian children diagnosed with B-cell ALL, 
as compared with healthy controls in the search 
of proteins that could be classified as diagnostic 
biomarkers. Now, in view of the advances in the 
proteomics and mass spectrometry tools and 
taking into account that they are an alternative 
to address the molecular complexity of diseases 
such as cancer, a proteomic approach, based on 
bidimensional difference gel electrophoretic 
separation (2DE-DIGE) coupled to LC-MS/
MS, was used. We found eight differentially 
expressed proteins in plasma from B-cell ALL 
patients as follows: Serotransferrin, Alpha-
1-antitrypsin, Haptoglobin, Zinc-alpha-2-
glycoprotein, and Complement C3.

Na Colômbia, durante a última década, a 
leucemia linfoblastica aguda (LLA) tem sido o 
câncer com maior incidência, com mais de 40% 
das mortes por câncer em menores atribuídas a 
essa doença. Entre os fatores que influenciam 
esses números, o diagnóstico tardio talvez seja 
o fator mais sensível que afeta negativamente o 
sucesso do tratamento. Esta pesquisa enfocou 
o estudo do proteoma plasmático de crianças 
colombianas diagnosticadas com LLA tipo B, 
dada a sua alta incidência, em comparação com 
controles na busca por proteínas que poderiam 
ter potencialidade para serem classificadas como 
biomarcadores diagnósticos. Agora, em vista 
dos avanços nas ferramentas de proteômica e 
espectrometria de massa e sabendo que eles são 
uma alternativa para abordar a complexidade 
molecular de doenças como o câncer, usamos 
uma abordagem proteômica baseada em uma 
separação por eletroforese bidimensional 
diferencial (2DE-DIGE) com subsequente 
separação por cromatografia líquida acoplada 
a espectrometria de massa em tandem. 
Encontramos 8 proteínas com expressão 
diferencial no plasma de pacientes com LBA, 
dentre os quais a Serotransferrina, a Alfa-1-
antitripsina, a Haptoglobina, a Glicoproteína 
alfa-2-zinco e o Complemento C3.
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Introducción

La leucemia linfoblástica aguda es una enfermedad heterogénea 
caracterizada por mecanismos alterados de auto-renovación, proliferación y 
diferenciación en células progenitoras hematopoyéticas comprometidas con 
el linaje linfoide. Las células leucémicas son comúnmente conocidas como 
blastos y su fenotipo leucémico resulta de múltiples lesiones genéticas/
epigenéticas en células progenitoras hematopoyéticas [1]. La clasificación 
actual de la LLA según la Organización Mundial de la Salud (OMS) se 
basa en la clasificación de inmunofenotipo y de marcadores citogenéticos y 
moleculares [2, 3]. Gracias a los avances en la comprensión de la genética 
molecular y la patogénesis de la enfermedad, la incorporación de la terapia 
adaptada al riesgo y la llegada de nuevos agentes quimioterapéuticos 
dirigidos, las tasas de curación y los resultados de supervivencia para los 
pacientes con LLA han mejorado drásticamente en las últimas décadas, 
principalmente en niños. En los países desarrollados se reportan tasas de 
sobrevida a cinco años de hasta más del 90% [4]. No obstante, en países 
de América Latina, las tasas de incidencia y mortalidad son muy altas [5]. 

En Colombia se estima que la tasa de mortalidad supera el 50% de 
los casos diagnosticados de LLA pediátrica [6]. Este hecho desfavorable 
se debe, principalmente, a barreras en el acceso a los sistemas de salud, 
diagnóstico incorrecto o tardío, tratamiento no oportuno o abandono del 
mismo, así como el impacto por múltiples traslados, demoras, instalaciones 
médicas inadecuadas y, en general, factores socioeconómicos bajos, lo cual 
impide un acceso igualitario a toda la población [7]. Por lo anterior, se hace 
necesario contar con un sistema de detección temprana de la enfermedad en 
la población colombiana, que permita realizar un tamizaje de la población y 
ayude a mitigar el alto impacto de la LLA en nuestro país. 

El análisis proteómico ha sido una estrategia ampliamente utilizada, 
particularmente en la búsqueda de biomarcadores en fluidos biológicos de 
fácil acceso como orina, saliva, lágrimas y sangre. Esta última es una de 
las preferidas, debido a que transporta gran cantidad de proteínas con el 
potencial de considerarse moléculas biomarcadoras liberadas por órganos 
y tejidos alterados o enfermos o producidas en respuesta a dicha alteración 
[8, 9].

En este trabajo se utilizó una estrategia de proteómica comparativa 
basada en gel con un marcaje diferencial de las proteínas con moléculas 
fluorescentes (CyDyes), lo cual permite distinguir las proteínas provenientes 
de muestras de plasma de pacientes frente a las de controles sanos. 
Se utilizó una mezcla de todas las muestras como estándar interno para 
comparar y normalizar los resultados [7, 10, 11]. Posteriormente, a través de 
la separación por cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 
en tándem LC-MS/MS, se buscó identificar proteínas diferencialmente 
expresadas. 

Estos enfoques proteómicos día tras día se han convertido en una 
poderosa tecnología en investigación biológica y actualmente permite la 
caracterización del proteoma plasmático en gran profundidad [9, 12]. Los 
avances en las tecnologías basadas en proteómica han permitido identificar 
con éxito varios biomarcadores prometedores en diversos tipos de cáncer 
[13–15].

Para LLA solo se encuentran unos pocos estudios relacionados con la 
búsqueda de biomarcadores para diagnóstico temprano de la enfermedad. 
Saha et al. [16] presentaron un estudio proteómico comparativo basado 
en gel de linfocitos B de pacientes con LLA tipo B (LLA-B) y controles 
sanos e identificaron 79 proteínas reguladas diferencialmente en las células 
malignas. Xu et al. [17], mediante shotgun proteomics, identificaron 86 
proteínas expresadas diferencialmente en muestras de médula ósea de 
pacientes pediátricos con LLA-B de alto riesgo versus pacientes sanos, 
resaltando 35 proteínas que eventualmente tendrían roles importantes en la 
leucomogénesis. 
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Así, teniendo en cuenta lo anterior, nuestra investigación estuvo 
dirigida a la búsqueda de proteínas alteradas en una muestra de fácil acceso 
como la sangre que puedan clasificarse como biomarcadores de diagnóstico 
o pronóstico para LLA infantil. Este enfoque no solo traería beneficios en 
cuanto a la facilidad de acceso a la muestra, sino que, además en etapas 
posteriores de investigación, podría escalarse al diseño de una prueba de 
tamizaje que guíe el diagnóstico inicial de la enfermedad en centros de 
menor complejidad. 

El material biológico se colectó en el Grupo de Investigación en Hormonas, 
bajo el proyecto Estudio exploratorio de potenciales biomarcadores en 
Leucemia Linfoide Aguda en Colombia. Las muestras de sangre periférica 
se obtuvieron de seis pacientes, de sexo masculino o femenino entre 1 y 
10 años, diagnosticados con LLA-B y sin tratamiento para la enfermedad 
(Tabla 1). Este grupo constituye el grupo Casos: P1 a P6. Los padres de los 
pacientes firmaron el consentimiento informado de inclusión en el estudio, 
con la colaboración del centro de Hemato-oncología del Instituto Nacional 
de Cancerología E.S.E. y el Hospital Departamental de Villavicencio 
durante un periodo de dos años. El grupo Controles (C1 a C6) se compone 
de muestras de sangre periférica de voluntarios sanos asistentes a control 
pediátrico en el Servicio de Salud UNISALUD, cumpliendo los mismos 
criterios de número, sexo y rango de edad que los pacientes con LLA-B. 
Los protocolos de trabajo fueron avalados por los comités de ética de las 
instituciones participantes en el estudio. 
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Materiales y métodos

Muestras de pacientes

Característica Controles Casos

Edad (años) 6 (3-9) 4,5 (2-9)

Sexo (masculino/femenino) 6/0 4/2
Conteo total de glóbulos blancos 
(x109/L) - 3,89 (0,47-112,8)

Hemoglobina (g/dL) - 8,3 (5,02-10,9)
Porcentaje de blastos en médula 
ósea - 61 (35-80)

Tabla 1. Características clínicas de los pacientes.

Los datos son presentados como la media (rango mínimo y máximo) excepto el sexo.

Separación de plasma e inmunodepleción

El plasma se obtuvo centrifugando la sangre a 1300 G durante 10 min a 4 
°C, seguido de una segunda centrifugación a 2400 G durante 20 min. Se 
tomaron alícuotas de 50 µL y se almacenaron a -70 °C hasta su análisis. La 
cuantificación de proteína total en plasma se realizó por el método del ácido 
bicinconínico (BCA, PierceTM, Thermo ScientificTM Rockford, Ll, USA). 

Se realizó inmunodepleción del plasma utilizando el sistema en 
columna de inmunoafinidad ProteoPrep® (Immunoafinity Albumin and 
IgG Depletion kit, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), para remover 
específicamente albúmina e inmunoglobulina G. El procedimiento se siguió 
de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se cargaron 2 mg de proteína 
equivalentes a 30 µL de plasma aproximadamente; se eluyeron las proteínas 
con ProteoPrep® Immunoaffinity Equilibration Buffer y se cuantificó la 
cantidad de proteína recuperada en la fracción eluída, utilizando el método 
del BCA (PierceTM, Thermo ScientificTM Rockford, Ll, USA). 



Posteriormente, la muestra inmunodepletada se precipitó por adición de 
ácido tricloroacético (TCA) frío, suficiente para obtener una concentración 
del 10%.  Se incubó durante 1 h a -10 °C y se centrifugó a 8500 G por 15 
min a 4 °C. El pellet se lavó tres veces con acetona fría y una última vez 
con una mezcla acetona-agua 90:10; en todos los casos se centrifugó a 8500 
G por 5 min a 4 °C. La proteína se secó y se almacenó a -70 °C hasta el 
momento de su análisis.
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Se solubilizaron 100 μg de proteína sometida a inmunodepleción en 50 μL 
de buffer de lisis (Urea 8 M, CHAPS 4% p/v, tris base 20 mM pH 8,5). Se 
procesó en frío con un sonicador ultrasónico de punta Vibra-cell® con 10 
pulsos de 10 s de una amplitud del 40%. Posteriormente, se agitó con vórtex 
durante 30 s y luego se centrifugó a 20000 G durante 15 min a 4 °C. 

Se realizaron cuatro mezclas de muestras: Mezcla 1 (pacientes 1-3), 
Mezcla 2 (pacientes 4-6), Mezcla 3 (controles 1-3) y Mezcla 4 (controles 
4-6) con volúmenes iguales de cada muestra, 25 µL en cada caso. Se 
cuantificó la cantidad de proteína utilizando el método RcDc® (Bio-Rad®, 
Hércules, CA, USA) y el resto de muestra se almacenó a -80 °C hasta el 
momento del marcaje DIGE. 

Preparación de la muestra para electroforesis 
bidimensional diferencial

Las proteínas marcadas se cargaron mediante el método de carga 
en copa en tiras de gel de acrilamida de 24 cm con un gradiente lineal 
inmovilizado de pH 4 a 7 (ReadyStripsTM IPG strips pH 4-7, Bio-Rad®) 
previamente rehidratadas pasivamente durante 16 h con 450µL de buffer de 
isoelectroenfoque (Urea 8 M, CHAPS 2%, trazas de azul de bromofenol), 
1% de IPG Buffer pH 4 a 7 y DeStreakTM 97 mM (GE Healthcare- 
Björkgatan, Uppsala, Sweden). 

Las tiras se colocaron en una bandeja de cerámica que se situó en 
la unidad de focalización Ettan IPGphorTM II system (GE Healthcare- 
Björkgatan, Uppsala, Sweden) utilizando 50 μA/tira a 20 °C. Se cubrió toda 
la tira con IPG Cover Fluid (GE Healthcare- Björkgatan, Uppsala, Sweden) 
para evitar la precipitación de la urea. 

Se siguió una rampa de voltaje así: 300 V durante 3 h, gradiente lineal de 
1000 V en 6 h, gradiente lineal de 8000 V en 2 h y finalmente 8000 V hasta 
estabilizarse, hasta completar 70000 Vh. Finalizado el isoelectroenfoque, 
las tiras se incubaron con DTT 65 mM en buffer de equilibrio (Tris pH 8,8 
50 mM, urea 6 M, glicerol 30% (v/v), SDS 2%, y trazas de azul bromofenol) 
durante 15 min y luego con IAA 143 mM en buffer de equilibrio durante 
otros 15 min. A continuación, las proteínas se separaron por electroforesis 
SDS-PAGE en geles de poliacrilamida del 13% usando el sistema EttanTM 
Dalt Six device (GE Healthcare- Björkgatan, Uppsala, Sweden) a 20 °C.

Inmediatamente después de la adquisición de imágenes, los geles se 
sometieron a un proceso de tinción con plata [18], con el fin de visualizar los 
spots de proteína y consecuentemente llevar a cabo el proceso de corte de 
los spots diferencialmente expresados, resultado del análisis de imágenes. 
Los spots cortados se sometieron a digestión con tripsina (Promega, 
Madison, WI, USA) en un digestor automático Digest ProMS y el extracto 
con los péptidos se concentró en Speed VacTM hasta sequedad. Los péptidos 
trípticos se suspendieron en 20 µL de una solución de ACN:TFA al 0,1% 
y se analizaron en un sistema LC acoplado en línea con un espectrómetro 
de masas Orbitrap LTQ XL (Thermo Fisher Scientific) equipado con una 
fuente de iones nanoESI. Se utilizó un cartucho de preconcentración C18 
(Agilent Technologies) conectado a una columna C18 de 75 μm (Nikkyo 
Technos Co.). 
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Proceso de marcaje y 2DE-DIGE 

Las proteínas se marcaron utilizando el kit Amersham CyDyeTM DIGE Fluor, 
minimal dye labeling kit UK, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
Se tomaron 50 μg de proteína de cada una de las mezclas obtenidas y se 
marcaron con 400 pmol de los fluoróforos Cy3 o Cy5 en hielo y en oscuridad 
durante 30 min. En ambos estudios se introdujo un estándar interno que 
contenía cantidades iguales de cada mezcla marcada con el fluoróforo Cy2. 
La reacción de marcaje se detuvo con 1 μL de lisina 10 mM en hielo durante 
10 min en oscuridad. Tras la reacción de marcaje, las mezclas y el estándar 
interno se combinaron según el diseño experimental descrito en la Tabla 2. 
Cada una de estas cuatro preparaciones de muestras marcadas se diluyeron 
1:1 con buffer de isoelectroenfoque (Urea 8 M, CHAPS 2%, trazas de azul 
de bromofenol, 1% de IPG Buffer pH 4-7 (GE Healthcare- Björkgatan, 
Uppsala, Sweden) y DTT 130 mM).

Tabla 2. Diseño experimental para estudio comparativo por análisis DIGE.

Adquisición y análisis de imágenes

La adquisición de imágenes se realizó en el escáner de fluorescencia 
TyphoonTM FLA 9500 (GE Healthcare). Las imágenes resultantes 
correspondieron a la fluorescencia emitida por los fluorocromos Cy2, Cy3 y 
Cy5 unidos a las proteínas presentes en cada gel. Las longitudes de onda de 
excitación/emisión fueron correspondientemente Cy2 (473/520 nm), Cy3 
(532/580 nm) y Cy5 (635/670 nm), todos los geles se escanearon a una 
resolución de 100 μm. 

Las imágenes se analizaron usando el software Progenesis SameSpots 
v4.5 (Nonlinear Dynamics Ltd.), con el fin de detectar spots de proteína en 
cada gel y evaluar la expresión diferencial de los mismos en los dos grupos 
de estudio Controles versus Casos. La cuantificación de los spots de proteína 
se normalizó usando el estándar interno (Cy2). Todas las imágenes de geles 
se alinearon a la imagen de estándar interno correspondiente (Cy2) y cada 
imagen de estándar interno se alineo a un gel de referencia (elegido por el 
usuario o sugerido por el programa). Después de la detección y el filtrado 
de spots de proteína, las imágenes se separaron en dos grupos (Controles 
y Casos) y se analizaron para determinar los cambios significativos en la 
abundancia de spots en el mapa 2-D.

Análisis mediante espectrometría de masas en 
tándem 

Cy3 Cy5 Cy2 Estándar 
interno

Gel 1 Mezcla 1- 
CASOS 1-3

Mezcla 3- 
CONTROLES 1-3 Mezcla 1- a Mezcla 4

Gel 2 Mezcla 2- 
CASOS 4-6

Mezcla 4-
CONTROLES 4-6 Mezcla 1- a Mezcla 4

Gel 3 Mezcla 3- 
CONTROLES 1-3

Mezcla 1- 
CASOS 1-3 Mezcla 1- a Mezcla 4

Gel 4 Mezcla 4- 
CONTROLES 4-6

Mezcla 2- 
CASOS 4-6 Mezcla 1- a Mezcla 4



La separación se realizó a un flujo de 0,3 μL/min en un gradiente de 
30 min de ACN de 3 a 40% (disolvente A: TFA al 0,1%, disolvente B: 
acetonitrilo-0,1% de TFA). El sistema de HPLC estaba compuesto por una 
bomba nano capilar Agilent 1200, una bomba binaria, un microinyector 
termostático y una válvula de microinterruptor. El Orbitrap LTQ XL se 
trabajó en modo de iones positivos con una tensión de rociado de 1,8 kV.

Los espectros de masa (MS1) se registraron en el rango m/z 400-1800 
a una resolución de 60000 en modo DDA y se seleccionaron los 10 iones 
precursores de mayor intensidad para fragmentación (MS/MS) por CID. El 
sistema se controló por el programa XcaliburTM (Thermo Fischer Scientific) 
y los resultados se exportaron en formato Thermo Raw.
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La estrategia 2DE-DIGE junto con el análisis LC-MS/MS utilizada en 
esta investigación, con un proceso previo de inmunodepleción de dos de 
las proteínas más abundantes en plasma sanguíneo (IgG y albúmina) nos 
permitió visualizar los proteomas plasmáticos de los dos grupos de estudio, 
observar diferencias en el perfil de spots de proteínas mediante el análisis 
de imágenes e identificar las proteínas diferenciales. 

De acuerdo con el programa Progenesis SameSpots v4.5 (Nonlinear 
Dynamics Ltd.) se alinearon un total de 1722 spots de proteínas en cada 
gel (Figura 1), que se localizaron en un intervalo de pI entre 4 a 7. Entre 
estos, 22 spots fueron diferenciales con un valor de P<0,05 y un fold change 
>2; 10 spots de proteínas aumentados en las muestras de los pacientes y 5 
disminuidos. 

El análisis de PCA refleja de manera visual similitudes o diferencias 
entre los geles (Figura 2). Este análisis mostró que los proteomas 
correspondientes al grupo control (cuadrante izquierdo, puntos azules) 
fueron diferentes a los del grupo de pacientes con LLA-B (cuadrante 
derecho, puntos rosados).

Del gel se cortaron 16 de los 22 spots diferenciales, porque, aunque 
se visualizaron en el programa Progenesis SameSpots, no todos fueron 
visibles con la tinción con plata. Luego de la digestión con tripsina y del 
análisis LC-MS/MS, se realizó el proceso de identificación de proteínas 
utilizando el algoritmo SEQUEST en el programa Proteome Discoverer 
(Thermo Fisher Scientific); las proteínas identificadas se muestran en la 
Figura 3 y en la Tabla 3. Seis proteínas tienen abundancia mayor en las 
muestras de pacientes: Haptoglobina, Zinc-alfa-2-glicoproteína, Alfa-1-
antitripsina, Serotransferrina, Complemento C3 y la Alfa-2 Glicoproteína 
rica en leucina y dos proteínas, la Apolipoproteína AI y la cadena gamma 
del Fibrinógeno, se encuentran disminuidas en las muestras de pacientes.
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Resultados y Discusión

Análisis DIGE de proteínas plasmáticas 
diferencialmente expresadas entre pacientes 
LLA-B y controles

Identificación de proteínas

Los espectros se analizaron usando el software SEQUEST (Proteome 
Discoverer v1.4, Thermo Fisher Scientific) con los siguientes parámetros: 
tolerancia de masas de péptidos 20 ppm, tolerancia de fragmentos 0,6 Da, 
enzima establecida como tripsina y tolerancia hasta una escisión perdida, 
modificación dinámica de metionina (+16 Da) y acetilación N-terminal 
(+42 Da), modificación fija de carbamidometilación de cisteína (+57 Da). 
Se utilizó para la búsqueda la base de datos humana UniProtKB/Swiss-Prot 
[19], descargada el 16 de mayo de 2016, a la cual se le agregaron algunos 
contaminantes comunes.

Análisis bioinformático

Para comprender mejor la relevancia biológica de las proteínas diferenciales, 
realizamos un análisis de enriquecimiento funcional con ClueGO versión 
2.3.4 [20] en Cytoscape versión 3.4.0 [21], aplicación que facilita la 
visualización de genes funcionalmente relacionados que se muestran como 
una red y un gráfico agrupados. Se estableció el nivel de término GO de 3 
a 8, teniendo en cuenta anotaciones para todas las evidencias excepto las 
inferidas electrónicamente (IEA) con un P<0,05, mínimo de 2 a 4 genes 
de pertenencia al clúster y de 3 a 5% de genes compartidos; estos son 
parámetros de nivel medio en ClueGO. El enriquecimiento de anotaciones 
se realizó mediante test de distribución hipergeométrica en el lado derecho 
con un umbral de P<0,05, aplicando corrección de Bonferroni y el método 
step-down para ajustar los valores P. Se utilizó la opción GOFusion para 
combinar términos similares, los cuales se agruparon usando un umbral de 
puntaje Kappa de 0,4. El ajuste de agrupamiento de términos de ontología 
de genes (GO) se realizó con un tamaño de grupo inicial de 1 y la fusión de 
grupos se estableció en el 50%. 

Paralelamente, se realizó un análisis de redes de interacción de 
proteínas con el fin de obtener información de relaciones físicas y 
funcionales predichas para las proteínas diferencialmente expresadas. El 
primer análisis de redes se realizó en STRING v.10.5 [22], que proporciona 
información sobre interacciones experimentales y predichas de diversas 
fuentes basadas en vecindad, fusión de genes, co-ocurrencia, co-expresión, 
datos experimentales y minería de datos en literatura. Finalmente, se realizó 
un análisis de redes de interacción de proteínas utilizando la aplicación 
CluePedia253 v 1.3.4 empleando la base de datos de acciones de STRING 
v.10.5 [22]. En este caso se realizó un enriquecimiento en nodos hub 
adicionando para cada análisis 10 nodos.

Análisis estadístico 

Todos los geles se compararon entre sí y los valores de fold change así como 
los valores de P de todos los spots se calcularon en el software SameSpots 
utilizando un análisis ANOVA de una vía. 

Análisis bioinformático

Las ontologías sobrerrepresentadas en el listado de proteínas diferencialmente 
expresadas se analizaron por enriquecimiento de términos GO. El resultado 
del análisis se muestra como una red de términos agrupados funcionalmente 
(Figura 4A) en el que cada nodo es un término. Los colores iguales definen 
la pertenencia al grupo y cada arista refleja la relación entre los términos 
basado en la similitud de los genes asociados. El término líder del grupo es 
el término sobresaliente en cada agrupamiento o clúster. 

La red obtenida muestra una prevalencia de términos que se relacionan 
con la regulación del proceso metabólico de triglicéridos, regulación de la 
adhesión heterotípica célula-célula, además de otros procesos biológicos 
relacionados más directamente con la naturaleza misma de la muestra: 
procesos de degranulación de plaquetas, captación del grupo hemo del 
plasma y cascadas de complemento y coagulación [23, 24].

Resulta particularmente interesante encontrar relacionado el proceso 
metabólico de triglicéridos dada su relevancia en estados malignos. 

Se consideraron diferenciales a los spots de proteínas con un valor 
de P<0,05 y una variación de abundancia absoluta (fold change) >1,5. 
Se realizó un Análisis de Componentes Principales (PCA) dentro del 
software SameSpots con los valores del volumen de los spots considerados 
diferenciales. Los resultados de identificación de proteínas se filtraron por 
péptido, dos péptidos por proteína y confianza peptídica alta (1% FDR).
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Figura 1: Perfiles representativos del ensayo 2DE-DIGE de plasma inmunodepletado de pacientes LLA-B y controles. 
Se separaron 150μg de plasma por 2D-PAGE usando tiras IPG de 18cm pH 4 a 7 lineal y geles de poliacrilamida al 13%. Las imágenes se adquirieron con un 
escáner de fluorescencia TyphoonTM. A. Fluorescencia azul (Cy2) Estándar interno, B. Fluorescencia verde (Cy3) Pacientes LLA-B, C. Fluorescencia roja 
(Cy5) Controles, D. Imágenes sobrepuestas con los tres fluorocromos. 

Figura 2. Análisis de componentes principales de datos de volumen de los spots. La figura ilustra los dos componentes principales que explican la mayoría de 
las variaciones en el conjunto de datos, trazadas una contra la otra. Cada gel individual se muestra mediante puntos en los que se indican los geles del grupo 
control con puntos azules y los geles del grupo de pacientes con LLA-B con puntos rosados. Los spots de proteína se indican con su número identificador.
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Figura 3. Análisis de imágenes mediante Progenesis SameSpots v4.5 en plasma inmunodepletado de pacientes LLA-B y controles. A. Gel representativo 1 
teñido con plata donde se ubican los spots de proteína diferencialmente expresados con un P<0,05 y un fold change> 2. B. spot 5047: vista 3D en un mismo 
gel y vista 2D en varios geles. C. spot 4294: vista 3D en un mismo gel y vista 2D en varios geles.
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Tabla 3. Proteínas con expresión diferencial entre muestras de pacientes LLA-B y controles.

Spot Expresión en 
pacientes 

Código
Uniprot Descripción Puntuación #péptidos 

únicos
MW 
[Da]

Valor
de P

Fold
change

pI 
Teórico

2894 Aumenta P01009 Alfa-1-antitripsina 163,99 22 46,707 0,0065 2,025 5,59

2906 Aumenta P01009 Alfa-1-antitripsina 163,99 22 46,707 0,0072 2,027 5,59

5046 Disminuye P02647 Apolipoproteína AI 24,52 7 30,759 0,0006 3,150 5,76

5047 Disminuye P02647 Apolipoproteína AI 14,33 2 30,759 0,0087 2,205 5,76

5053 Disminuye P02647 Apolipoproteína AI 24,52 7 30,759 0,0145 3,994 5,76

5054 Disminuye P02647 Apolipoproteína AI 24,52 7 30,759 0,0016 6,652 5,76

5061 Aumenta P01024 Complemento C3 23,98 5 187,030 0,0109 2,651 6,40

4294 Aumenta P00738 Haptoglobina 52,39 10 38,427 0,0118 11,47 6,60

3075 Aumenta P00738 Haptoglobina 52,39 10 38,427 0,0132 2,799 6,60

3085 Aumenta P00738 Haptoglobina 52,39 10 38,427 0,0086 2,728 6,60

5065 Aumenta P00738 Haptoglobina 52,39 10 38,427 0,0135 4,050 6,60

3206 Disminuye P02679 Cadena gamma del Fibrinógeno 6,50 2 49,465 0,0057 2,685 6,09

3080 Aumenta P25311 Zinc Alfa -2-glicoproteína 34,93 8 34,237 0,0096 2,646 6,05

5063 Aumenta P02750 Alfa-2-glicoproteína rica en leucina 5,22 2 38,154 0,0451 3,258 6,95

2775 Aumenta P02787 Serotransferrina 520,90 60 77,014 0,0051 2,045 7,12

2780 Aumenta P02787 Serotransferrina 520,90 60 77,014 0,0417 2,965 7,12
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Figura 4. Análisis ontológico de las proteínas consideradas diferenciales. A. Red de anotaciones, los nodos representan la ontología de Proceso Biológico (BP) 
y vías de señalización (KEGG, Reactome y WikiPathways). B. Red de interacción de proteínas con visualización de evidencia y un score de confianza medio 
(0,4). C. Red obtenida en CluePedia enriquecida en visualización Cerebral Layout que refleja el componente celular. Los nodos de entrada corresponden a 
las proteínas diferencialmente expresadas y se presentan como círculos de color gris, los nodos enriquecidos o proteínas hub se presentan como triángulos 
de color amarillo. HP: Haptoglobina, AZGP1: Zinc-alfa-2-glicoproteína, Serpina 1: Alfa-1-antitripsina, TF: Serotransferrina, C3: Complemento C3, LRG1: 
Alfa-2 Glicoproteína rica en leucina, APO A1: Apolipoproteína AI, FGG: Cadena gamma del Fibrinógeno, EGF: Factor de crecimiento epidermal, A2M: 
Alfa-2-macroglobulina.

Anteriormente, se ha reportado que el metabolismo de lípidos se altera 
en función del crecimiento de un tumor, no solo por una reprogramación en 
las enzimas involucradas en las vías metabólicas de lípidos, sino además 
por la alteración en la cantidad y disponibilidad de los lípidos en casos 
de cáncer [25]. Las proteínas Apolipoproteína AI, Complemento C3 y la 
cadena gamma del fibrinógeno relacionadas con este proceso biológico se 
reportaron metabólicamente alteradas en diversos tipos de cáncer.

Así, por ejemplo, el fibrinógeno, específicamente la cadena gamma que 
presentó niveles disminuidos en pacientes en comparación con las muestras 
controles, es un miembro importante en la hemostasia, actúa como sustrato 
para la formación de coágulos de fibrina y en la unión a plaquetas para 
desencadenar la agregación plaquetaria. Esta proteína es producida en el 
hígado como respuesta a la estimulación con citoquinas y puede reflejar el 
desarrollo tumoral y el estado inflamatorio del individuo [26]. 

El fibrinógeno, en la cadena gamma, se considera una proteína reactiva 
de fase aguda que aumenta en la progresión tumoral. Varios estudios han 
demostrado un aumento de fibrinógeno en suero o plasma de pacientes con 
tumores sólidos y se ha indicado que los niveles aumentados de fibrinógeno 
pueden ser un factor pronóstico de baja supervivencia [27–30]. 

En casos de leucemia, los resultados son diversos; se han encontrado 
niveles tanto aumentados como disminuidos de fibrinógeno. Berger y 
Wei [31, 32] encontraron que los niveles elevados de fibrinógeno en el 
diagnóstico se asocian con una menor supervivencia. Por el contrario, 
niveles disminuidos de fibrinógeno se encuentran en casos de coagulación 
intravascular diseminada (CID) activa [33, 34].

Esta proteína llama la atención como posible molécula marcadora de 
diagnóstico o pronóstico, dado que es usualmente medida a nivel clínico, 
y aunque debería establecerse un diagnóstico diferencial con coagulopatías 
podría introducirse para seguimiento. 

Por su parte, la Apolipoproteína A1, el principal componente proteico 
de la lipoproteína de alta densidad (HDL), se sintetiza principalmente en 
el hígado y el intestino delgado y se ha encontrado desregulada en varios 
tipos de cáncer [35, 36]. En este estudio encontramos niveles disminuidos 
de la Apolipoproteína A1 en pacientes comparados con los controles. 
Nuestros resultados también muestran una relación importante de los 
fenómenos asociados con coagulación sanguínea, procesos de coagulación 
y degranulación de plaquetas. 
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Varios estudios confirman que un alto porcentaje de los pacientes con 
cáncer presentan anormalidades en dichos procesos [37, 38]. 

Entre las proteínas que se relacionan encontramos la Haptoglobina, la 
Alfa-1-antitripsina y la Transferrina, que a su vez se han relacionado con 
procesos tumorales. La Haptoglobina, por ejemplo, que es sintetizada en 
el hígado y se asocia con enfermedades infecciosas y traumatismos, tiene 
un rol central en procesos de migración celular y degradación de la matriz 
extracelular, por lo cual se ha relacionado con proceso de angiogénesis 
y metástasis [39]. Diversos estudios la han postulado como posible 
biomarcador para algunos tipos de cáncer como cáncer gástrico [40], de 
colon [41], de pulmón [42], y también ha sido asociada con leucemia [43]. 

La Alfa-1-antitripsina, es una glicoproteína sérica que se sintetiza 
principalmente en el hígado humano y en los macrófagos, pertenece a 
la familia de las serpinas, proteínas homólogas con funciones diversas 
involucradas en procesos tales como coagulación sanguínea, fibrinólisis, 
muerte celular programada, desarrollo e inflamación [44]. Se ha demostrado 
que muchos tipos de células cancerosas expresan y secretan Alfa-1-
antitripsina. También se han reportado niveles séricos elevados de esta 
proteína en diferentes tipos de cáncer [45–47]. Asimismo, se ha mostrado 
que, en cáncer de pulmón y cáncer de próstata, hay una disminución en 
los niveles séricos de la proteína varias semanas después del tratamiento, 
lo que sugeriría que esta proteína puede ser un indicador importante de la 
efectividad del tratamiento [48]. Nuestro estudio muestra un aumento de 
esta proteína en plasma sanguíneo de pacientes con LLA-B en comparación 
con las muestras controles. Se confirmó su alteración debido a estados 
malignos y se notó su potencialidad como molécula útil para diagnóstico 
o seguimiento.

La proteína Complemento C3, relacionada con el sistema del 
complemento [49], se encontró con una expresión aumentada en pacientes 
con LLA-B comparado a los controles. Este resultado resulta relevante 
teniendo en cuenta que el sistema del complemento es una parte esencial 
de la respuesta inmune innata que participa en la eliminación de las células 
alteradas del cuerpo. Debido a la gran cantidad de alteraciones genéticas y 
epigenéticas asociadas con la carcinogénesis, la transformación neoplásica 
puede aumentar la capacidad de las células malignas para activar este 
sistema, lo que puede explicar la sobreexpresión de esta proteína. Aunque 
las células malignas a menudo desarrollan mecanismos de protección y 
resistencia al complemento, investigaciones recientes sobre los mecanismos 
que regulan la actividad del complemento mostraron que las proteínas 
sobreexpresadas tenían actividad inhibidora [50, 51]. 

La Figura 4B, por su parte, muestra la red obtenida en la plataforma 
STRING. Allí, el color de la línea indica el tipo de interacción asociada. 
Cada nodo denota una proteína, las líneas representan interacciones entre 
las proteínas, las líneas de color violeta indican interacciones determinadas 
experimentalmente, las de color negro indican co-expresión y las de color 
verde indican vecindad del gen. Observamos que las proteínas de entrada se 
encuentran altamente relacionadas dado que la red obtenida está conectada 
a través de interacciones determinadas experimentalmente e interacciones 
de co-expresión. Sin embargo, la proteína Alfa-2-glicoproteína de zinc no 
se conectó a la red central (Figura 4B). Esta proteína está relacionada con 
procesos de lipólisis por lo que también se conoce como factor movilizador 
de lípidos reconocido con una alta expresión en estado de caquexia por 
cáncer [52]. Este factor se ha postulado como posible marcador sérico de 
cáncer de próstata [53] y otros tipos de cáncer [54, 55], manifestando un 
aumento de su expresión en los estados tempranos del crecimiento tumoral. 
El resultado obtenido en este estudio es correspondiente a lo previamente 
publicado. Se encontró un aumento de dicho factor en muestras de pacientes 
con LLA-B en comparación con los controles.

Finalmente, mostramos la red obtenida en CluePedia con un 
enriquecimiento en nodos hubs (Figura 4C) y su visualización tipo Cerebral 
Layout que muestra el componente celular asociado a cada proteína. Los 
nodos input se presentan en círculos grises y los nodos enriquecidos en 
rombos de color amarillo. Las uniones entre nodos representan activación 
(verde), unión (azul), catálisis (morado), expresión (amarillo) y reacción 
(negro). 

De manera correspondiente con la naturaleza de la muestra, el 
componente celular de las proteínas diferenciales se relaciona con espacio 
extracelular o membrana plasmática. Asimismo, queremos resaltar algunas 
proteínas hubs enriquecidas en el análisis realizado en CluePedia, dado que 
pueden dar idea de un estado biológico más general.

Encontramos, por ejemplo, el factor de crecimiento epidermal (EGF), 
potente mitógeno que juega un papel importante en la proliferación, 
crecimiento y diferenciación de numerosos tipos de células. Esta proteína 
actúa uniéndose a su receptor (EGFR) en la superficie celular [56]. El EGF 
se ha relacionado con la progresión de ciertos tipos de cáncer incluyendo la 
leucemia, en la que se encuentra alterada la expresión de su receptor y se ha 
asociado a mutaciones [57, 58].

También queremos resaltar la proteína hub Alfa-2-macroglobulina 
(A2M) que tiene un papel importante en el control de la actividad proteasa en 
la sangre. A2M se une covalentemente a las principales clases de proteasas 
contrarrestando su acción y evitando así diversas enfermedades. También 
puede unir varias citoquinas, factores de crecimiento y otras moléculas no 
proteolíticas que en conjunto colaboran a su actividad inhibidora proteasa 
[59, 60]. A2M inhibe la proliferación de células tumorales cuando se une a 
su receptor [61] y se ha postulado como biomarcador en cáncer de próstata 
[62] y de mama [63]. 

Algunas de las proteínas con expresión diferencial están clasificadas 
como reactantes de fase aguda y su interpretación biológica debe ser 
cautelosa dado que pueden ser proteínas marcadoras no específicas de 
enfermedad y deberían contemplarse en conjunto con otras manifestaciones 
clínicas. Sin embargo, gracias a los avances recientes en proteómica, se 
puede realizar una asociación entre las proteínas reactantes de fase aguda 
y el cáncer más allá de una respuesta inflamatoria inespecífica [64]. Se ha 
mostrado que las proteínas de fase aguda séricas de pacientes con cáncer 
tienen expresiones alteradas para distintos tipos, subtipos e, incluso, etapas 
de cáncer frente a muestras de controles sanos [65]. 

Finalmente, resaltamos que la búsqueda de proteínas alteradas en 
muestras de fácil acceso para el diagnóstico temprano de la LLA es un 
campo aún poco explorado. Existen algunos estudios en muestras de médula 
ósea y en líneas celulares que presentan listas de proteínas diferencialmente 
expresadas en pacientes con LLA versus controles sanos [17, 66, 67]. No 
obstante, aún son muy escasos los estudios en muestras de fácil acceso 
como los derivados de sangre periférica, de tal forma que esta investigación 
es pionera en el estudio proteómico del plasma sanguíneo de pacientes 
pediátricos colombianos con miras a encontrar proteínas diferencialmente 
expresadas que pueden ser candidatos para clasificarse como biomarcadores 
de diagnóstico y resalta el potencial del análisis proteómico en la búsqueda 
de biomarcadores.

Conclusión

Se encontraron en total ocho proteínas plasmáticas expresadas 
diferencialmente que podrían ser consideradas como posibles biomarcadores 
para un diagnóstico temprano de LLA-B. Sin embargo, el potencial de 
utilizar estos biomarcadores para detectar y diagnosticar LLA-B requiere 
una siguiente etapa de validación utilizando estrategias dirigidas para la 
cuantificación de cada una de ellas en un mayor número de muestras. 
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