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Resumen 

 

En los países de América Latina, las tasas de incidencia y mortalidad de leucemia linfoide aguda 

(LLA) son altas. En particular en Colombia, durante la última década, la LLA ha sido el cáncer con 

mayor incidencia en niños entre 0-14 años. Según el Instituto Nacional de Salud para el año 2014, 

el 43% de muertes en menores de 18 años se atribuyó a LLA. Ante esta problemática de salud 

pública y junto con el hecho de que el conocimiento del proteoma de la población infantil es 

poco, se propuso el estudio del proteoma plasmático de niños colombianos diagnosticados con 

LLA tipo B en busca de proteínas que podrían tener potencialidad como marcadores de 

enfermedad y podrían reflejar procesos alterados por la presencia de la enfermedad o como 

respuesta a esta. Utilizando como aproximación proteómica de separación por cromatografía 

líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem, se encontró un total de 90 proteínas 

diferencialmente expresadas en plasma de pacientes diagnosticados con LLA tipo B en 

comparación con controles sanos. Estas proteínas se relacionan con procesos de fase aguda, 

alteraciones de la matriz extracelular, adhesión y señalización celular. Entre ellas, se pueden 

resaltar las proteínas Fetuina, Butirilcolinesterasa, Factor de coagulación 13 cadena A, Tirosina 

quinasa 3 similar a FMS (FLT3), Gelsolina, Factor plaquetario 4, Inhibidor de peptidasa 16 y 1-

fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa. Los resultados brindan nueva información sobre el 

proteoma plasmático de niños colombianos, y permiten proponer una lista priorizada de 

proteínas con potencial como biomarcadores, además de contribuir a la comprensión de la 

leucemia. 

 

Palabras clave: Proteómica, label free, LLA, LC-MS/MS.  

 

Nota: El material suplementario que acompaña esta tesis se encuentra disponible bajo pedido a 

la autora (sicalderonr@unal.edu.co ) 
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Abstract 

In Latin American countries, the incidence and mortality rates of Acute Lymphoblastic Leukemia 

(ALL) are high. In Colombia, during the last decade, ALL has been the most prevalent cancer 

among children between 0-14 years of age. According to the National Institute of Health for 2014, 

43% of deaths in children under 18 years were attributed to ALL. In the face of this public health 

problem and coupled with the fact that the knowledge of the proteome of the child population is 

little, we proposed the study of the plasma proteome of Colombian children diagnosed with B-

ALL in search of proteins that could have potential as markers of disease and may reflect 

processes altered by the presence of the disease or as a response to this. Using as a proteomic 

approach the separation by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry, we 

found a total of 90 differentially expressed proteins in plasma of patients diagnosed with B-ALL 

compared with healthy controls. These proteins are associated with acute-phase processes, 

alterations of the extracellular matrix, adhesion and cellular signaling. Among them, we can 

highlight the Fetuin, Butyrylcholinesterase, Coagulation Factor 13 Chain A, Tyrosine Kinase 3 like 

FMS (FLT3), Gelsolin, Platelet Factor 4, Peptidase Inhibitor 16 and 1-Phosphatidylinositol 3-

phosphate 5-kinase proteins. The results provide new information about the plasma proteome of 

Colombian children and allow to propose a prioritized list of proteins with potential as 

biomarkers, as well as to contribute to the understanding of leukemia. 

 

Keywords: (Proteomics, label free, Acute Lymphoblastic leukemia, LC-MS/MS) 
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dNIAF Factor de Abundancia De Iones 
Normalizada Distribuida  

Distributed Normalized Ion Abundance 
Factors 

dNSAF Factor de Abundancia Espectral 
Normalizada Distribuida  

Distributed Normalized Spectral Abundance 
Factors 

DTT Ditioetritol Dithiothreitol 

ESI Ionización por electrospray Electrospray Ionization  

GAG Glucosaminoglicano Glycosaminoglycan 

HAP Proteínas de Alta Abundancia Highly Abundance Proteins 

HUPO  Organización del Proteoma Humano Human Proteome Organisation 

IAA Yodoacetamida  2-Iodoacetamide 

LCbʴ Interferón gama   

INC Instituto Nacional de Cancerología 
 

IPG Gradiente Inmobilizado de pH Immobilized pH Gradients 

LAP Proteínas de Baja Abundancia  Low Abundance Proteins 

LC/MS-MS Cromatografía Líquida Acoplada de 
Espectrometría de Masas En Tándem 

Liquid Chromatography Tandem-Mass 
Spectrometry 

LFQ  Cuantificación Libre de Marca  Label Free Quantification 

LIT Trampa de Iones Lineal Linear Ion Trap 

LLA Leucemia Linfoide Aguda 
 

LQT Trampa Linear Cuadrupolar Linear Trap Quadrupole 

MALDI Desorción/Ionización Mediante Láser 
Asistida por Matriz 

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization  

MS  Espectrometría de Masas Mass Spectrometry 

NFAT  Factor nuclear de las células T activadas Nuclear factor of activated T-cells 

NL No Lineal 
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Abreviatura Término  

NSAF Factor de Abundancia Espectral 
Normalizado 

Normalized Spectral Abundance Factor 

PAF Factor de Abundancia De Proteína  Protein Abundance Factor 

PAI Índice de Abundancia De Proteínas Protein Abundance Index 

PCA Análisis de Componentes Principales  Principal Component Analysis 

PFF  Huella de Fragmentación Peptídica Peptide Fragment Fingerprinting 

PM  Peso Molecular  

PMF Huella Peptídica Peptide Mass Fingerprinting 

PTM Modificación Post Traduccional Post-Translational Modification 

QIT  Trampa de Iones Cuadrupolar Quadrupole Ion Trap 

ROTS Prueba Estadística Optimizada de 
Reproducibilidad 

Reproducibility Optimized Test Statistic  

SC Conteo Espectral Spectral Counting 

SDS Dodecil Sulfato de Sodio Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS-PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida 
Con Dodecilsulfato Sódico 

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis 

TCA Ácido Tricloroacético Trichloroacetic Acid 

TFA Ácido Trifluroacético Trifluoroacetic Acid  

TOF Tiempo de Vuelo  Time Of Flight 

uNSAF  Factor Único de Abundancia Espectral 
Normalizado 

Unique Normalized Spectral Abundance 
Factor 

XIC Cromatograma de Iones Extraídos Extracted Ion Chromatogram 
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INTRODUCCIÓN 

Una de las principales causas de muerte en el mundo es el cáncer, una enfermedad donde las 

células no obedecen los controles normales del cuerpo para regular la división, la diferenciación, 

la especialización de células particulares, y la supervivencia o muerte celular. En general, el 

cáncer es una enfermedad que presenta daño genómico que bien puede alterar genes con un 

efecto de ganancia dominante de función o alterar genes supresores de tumores con pérdida de 

función recesiva1,2. En la actualidad se sabe que la tumorogénesis en humanos es un proceso de 

pasos múltiples y que estos pasos reflejan alteraciones genéticas que conducen a la 

transformación progresiva de células normales en células altamente malignas3. Existen más de 

100 tipos distintos de cáncer y se pueden encontrar subtipos dentro de órganos específicos. La 

leucemia es uno de estos tipos de cáncer que a diferencia de la mayoría no forma tumor y 

corresponde a una producción descontrolada de blastos inmaduros en médula ósea, resultado de 

una serie de eventos mutacionales de la hematopoyesis4.  

Según estadísticas mundiales la leucemia es el cáncer más común en la infancia y representa 

aproximadamente un tercio de los cánceres pediátricos en todo el mundo5. Según Globocan 2012 

la leucemia tiene el segundo lugar en frecuencia, con 4 casos por cada 100000 menores de 

catorce años. En Colombia, el Ministerio del Protección Social reportó que entre los años 2005 y 

2011 se registraron 5736 muertes de menores de edad, siendo la causa principal del deceso la 

presencia de leucemia. El Instituto Nacional de Cancerología (INC) reporta que entre los años 

2007 y 2011, en el rango de edad de 0-14 años, la incidencia de cáncer la encabeza la leucemia, 

seguida por los linfomas no Hodgkin y cánceres de sistema nervioso central, siendo la leucemia 

linfoide aguda la que tiene mayor incidencia. El Instituto Nacional de Salud para el año 2014 

reportó un total de 1105 muertes por causa de cáncer en menores de 18 años, siendo el 43% de 

estos cánceres diagnosticados como leucemia linfoide aguda (LLA). Las estadísticas mundiales 

muestran que en edad infantil la LLA representa el 75% de todas leucemias agudas, con una 

incidencia máxima entre los 2-5 años5ς7. 

Aproximadamente de los 160000 niños y adolescentes diagnosticados con cáncer cada año en 

todo el mundo8,9, el 80% vive en países de ingresos bajos y medios, donde el acceso a atención de 

calidad en salud es limitado y las posibilidades de curación son bajas10. La incidencia en varios 

países de América Latina es la más alta mundo, Colombia tiene junto con Ecuador las tasas de 

incidencia más altas11. Además se estima que en nuestro país la tasa de mortalidad supera el 50% 

de los casos diagnosticados de LLA pediátrica12, mientras que en países desarrollados la tasa de 

mortalidad es menor al 15%13, el éxito del tratamiento en esos países es el resultado de la 

creación de unidades de atención integral en cáncer infantil, así como avances en la 

quimioterapia y la aplicación de tratamientos oportunos estandarizados en el marco de una red 

de apoyo psicosocial14. 
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La baja supervivencia de niños con leucemias agudas pediátricas en Colombia se debe 

principalmente a problemas serios en el acceso a los servicios de salud, diagnóstico tardío, altas 

tasas de abandono al tratamiento y múltiples traslados. Con el fin de disminuir el impacto de la 

leucemia aguda en la población infantil colombiana, en 2010 se sancionó ƭŀ ƭŜȅ моуу άtƻǊ Ŝƭ 

ŘŜǊŜŎƘƻ ŀ ƭŀ ǾƛŘŀ ŘŜ ƭƻǎ ƴƛƷƻǎ Ŏƻƴ ŎłƴŎŜǊ Ŝƴ /ƻƭƻƳōƛŀέ ǉǳŜ ǎŜ Ƙŀ ǾŜƴido implementado 

paulatinamente. Asimismo, se han creado sistemas para el mejoramiento del tratamiento integral 

del cáncer infantil como los Consejos de Cáncer Infantil, el Observatorio Nacional de Cáncer y la 

Ruta de Atención para niños o niñas con presunción o diagnóstico de leucemia en Colombia. 

Actualmente está vigente el plan decenal para el control del cáncer en Colombia 2012-2021, que 

aborda cinco líneas estratégicas para disminuir el impacto del cáncer en nuestro país: 1. Control 

del Riesgo, 2. Detección temprana de la enfermedad, 3. Atención, recuperación y superación de 

los daños causados por el cáncer, 4. Mejoramiento de la calidad de vida de pacientes y 

sobrevivientes con cáncer, 5. Gestión del conocimiento y la tecnología para el control del cáncer y 

6. Formación y desarrollo del talento humano. Nuestra investigación se relaciona tanto con 

detección temprana de la enfermedad como con la generación de nuevo conocimiento con el 

potencial de hacer un mejor control de este tipo de cáncer.   

Particularmente, esta tesis doctoral se centró en la búsqueda de posibles biomarcadores de 

diagnóstico de origen proteico con el potencial de facilitar u optimizar un diagnóstico temprano 

de la LLA en población infantil y de esta manera contribuir para mejorar la oportunidad del 

tratamiento. Asimismo, se generó nuevo conocimiento a nivel molecular que puede 

eventualmente explicar las alteraciones celulares debidas a la presencia de la enfermedad o en 

respuesta a ella en la población colombiana.  

La búsqueda de biomarcadores de diagnóstico se llevó a cabo utilizando metodologías de 

proteómica comparativa, con el fin de identificar proteínas diferencialmente expresadas entre 

pacientes diagnosticados con LLA en comparación con controles sanos, en una muestra de fácil 

acceso como el plasma sanguíneo.  

Esta tesis se dividió en cinco capítulos, el primero de ellos presenta el estado actual del tema 

relacionado con leucemia y con el procedimiento para el descubrimiento de nuevos 

biomarcadores. Posteriormente en el capítulo 2 titulado Proteómica Basada en Gel, se habla de 

las tecnologías proteómicas y se presentan los resultados obtenidos mediante el primer enfoque 

proteómico utilizado para la identificación de proteínas diferenciales que incluyó una separación 

de proteínas mediante electroforesis en dos dimensiones (2DE) y posterior análisis por 

espectrometría de masas. El capítulo 3, titulado Proteómica Shotgun, presenta los resultados de 

proteínas diferenciales obtenidos mediante separación de péptidos por cromatografía líquida y 

posterior análisis de masas acoplado en serie, LC-MS/MS. El capítulo 4 por su parte, reúne los 

listados de proteínas consideradas diferenciales mediante todos los enfoques y programas para el 

análisis de datos proteómicos utilizados y muestra los resultados del análisis bioinformático 
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realizado para dar una explicación biológica a los hallazgos encontrados y ubicar, en un marco 

biológico probable, las proteínas diferenciales que pueden eventualmente tener potencial como 

moléculas biomarcadoras de diagnóstico. Finalmente, en el capítulo 5, se muestran los resultados 

de un ensayo de verificación por ELISA, para algunas de las proteínas diferenciales identificadas y 

se presenta un análisis global de los resultados resaltando el valor biológico de los hallazgos y 

evidenciando la potencialidad de las proteínas diferenciales como proteínas biomarcadoras para 

uso en clínica.   
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1. a!w/h ¢9jwL/h  

1.1 Biología de la Leucemia Linfoide Aguda   

1.1.1 Hematopoyesis  

La hematopoyesis es el proceso de formación de las células sanguíneas que implica, primero, la 

proliferación celular o amplificación del número de células maduras producidas a partir de una 

célula precursora, y segundo, la diferenciación celular o desarrollo progresivo de características 

bioquímicas, funcionales y estructurales específicas para cada tipo de célula. La médula ósea (BM-

Bone Marrow) es el sitio principal donde ocurre la hematopoyesis, al nacer, todas las cavidades 

contienen médula roja que consiste principalmente de células hematopoyéticas; después de los 4 

años hay un aumento de células de grasa entre dichas cavidades, que se conoce como médula 

amarilla; entre los 10 y 14 años los ejes de los huesos largos contienen únicamente médula 

amarilla, finalmente en un adulto joven, la médula roja hematopoyética se encuentra en las 

regiones de los huesos largos, fémur y húmero, otros sitios de hemopoyesis en el adulto son el 

cráneo, las costillas, las clavículas, las escápulas, el esternón, las vértebras y la pelvis15,16. 

La llamada médula roja, es aquella que contiene células madre hematopoyéticas pluripotentes 

(HSC-Hematopoyectic Stem Cell), células que dan origen a todos los linajes sanguíneos y son 

capaces de mantener el sistema hematopoyético durante toda la vida; proliferan raramente in 

vivo y constituyen menos del 0,01% de la población total de células15,16.  

Un evento principal en la diferenciación de las HSC es la pérdida del potencial de autorrenovación 

al tiempo que se conserva la capacidad de diferenciación de múltiples linajes. En esta primera 

etapa la célula madre pluripotente se diferencia a una célula madre multipotente, la cual sufre 

otra etapa de diferenciación generando un precursor mieloide (CMP) y un precursor linfoide (CLP) 

(Figura 1-1). A diferencia de las HSC, las células precursoras hematopoyéticas proliferan 

activamente para generar millones de células diariamente. Después de una serie de etapas de 

diferenciación el precursor mieloide da lugar a las células mieloides, que incluyen granulocitos, 

eritrocitos, megacariocitos y monocitos15,17; las células mieloides proliferan en sus células 

terminales maduras dentro de la médula ósea, mientras que los precursores linfoides migran a 

los órganos linfoides (por ejemplo, nódulos linfáticos, bazo y timo) para completar la maduración. 

El progenitor linfoide por su parte, da lugar a las células linfoides, que incluyen los linfocitos B y T 

y las células Natural Killer (NK), en un proceso llamado linfopoyesis16,17.  
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Figura 1- 1: Diagrama del proceso de hematopoyesis 

 

Esquema del proceso de hematopoyesis en donde se resaltan los factores de transcripción involucrados en cada etapa 
de diferenciación. En barras rojas se indican las etapas en las que se encuentra bloqueado el desarrollo hematopoyético 
por ausencia del factor de transcripción mediante knock-out de genes. Abreviaturas: LT-HSC, célula madre 
hematopoyética a largo plazo, mencionada en el texto como célula madre hematopoyética pluripotente; ST-HSC, célula 
madre hematopoyética de corto plazo, mencionada en el texto como célula madre hematopoyética multipotente; CMP, 
precursor mieloide común; CLP, precursor linfoide común; MEP, progenitor megacariocito/eritroide; GMP, progenitor de 
granulocitos/macrófagos; RBC, glóbulos rojos. Adaptada de Orkin et al. 200817.  

Á Linfopoyesis 

En la linfopoyesis, el precursor linfoide común (CLP) proviene de una etapa de diferenciación 

desde la HSC por la acción de la IL-7 y FLT318. El CLP genera los progenitores de células B, T y NK y 

dan lugar a todos los tipos de linfocitos. Gran parte de la linfopoyesis que se produce en la 

médula ósea normal es independiente de la estimulación antigénica y sirve para suministrar al 

cuerpo linfocitos B maduros o progenitores linfoides T que maduran a células T en el timo. La 

producción de células B comienza en la vida fetal dentro de la BM, el hígado fetal y el epiplón. 

Postnatalmente está restringida a la BM y depende de la interacción del CLP y su progenie con las 
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células estromales de la médula. Las principales proteínas de superficie, características del 

desarrollo del progenitor linfoide común hasta una célula plasmática secretora de anticuerpos, se 

muestran en la Tabla 1-1. La maduración de células B tempranas, pro-B, pre-B e inmaduras es 

independiente de antígenos y ocurre dentro de la BM bajo la influencia de PAX5 (caja combinada 

de codificación 5) e IL-4; las células B maduras que salen de la médula tienen tanto IgM como IgD 

en su superficie e ingresan a los tejidos linfoides periféricos donde pueden sufrir una proliferación 

dependiente de antígenos y una maduración adicional hasta células plasmáticas16,19.  

La expresión del receptor pre-BCR es un punto de control crucial en el desarrollo temprano de las 

células B, en el cual se monitorea la funcionalidad de la cadena pesada. La señalización a través 

del pre-BCR permite la exclusión alélica del locus IGH y estimula un estallido de expansión clonal 

proliferativa de células pre-BII grandes, seguido por la re-expresión de RAG y la reordenación en 

el locus IGL en células BII pequeñas20ς22. Los procesos de diferenciación de células madre 

multipotentes (MPP) en progenitores restringidos a linfocitos se correlacionan con la expresión 

de FLT3, el receptor para el ligando FLT3 (FL) e IL7R. Asimismo, los principales factores de 

transcripción para cebar genes asociados al linaje y restringir destinos de diferenciación al linaje B 

dentro del progenitor linfoide común son Ikaros, Purine box 1 (PU.1) y E2A. Ikaros por ejemplo, 

media la accesibilidad a la cromatina necesaria para la recombinación V(D)J, y también modula la 

expresión de genes específicos de células B tempranas22,23. 

En general se puede afirmar que la regulación de la linfopoyesis es compleja e involucra 

citoquinas, factores de transcripción y células estromales; la misma citoquina puede afectar el 

desarrollo de diferentes linajes. Para la linfopoyesis de células B, la IL-4 derivada de células 

estromales juega un papel clave, así como IL-5, IL-6, KL (ligando kit), FL (ligando FLT3) e IL-1116,18. 

1.1.2 Nicho hematopoyético  

Las HSC residen en microambientes o nichos que regulan su comportamiento y deciden si la HSC 

se mantiene quiescente, sufre divisiones simétricas o asimétricas, se diferencia o entra en 

apoptosis. El microambiente de la médula ósea en el que residen las HSC en la vida postnatal 

consiste en células tanto hematopoyéticas como estromales. Estas células estromales incluyen 

células endoteliales, fibroblastos, miocitos, adipocitos y osteoblastos. Las células del estroma 

producen y depositan una matriz extracelular (ECM) compleja y producen citoquinas que inducen 

o inhiben la proliferación y diferenciación de los progenitores15,19. El efecto combinado de las 

interacciones célula-citoquina, célula-célula y célula-ECM rige el proceso hematopoyético normal. 

Se ha determinado que las HSC se pueden encontrar muy cerca del nicho osteoblástico o cerca 

del nicho vascular (Figura 1-2). El nicho osteoblástico proporciona un entorno favorable para 

mantener el HSC en un estado quiescente, mientras que el nicho vascular emite señales para 

diferenciación y movilización a la sangre periférica19,24,25. 
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Tabla 1- 1: Características de los subconjuntos de células B humanas en la médula 

ósea normal 

BCR, receptor de células B; CLP, progenitor linfoide común; GL, línea germinal; H, cadena pesada; L, cadena ligera; PAX, 
caja emparejada; RAG, gen de activación de recombinación; s, superficie; TdT, desoxinucleotidil transferasa terminal; 
VDJ, genes variables, de diversidad y de unión; Proteína Vpre-B, producto del gen V     pre-B. Tomada de 

Wickramasinghe et al. 201116. 

1.1.3 Leucomogénesis y vías de señalización  

La leucomogénesis, o desarrollo de leucemia, involucra la transformación maligna de las células 

precursoras hematopoyéticas. En casos de leucemia linfoide aguda, el proceso normal de 

linfopoyesis es alterado por diferentes modificaciones genéticas, siendo varias las vías de 

señalización que se desregulan colaborando a la supervivencia y al crecimiento descontrolado de 

los blastos leucémicos. Algunas de estas vías de señalización son activadas por receptores de la 

familia tirosina quinasa, que se encuentran desregulados en leucemia. Así por ejemplo podemos 

citar al receptor tirosina quinasa BCR-ABL producto de la translocación t(9;22), presente en el 2-

3% de la LLA infantil. Esta tirosina quinasa citoplásmica está constitutivamente activa y conduce a 

la proliferación celular activando la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) y proteínas de supervivencia 

posteriores como AKT y mTOR, induciendo así el proceso de transformación26,27.  

Otro receptor alterado es el de tirosina quinasa de FLT3, que presenta mutaciones puntuales, 

sobreexpresión o duplicaciones internas en tándem debido a rearreglos en el gen de leucemia de 

linaje mixto (MLL) o la hiperdiploidia alta, entre otras aberraciones.  Estas mutaciones activan 
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constitutivamente la tirosina quinasa FLT3, que a su vez activa el RAS/RAF/ERK, PI3K/AKT/mTOR y 

el transductor de señal STAT5, lo que produce una proliferación celular descontrolada y la 

pérdida de control apoptótico normal. Por lo tanto, la presencia de aberraciones de FLT-3 se 

asocia con una alta tasa de resistencia a agentes quimioterapéuticos y un mal pronóstico22,28.  

Figura 1- 2: Esquema de nicho hematopoyético 

 
El nicho de la HSC consiste en matriz extracelular, células vecinas y factores secretados que regulan el destino de la 
célula madre. Se ilustran algunos de los reguladores importantes en el microambiente HSC. ANG1, angiopoyetina-1; 
BMP, proteína morfogenética ósea; BMPRIA, receptor BMP IA; ECM, matriz extracelular; HSC, células madre 
hematopoyéticas; PPR, receptor de proteína relacionado con PTH/PTH; PTH, hormona paratiroidea; SCF, factor de 
células madre; TIE2, receptor de tirosina quinasa 2, VCAM, proteína de adhesión celular vascular-1. Imagen tomada de 

Smith 199019. 

Otras proteínas quinasa mutadas en leucemia son miembros de la familia Janus quinasa (JAK) 

asociadas con anomalías genéticas como la eliminación o mutación del gen IKZF1 y la             

sobreexpresión del gen CRLF2, como consecuencia de reordenamientos genómicos, que 

confieren un mal pronóstico. La activación de JAK conduce a la fosforilación de STAT y a la 

activación posterior de las rutas RAS/RAF y PI3K/Akt, lo que finalmente lleva al fenotipo 

leucémico22,29,30.  

El gen IKZF1 codifica el factor de transcripción de IKAROS, necesario para el desarrollo normal de 

linfocitos31 y CRLF2 que es una subunidad del receptor de citoquinas tipo I que forma un 

heterodímero con IL7R, se sabe que la unión de citoquinas a este receptor estimula la 

proliferación de células B. Los reordenamientos que implican CRLF2 causan dimerización 

constitutiva con IL7R, dando como resultado activación independiente de JAK2 y STAT5, 
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proliferación de células B y transformación celular, especialmente en presencia de una mutación 

JAK constitutivamente activada22,32.  

Finalmente, hay que mencionar al receptor de células pre-B tempranas que es fundamental en el 

desarrollo normal de células B. Este receptor tiene una doble función, primero, promover 

supervivencia y proliferación de células pre-B, y segundo, inducir su diferenciación. Consiste en 

una cadena pesada de inmunoglobulina M (IGHM) acoplada a la cadena ligera sustituta con sus 

dos componentes VpreB (VPREB1) y 15 (IGLL1)33.  El precursor de células LLA-B se caracteriza por 

células detenidas en las etapas iniciales del desarrollo de las células B. En varios subtipos de LLA 

se identificaron múltiples lesiones genéticas dentro de la vía de señalización del receptor de 

células B, lo que indica que la detención del desarrollo, en LLA, de linfocitos B puede reflejar 

predominantemente una función aberrante del receptor de células pre-B22,34. 

1.2 Presentación clínica  

El inicio clínico de la LLA suele ser agudo, aunque un pequeño porcentaje de los casos puede 

evolucionar de manera insidiosa durante varios meses. Los síntomas y signos de presentación se 

correlacionan con la carga de células leucémicas y el grado de reemplazo de la médula, lo que 

produce citopenias. Los síntomas más comunes incluyen fiebre (causada por leucemia o una 

infección secundaria a neutropenia), fatiga y letargo (como resultado de anemia), dolor en 

huesos y articulaciones, y una diátesis hemorrágica, relacionada con trombocitopenia. Los sitios 

extramedulares comunes de afectación incluyen ganglios linfáticos, hígado, bazo y meninges, y 

con menor frecuencia la LLA puede infiltrarse en tejidos orbitarios, testículos, amígdalas y 

adenoides. Las anormalidades de laboratorio más comunes en la LLA incluyen anemia, 

trombocitopenia, neutropenia y leucopenia o leucocitosis, con hiperleucocitosis presente en 

aproximadamente el 15% de los pacientes pediátricos. Otras anormalidades comunes incluyen 

niveles elevados de ácido úrico sérico y lactosa deshidrogenasa, que se correlacionan con la carga 

tumoral y el grado de lisis tumoral35ς37. 

1.3 Clasificación  

La Organización Mundial de la Salud (OMS), junto con la Sociedad de Hematopatología y la 

Asociación Europea de Hematopatología definieron en 2008 la clasificación de tumores de tejidos 

hematopoyéticos y linfoides que reconoce como categorías de enfermedad principal a las 

neoplasias mieloides y las leucemias agudas; la actualización de 2016 incorporó características 

clínicas, morfológicas, de inmunofenotipo, citogenéticas y de genética molecular, incluyendo  

como categoría de enfermedad principal las leucemias agudas de linaje ambiguo38.  
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1.3.1 Clasificación morfológica   

Los linfoblastos normales son morfológicamente identificables en la médula, la mayoría de los 

cuales son precursores de células B. Son células mononucleares redondas de tamaño pequeño a 

intermedio con una alta relación núcleo-citoplasma, núcleos redondos, cromatina condensada 

homogénea, nucléolo ausente o no visible y citoplasma basófilo agranular mínimo (Figura 1-3). 

Comprenden hasta 5% de las células en BM pediátrica normal y hasta 1% en BM adulta. Los 

linfocitos maduros de la médula, por el contrario, son más pequeños, con un núcleo redondo, 

cromatina más gruesa y condensada y sin nucléolos. Las etapas intermedias de diferenciación 

linfoide no pueden identificarse y la morfología de los linfocitos B y T maduros no difiere16.  

En casos de LLA, la primera clasificación aceptada fue la propuesta por la FAB (French- American- 

British Cooperative Group) que con base en la apariencia microscópica de los linfoblastos 

leucémicos de médula ósea con tinción Wright-Giemsa reconoció tres tipos morfológicos: L1, 

blastos de tamaño pequeño a intermedio, citoplasma escaso, cromatina nuclear condensada y 

nucléolos indistintos o ausentes; L2, blastos de tamaño mayor, citoplasma abundante y nucléolos 

prominentes; y L3, linfoblastos de gran tamaño con cromatina agrupada, múltiples nucléolos y 

vacuolas bien definidas35 (Figura 1-3). No obstante, la clasificación de la FAB para LLA no presenta 

correlaciones inmunofenotípicas, genéticas ni clínicas significativas, a excepción del subtipo 

L339,40.  

1.3.2 Clasificación de Inmunofenotipo  

El inmunofenotipo celular se puede definir como la expresión de antígenos leucocitarios en la 

superficie celular o en el citoplasma, detectable con el uso de anticuerpos monoclonales. Las 

células precursoras y sus contrapartes malignas pueden reconocerse sobre la base de 

características morfológicas y citoquímicas, pero para una caracterización más precisa del clon 

leucémico se realiza inmunofenotipificación con citometría de flujo13,22.  

Los estudios de inmunofenotipo, a diferencia de las características morfológicas, subdivide la LLA 

en dos categorías amplias, clínica y biológicamente significativas: LLA de células B precursoras 

(LLA-B) y LLA de células T precursoras (LLA-T). En estado normal, la célula progenitora linfoide 

común se reconoce CD34+, CD10+, CD45RA+ y CD24- y no expresa marcadores de superficie para 

las células T, B o NK. Las células B y T luego sufren una expresión controlada y secuencial de 

antígenos durante la diferenciación (Tabla 1-1). Estos patrones característicos de expresión de 

antígenos durante la diferenciación de células B en la médula ósea humana normal permiten una 

sub-clasificación que se muestra en la tabla 1-216.  

 



12 Búsqueda de biomarcadores en plasma de pacientes con leucemia linfoide aguda 

 

 

Figura 1- 3: Morfologías para LLA según la FAB 

          
 
Morfologías de linfoblastos en médula ósea. A. Linfoblastos normales, B. LLA tipo L1, Blastos pequeños, con pequeños 
nucléolos. C. LLA tipo L2, Blastos grandes con distintos nucléolos. C. LLA tipo L3, Blastos medianos y grandes con uno o 

más nucléolos y citoplasma con vacuolas prominentes16,40.  

 

Tabla 1- 2: Expresión de antígenos a través de la diferenciación de células B en la médula ósea 
humana normal 

Células comprometidas con 

el linaje B 

Progenitor linfoide común CD34+ CD10- TdT+ cCD79a+ CD19+ 

Células Pro-B CD34+ CD19+ CD10+ TdT+ CD38++ CD20- cytIgM-. Las moléculas del MHC 

de clase II se expresan en células pro-B y células más maduras hasta 

células B maduras. 

Células Pre-B Baja regulación de CD34 y TdT para convertirse en CD34- CD19+ CD10± 

CD38++ cytIgM+ CD20±. Las células pre-B pueden subdividirse en 

subconjuntos de tipo I y II. 

Células B inmaduras  CD34- CD19+ CD20+ CD38++ CD10dim/- sIgMlow/- y TdT-. 

Células B maduras CD10- CD19+ CD38+/- CD20+ sIgM+ sIgD y con expresión de cadenas 

livianas 

Adaptada de Carroll et al. Wickramasinghe 201116 

D C 

A B 
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El Grupo Europeo para la Caracterización Inmunológica de la Leucemia (EGIL) ha propuesto 

directrices sistemáticas para la clasificación inmunológica de las leucemias linfoblásticas agudas, 

la tabla 1-3 presenta el inmunofenotipo presente en LLA13,39,40. Más recientemente, la correlación 

del inmunofenotipo con las características genéticas, citogenéticas y moleculares ha identificado 

nuevos subgrupos de LLA biológica y clínicamente distintos.  

Tabla 1- 3: Clasificación inmunológica de LLA propuesta por EGIL 

LLA de linaje B  (CD19+ y/o CD79a+ y/o CD22+) 

Pro-B-ALL (B-I)  Sin expresión de otros antígenos de diferenciación de células B 

LLA B Común (B-II)  CD10+ 

LLA-Pre-B (B-III)  IgM+ citoplasmática 

LLA-B Madura (B-IV)  Factor kappa o lambda+ superficial o citoplasmático 

LLA de linaje T  (CD3+ citoplasmático o de membrana) 

LLA Pro-T(T-I)  CD7+ 

LLA Pre-T(T-II)  CD2+ y/o CD5+ y/o CD8+ 

LLA-T Cortical (T-III)  CD1a+ 

LLA-T Madura (T-IV)  CD3+ de membrana, CD1a- 

    Adaptada de Carroll et al. 201213 

En casos de LLA-B se observa expresión de una variedad de antígenos específicos de células B, 

que a menudo incluyen PAX-5 (proteína activadora específica de células B), CD19, CD20, CD22 

(superficial y citoplasmática), CD24 y CD79a (citoplasmático). Una gran proporción de LLA-B 

también expresa CD10 (antígeno de leucemia linfocítica aguda común), un antígeno expresado 

consistentemente por progenitores de células B normales. La mayoría de los blastos de LLA-B 

muestra una expresión débil de CD45 (antígeno común de leucocitos), y un subconjunto de estas 

leucemias, más común en niños, puede ser CD45 negativo. Otros antígenos que son expresados 

por los blastos leucémicos son CD34 y TdT, marcadores que se ven a menudo en los precursores 

de células B de fase temprana. Dependiendo de su patrón de expresión de inmunoglobulinas 

όLƎΩǎύ, la LLA-B puede clasificarse en pre-B temprana o pro-B, que carece de expresión de Ig, pre-B 

(expresión de cadenas m citoplasmáticas, sin expresión de cadena ligera de Ig o con restricción), y 

pre-B-ALL transicional (con citoplasma y expresión de superficie débil de cadenas m, sin expresión 

o restricción de cadena ligera de Ig). La mayoría de los casos de LLA-B también muestran 

expresión de uno o varios antígenos mieloides asociados, con mayor frecuencia CD13 y CD33 y, 

con menor frecuencia, CD11b, CD15 y CD66c. El patrón de aberraciones inmunofenotípicas 

correlaciona en cierta medida con la lesión genética subyacente en LLA-B35,39,40. 

1.3.3 Clasificación citogenética  

Los estudios genéticos y moleculares son completamente indispensables para completar el 

proceso de clasificación de las leucemias agudas. Los defectos cromosómicos más comunes 
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observados en los linfoblastos leucémicos son ganancias o pérdidas numéricas de cromosomas y 

translocaciones completas. El exceso de cromosomas, o hiperdiploidía, se observa en más del 

25% de la LLA infantil, la hiperdiploidia alta (> 50 cromosomas) tiene un pronóstico favorable, 

mientras que la hipodiploidía, con menos de 44 cromosomas en blastos leucémicos, está 

vinculada a una baja supervivencia. El cromosoma Filadelfia (Ph) o t(9; 22) (q34; q11), es una 

translocación típica asociada a la leucemia que conduce a la formación de un gen fusión que 

codifica la tirosina quinasa BCR/ABL con actividad constitutiva. La LLA con cromosoma Filadelfia 

(LLA-Ph+) ocurre entre el 2% y 3% de los casos de LLA infantil (Figura 1-4); sin embargo, 

aproximadamente el 25% de los casos de adultos presentan esta translocación27,41. 

Figura 1- 4: Principales alteraciones citogenéticas en LLA-B 

 
Distribución de los subtipos moleculares de la LLA-B infantil. El gráfico circular de la izquierda muestra subtipos 
moleculares identificados antes de 2004, incorporados en la clasificación de la Organización Mundial de la Salud de 
2008, y actualmente se utilizan para la estratificación de riesgos. Desde entonces, se han caracterizado varios subtipos 
moleculares nuevos, 22% restante, que se muestran en el gráfico de barras de la derecha. NOS, no especificado de otra 
manera. Imagen tomada de Bhojwani et al. 201532. 

Otras translocaciones comunes en niños con LLA-B incluyen t(12; 21) [ETV6-RUNX1] (25%), t(1; 

19) [TCF3-PBX1] (5%), translocaciones que implican el gen MLL con varios genes de fusión 

asociados (5%)35,41.  

Sin embargo, muchas de estas alteraciones por sí solas no inducen leucemia en modelos 

experimentales, y muchos casos de LLA carecen de una alteración cromosómica importante, lo 

que indica que alteraciones genéticas submicroscópicas adicionales contribuyen a la 

leucomogénesis. Gracias a los análisis de alto rendimiento como microarrays, secuenciación y  

polimorfismos, se han identificado varias alteraciones genéticas estructurales novedosas y 
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mutaciones de secuencia que definen nuevos subtipos de LLA, que implican genes que regulan el 

desarrollo linfoide, el ciclo celular, la supresión tumoral, y una variedad de vías celulares claves 

que contribuyen a la leucomogénesis e influyen en la capacidad de respuesta al tratamiento6,42,43 

(Tabla 1-4). 

Tabla 1- 4: Alteraciones genéticas en LLA-B 

GEN ALTERACIÓN  FRECUENCIA  CONSECUENCIA  

PAX5 Deleción focal, 
translocación, 
mutación de 
secuencia  

31,7% en LLA-B Factor de transcripción requerido para el 
desarrollo linfoide  

IKZF1 Deleción focal, 
mutación de 
secuencia 

15% en LLA-B 
pediátrica  
>80% de LLA BCR-
ABL+ 
30% de LLA BCR-ABL- 
de alto riesgo 

Factor de transcripción requerido para el 
desarrollo de HSCs a precursores linfoides; 
las deleciones y mutaciones resultan en 
pérdida de función o isoformas dominantes 
negativas 

JAK1 
JAK2 

Mutaciones en el 
dominio quinasa o 
pseudoquinasa  

18-35% de LLA con 
síndrome de Down 
(DS) 
10.7% en LLA BCR-
ABL+ 

Activación constitutiva JAK/STAT; 
transformación de líneas celulares 
hematopoyéticas para ser independientes 
de factores de crecimiento 

CRLF2 Genes fusión IGH-
CRLF2 o P2RY8-
CRLF2, lo que 
resulta en la     
sobreexpresión de 
CRLF2 

5-16% de LLA-B en 
adulto  
>50% del LLA con DS 
14% en LLA-B 
pediátrica de alto 
riesgo  

Asociado con mutaciones de JAK en más del 
50% de los casos. 
Las mutaciones de CRLF2 y de JAK resultan 
conjuntamente en la activación constitutiva 
de la vía JAK/STAT. 
Asociado con alteración de IKZF1 y las 
mutaciones de JAK 

CREBBP Deleción focal y 
mutación de 
secuencia  

19% de LLA con 
recaída, 
especialmente con 
hiperdiploidia  

Alteración de la acetilación de histonas y de 
la regulación transcripcional 

Adaptada Mullighan 201243 

En particular, los genes que codifican reguladores transcripcionales que comprometen la 

diferenciación del linaje B están mutados en más de dos tercios de la LLA-B. Estos incluyen PAX5 

(mutada en más del 30% de los casos)44, EBF1 (factor de células B temprano 1), IKZF1-3 y factor 1 

potenciador de linfocitos. Las alteraciones de IKZF1 se presentan en el 15% de las LLA-B y se 

asocian con un mal resultado; adverso tanto en casos de LLA BCR-ABL positiva y negativa. Las 

alteraciones de IKZF1 están presentes en hasta un tercio de los casos de LLA-B de alto riesgo y 

triplican el riesgo de fracaso del tratamiento. IKZF1, se requiere para el desarrollo linfoide, se une 

al ADN y forma homodímeros o heterodímeros con otros miembros de la familia IKAROS. IKZF1 

tiene múltiples funciones, incluida la activación transcripcional, la represión y la remodelación de 

la cromatina, mediada por la vía de remodelación nucleosomal y por el complejo deacetilasa que 

también contiene IKZF331,32,45.  
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Otras alteraciones genéticas recurrentes en LLA-B alteran: regulación del ciclo celular, activación 

transcripcional, supresión tumoral, señalización linfoide, apoptosis y capacidad de respuesta a 

fármacos. Estos incluyen CDKN2A/CDKN2B, RB1, CD200, BTLA/TOX, BTG1, el receptor de 

glucocorticoides NR3C1, TBL1XR1, ETV6 y ERG32. Los enfoques de secuenciación de genes 

candidatos han identificado mutaciones en LLA-B que resultan en activación de la señalización de 

RAS, señalización JAK/STAT, ruta TP53/RB1 y vías del desarrollo linfoide. También se han 

encontrado mutaciones adicionales en coactivadores transcripcionales, que incluyen ERG, 

TBL1XR1, CTCF, CREBBP y EP30042,43.  

Adicionalmente se han determinado algunos subtipos de alto riesgo de LLA-B, tal es el caso del 

subtipo genético BCR-ABL1-like o LLA Ph like46,47, en donde se encuentra un perfil de expresión 

génica similar al de la LLA-B BCR-ABL+, incluyendo una alta frecuencia de alteraciones de IKZF1, 

pero que a la vez carece de la proteína de fusión BCR-ABL. Este subtipo comprende el 10% de los 

casos de LLA-B en niños y el 25% de los casos LLA en adolescentes y adultos jóvenes32. Se ha 

mostrado que este subtipo se caracteriza por cambios que resultan en la activación constitutiva 

del receptor de citoquina y/o señalización tirosina quinasa48,49. El espectro de alteraciones 

genéticas es extremadamente diverso; sin embargo, varios reordenamientos implican tirosina 

quinasas tales como ABL y PDGFR, otros reordenamientos se dirigen a JAK y EPOR, y otros a 

reordenamientos que implican al gen del receptor de CRLF2 en el 50% de los pacientes con LLA 

Ph like32.  

1.4 Diagnóstico clínico  

Para un diagnóstico definitivo y una clasificación correcta de la leucemia todos los estudios 

clínicos deben ser realizados no solo en sangre periférica sino además en una muestra de médula 

ósea. El procedimiento de diagnóstico se basa entonces en la morfología de los blastos tanto en 

plasma sanguíneo como en médula ósea, además de las características de inmunofenotipo y los 

resultados del estudio genético4. La tabla 1-5 precisa los ensayos de laboratorio comúnmente 

realizados para el diagnóstico de leucemia. 

 

1.5 Estratificación del riesgo  

La estratificación del riesgo es una estrategia que considera variables pronósticas para definir la 

intensidad de la terapia y adaptarse al riesgo predicho de recaída, la idea general es administrar 

al paciente de alto riesgo un esquema de quimioterapia intensiva y al paciente de riesgo estándar 

un tratamiento más suave. Dichas variables pronósticas incluyen la edad al momento del 

diagnóstico y el recuenǘƻ ƛƴƛŎƛŀƭ ŘŜ ƭŜǳŎƻŎƛǘƻǎ όҗрл Ҏ мл9/L), la raza, las características 
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citogenéticas dentro de la población de blastos leucémicos y la rapidez de la respuesta temprana 

al tratamiento. La tabla 1-6 resume algunos parámetros que se tienen en cuenta para la 

estratificación del riesgo.  

 

Tabla 1- 5: Pruebas de laboratorio para el diagnóstico de leucemia 

Prueba de 
laboratorio 

Descripción Uso clínico 

Frotis periférico 
 

Visualización directa de sangre entera 
bajo el microscopio 

Identificación de blastos en LMA y LLA 
 

Aspirado o biopsia de 
médula ósea 

Examen más detallado de las células 
madre hematopoyéticas 

Evaluar la presencia de blastos en la 
leucemia aguda, la extensión de la 
infiltración medular puede ayudar con el 
pronóstico 

Pruebas 
citogenéticas 

Examen de cromosomas mediante 
cariotipo y/o FISH 
 

Presencia de cromosoma Filadelfia en 
LMC o para identificar subtipos y 
mutaciones cromosómicas pronosticadas 
en otras leucemias 

Citometría de 
flujo/inmunofenotipo 
 

Clasificación y conteo de poblaciones 
celulares con marcadores de 
superficie específicos 

Conteo células clonales para diagnosticar 
LLC, y subtipos de leucemia aguda 

Pruebas moleculares 
 

Prueba de mutaciones a nivel de ADN 
mediante PCR 
 

Puede identificar la presencia de 
cromosoma Filadelfia en LMC, también 
puede identificar subtipos de leucemia 
aguda 

Tomada Widick et al. 20164.  

La respuesta temprana se evalúa mediante la detección morfológica de blastos en sangre 

periférica o blastos de médula ósea durante el primer mes de tratamiento y mediante 

seguimiento de la enfermedad mínima residual (MRD), usando técnicas de citometría de flujo o 

de RT-PCR, el cual puede detectar células leucémicas residuales con una sensibilidad de al menos 

0,01%. La estratificación de riesgo de LLA infantil puede incluir refinamientos relacionados con los 

hallazgos en mutaciones de JAK2, la sobreexpresión de CRLF2 y IKZF y las firmas de expresión 

genética asociadas con una respuesta deficiente6,13. 

 

1.6 Tratamiento  

El tratamiento para LLA infantil involucra la administración de agentes quimioterapéuticos en un 

periodo de 2 a 3 años. Comúnmente el esquema de tratamiento se divide en tres etapas: 

primero, la fase de inducción para la remisión que tarda entre 4-6 semanas y cuyo objetivo es 

eliminar más del 99% de los blastos leucémicos y restaurar la hematopoyesis normal, segundo, la 
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fase de consolidación o intensificación cuyo objetivo es eliminar cualquier enfermedad residual, y 

tercero la fase de continuación o mantenimiento cuyo objetivo es lograr la remisión completa. 

Entre los fármacos más utilizados están: glucocorticoides (prednisona o dexametasona), 

vincristina, asparaginasa, antraciclinas, dosis altas de metotrexato, citarabina y ciclofosfamida, 

otros fármacos comúnmente utilizados para el tratamiento para LLA infantil se listan en la tabla 

1-7.  

Tabla 1- 6: Variables pronósticas comúnmente utilizadas para la estratificación del riesgo en 
pacientes recién diagnosticados con LLA6,13 

 

Variable  Favorable  Desfavorable 

Edad 1-9 años <1 año o > 10 años 

Recuento de 
leucocitos 

<50x109/L >50x109/L 

Inmunofenotipo  Precursor B Células T 

Sexo Femenino Masculino 

Enfermedad del SNC Ausente Presente 

Citogenética/RT-PCR t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1   
(TEL-AML1) 
Hiperdiploidía (trisomias 4/10) 

Hipodiploidía (<44) 
t(9;22)(q34;q11)/BCR-ABL1 
t(4;11) MLL/AF4  
rearreglo 11q23 (MLL)  
iAMP21 
t(17;19)(q22;p13)/TCF3-HLF 

Análisis molecular   Alteraciones en KZF1  
Rearreglo CRLF2  
Mutación de JAK1 o JAK2,  BCR-JAK2  
Fenotipo BCR-ABL1-like  
NUP214-ABL1  
Mutación IL7R  
Mutación CREBBP  
Mutación TP53  

Respuesta temprana  <1000 blastos/mL durante la primera 
semana  
M1 (<5% blastos) en médula en los 
primeros 8-15 días  
<0.01% de MRD en sangre periférica 
en el día 8  
<0.01% de MRD en médula en el día 29 

>1000 blastos/mL durante la primera 
semana  
M2 (5%-25%)/M3 (>25%) 
en médula en los primeros 8-15 días  
>0.01% de MRD en médula en el día 
29 
MRD positivo en el segundo punto de 
quimioterapia 
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Tabla 1- 7: Agentes quimioterapéuticos para el tratamiento de LLA infantil13,50,51 

Agente quimioterapéutico  Blanco de acción  Subtipo de LLA  

Rituximab  CD20 LLA-B 

Epratuzumab  CD22 LLA-B 

Blinatumomab  CD19 LLA-B 

Alemtuzumab CD52 LLA-B 

Imatinib  Tirosina quinasa ABL  BRC-ABL+ 
NUP214-ABL1+ 

Dasatinib Tirosina quinasa ABL (también varias 
mutaciones de la quinasa SRC) 

BRC-ABL+ 
 

Nilotinib Tirosina quinasa ABL (también varias 
mutaciones de la quinasa SRC) 

BRC-ABL+ 
 

PKC412, CEP701 y otros 
inhibidores de FLT3  

FLT3 mutada y FLT3 sobreexpresada no 
mutada  

LLA con rearreglo MLL  
LLA con hiperdiploidia 

Agentes des-metilantes  Hipermetilación LLA con rearreglo MLL  

Vincristina Tubulina Todas las LLA 

Clofarabina  Ribonucleótido reductasa, ADN polimerasa, 
mitocondria 

Todas las LLA 

Forodesina Purina nucleósido fosforilasa LLA-T 

Ruxolitinib Inhibidor de JAK  LLA con JAK mutada  
LLA BCR-ABL like+ 

La mayoría de los fármacos utilizados en el tratamiento se desarrollaron antes de 1970. Sin 

embargo, su dosis y régimen de administración se ha optimizado sobre la base de las 

características biológicas de las células leucémicas, la respuesta al tratamiento y los hallazgos 

farmacodinámicos y farmacogenómicos del paciente, lo que ha resultado en una actual alta tasa 

de supervivencia, mayor al 90%35,52. Algunas veces se utiliza terapia preventiva con quimioterapia 

intratecal o irradiación craneal dirigida al sistema nervioso central (SNC). Finalmente, el 

trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas (HSCT) se lleva a cabo en pacientes de 

alto riesgo6.  

1.7 Factores de riesgo para leucemia infantil 

Se han identificado varios factores de riesgo para el desarrollo de leucemia infantil, entre los 

cuales se encuentran síndromes genéticos predisponentes que en total contribuyen a menos del 

5% de casos. El síndrome de Down es el síndrome genético más común en niños con leucemia, se 

estima que aproximadamente 1 de cada 100 niños con síndrome de Down desarrollan leucemia, 

que representa un riesgo 10-20 veces mayor que los niños sin síndrome de Down. La trisomía 21, 

que es el sello distintivo del síndrome de Down, también se encuentra en las células de leucemia 

de niños sin síndrome de Down. Otros síndromes que también aumentan dramáticamente el 

riesgo de la leucemia infantil es la neurofibromatosis, el síndrome de Schwachman, el síndrome 

de Bloom y la ataxia telangiectasia (tanto para la LLA como para la LMA), el síndrome de 
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Klinefelter, histiocitosis de células de Langerhans (para LLA), síndrome de Williams o monosomía 

7, granulocitopenia de Kostmann y anemia de Fanconi (para LMA)32,53,54. 

De otra parte, varios estudios epidemiológicos han identificados factores de riesgo relacionados 

con factores ambientales y diferentes tipos de exposiciones. Entre estos se puede incluir la 

exposición a radiación ionizante, específicamente la exposición a rayos X en el útero es un factor 

de riesgo para LLA y LMA infantil. Asimismo, se han considerado otras fuentes de radiación 

ionizante, por ejemplo, el radón como consecuencias de bombas atómicas y de explosiones 

nucleares. También se han tenido en cuenta exposición a fuentes de radiación no ionizante como 

la exposición a campos electromagnéticos en la proximidad a líneas de tensión. Por último, se ha 

considerado que la exposición a bajas dosis de radiación natural (por ejemplo, rayos cósmicos, 

radiación terrestre) en el rango de 0.5-2.5 mSV/año pueden contribuir al desarrollo de la 

leucemia6,53,55ς57.  

Las exposiciones a productos químicos también se han considerado como un factor de riesgo para 

el desarrollo de leucemia infantil, no solo la exposición del niño, sino la exposición ocupacional de 

los padres. Exposiciones a pesticidas, hidrocarburos y solventes, especialmente benceno, polvo 

metálico, gases de escape de automóviles y trenes, contaminantes industriales, polvo de madera, 

materiales aislantes, agua contaminada y tinte para el cabello, se han relacionado durante mucho 

tiempo con el desarrollo de leucomogénesis53,58. Turner et al. en 2010 mostró que hay un 

incremento en el riesgo de leucemia infantil por exposición a pesticidas en la niñez temprana59. 

Otros factores de riesgo adicionales se relacionan con estilos de vida tales como el tabaquismo y 

consumo de alcohol, así como también se ha demostrado que algunos agentes 

quimioterapéuticos tiene potencial leucomogénico53.   

Un factor de riesgo adicional se relaciona con la exposición en el útero a través de la placenta a 

inhibidores de la topoisomerasa II de origen natural, esto debido a que la gran la mayoría de los 

niños con leucemia tienen translocaciones que involucran el gen MLL; translocaciones idénticas 

del gen MLL se encuentran también en pacientes que desarrollan leucemias (principalmente 

LMA) después de procesos de quimioterapia con fármacos que inhiben la topoisomerasa II del 

ADN60,61. Por lo tanto, se formuló la hipótesis que la exposición materna a los inhibidores de ADN 

topoisomerasa II durante el embarazo puede contribuir al riesgo de leucemia infantil por inducir 

translocaciones del gen MLL, y la dieta es una fuente importante de Inhibidores de ADN 

topoisomerasa II, principalmente en alimentos enlatados y leguminosas secas, cebollas, 

manzanas, bayas, productos de soja, café y otras bebidas con cafeína, té verde y negro, cacao y 

vino tinto. Finalmente, un factor protector importante en la dieta materna es el consumo de 

ácido fólico, que según algunos reportes disminuye el riesgo de desarrollar leucemia infantil53. 
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1.8 Biomarcadores  

El descubrimiento de biomarcadores específicos para diversos tipos de cáncer es un campo 

importante en las ciencias médicas. Los fluidos corporales tienen un gran potencial emergente en 

los estudios de biomarcadores, especialmente aquellos que se pueden recolectar por medios no 

invasivos o mínimamente invasivos, como sangre, orina, lágrimas, saliva o sudor. Los cambios en 

la composición proteica de estos fluidos corporales proporcionan información sobre las 

condiciones locales y sistémicas que pueden representar la presencia o no de alguna neoplasia en 

el individuo62,63. La sangre, por ejemplo, se considera un tejido líquido complejo que abarca 

células y fluido extracelular donde la variedad de posibles biomarcadores candidatos es 

significativa y puede abarcar: concentraciones de proteínas, isoformas de proteínas y 

modificaciones postraduccionales (PTM); productos metabólicos (lípidos y carbohidratos) y ácidos 

nucleicos62,64. En casos de leucemia infantil pensar en la posibilidad de tener un biomarcador en 

sangre periférica frente a un aspirado de médula ósea es un objetivo altamente deseable y con 

un gran potencial en el diseño de pruebas de screening o de tamizaje.   

Un biomarcador se define como una característica que es objetivamente medible y evaluada y 

que es un indicador del proceso biológico normal, de un proceso patológico o de una respuesta a 

un tratamiento terapéutico65. En términos generales, los biomarcadores pueden dividirse en tres 

categorías según su uso: biomarcadores de diagnóstico, biomarcadores pronóstico y 

biomarcadores de estratificación66.  Los biomarcadores de diagnóstico o detección se utilizan 

para detectar una patología y en algunos casos para estratificar al paciente. En la mayoría de las 

enfermedades y especialmente en el cáncer, el diagnóstico precoz es muy importante. Se espera 

que estos marcadores tengan alta especificidad y sensibilidad, entendiéndose sensibilidad como 

la proporción de verdaderos positivos identificados correctamente por el biomarcador y 

especificidad como la proporción de verdaderos negativos que son correctamente identificados 

por el biomarcador. Ahora bien, los biomarcadores de pronóstico se usan una vez se ha 

establecido el estado de la enfermedad, estos biomarcadores predicen el curso probable de la 

enfermedad, incluida su recurrencia, y por lo tanto tienen una influencia importante en la 

agresividad del tratamiento. Finalmente, los biomarcadores de estratificación o predictivos sirven 

para predecir la respuesta a un fármaco antes que comience el tratamiento, este marcador 

predice si el paciente va a responder al tratamiento o no. También se han considerado otros tipos 

de biomarcadores, como los biomarcadores de respuesta o de recurrencia, que son aquellos que 

dan cuenta de la eficacia del tratamiento administrado; la heterogeneidad de enfermedades 

como el cáncer puede hacer que los fármacos sean ineficaces o puedan causar respuestas 

adversas, por lo que la identificación de biomarcadores que indiquen la resistencia a los 

medicamentos se podría utilizar para rectificar el medicamento y mejorar el pronóstico; estos 

biomarcadores también pueden usarse para monitorear la recurrencia de la enfermedad a largo 

plazo62,65,66. 
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En la tabla 1-8 se muestran algunos biomarcadores tumorales proteicos aprobados por la FDA 

(Food and Drug Administration) y que se usan actualmente en clínica. Hasta el momento no se 

encuentra ningún biomarcador proteico aprobado para el diagnóstico temprano de leucemia 

linfoide agua.  

Tabla 1- 8: Biomarcadores tumorales aprobados por la FDA, actualmente de uso clínico 

Biomarcador  Uso clínico  Tipo de cáncer  Muestra 
biológica 

Año de 
aprobación  

Pro2PSA Discriminar sano de 
enfermo 

Próstata Suero 2012 

ROMA (HE4+CA-125) Predicción de malignidad Ovario Suero 2011 

HE4 Monitoreo de 
recurrencia o progresión 
de enfermedad 

Ovario Suero 2008 

Fibrina/producto de 
degradación de 
fibrinógeno (DR-70) 

Monitoreo progreso de 
enfermedad 

Colorrectal Suero 2008 

CA19-9 Monitoreo de 
enfermedad 

Páncreas Suero o plasma  2002 

Receptor de 
estrógenos 

Pronóstico, respuesta a 
la terapia  

Mama  Tejido FFPE** 1999 

CA-125 Monitoreo progreso de 
enfermedad, respuesta a 
la terapia  

Ovario Suero, plasma 1997 

PSA libre Discrimina cáncer de 
enfermedad benigna 

Próstata Suero 1997 

PSA total Diagnóstico de cáncer y 
monitoreo 

Próstata Suero  1986 

Antígeno carcino 
embrionario 

Ayuda en monitoreo y 
pronóstico 

No específico Suero 1985 

Los ensayos clínicos son realizados por inmunoensayos, exceptuando el Receptor de estrógenos que está basado en 
inmunohistoquímica.  *FFPE: Formalin-fixed, paraffin-embedded, adaptada de Füzéry et al. 201367. 

1.8.1 Descubrimiento de biomarcadores  

El descubrimiento de biomarcadores es un proceso de varias etapas secuenciales que tiene como 

objetivo evaluar la mayor cantidad posible de candidatos y excluir los marcadores ineficaces tan 

pronto como sea posible. El proceso se puede dividir en tres grandes fases, descubrimiento, 

desarrollo y clínica (Figura 1-5), a medida que se avanza por cada una de ella se va disminuyendo 

el número de potenciales biomarcadores hasta finalizar con una o unas pocas proteínas que se 

establecen como biomarcadores definitivos. El costo y la duración de todo el proceso de 

descubrimiento de un nuevo biomarcador puede tardar varios años, por ejemplo, el 

descubrimiento del biomarcador de cáncer de ovario proteína 4 del epidídimo humano (HE4) 

tardó cerca de ocho años desde la etapa inicial, los estudios de validación y la aprobación de la 
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FDA. Otro ejemplo es la proteína 1 similar al receptor 1 de la interleukina 1 (ST2) que se descubrió 

en 2003 y su ensayo clínico fue aprobado por la FDA hasta 201168.  

La fase de descubrimiento incluye dos etapas, la primera es la etapa de descubrimiento cuyo 

objetivo es la identificación de proteínas candidatas que cumplan la expectativa del objetivo 

clínico, el tamaño de muestra en esta primera etapa es pequeño para compensar el reto que 

implica el análisis del gran conjunto de datos resultantes. El resultado general de esta etapa es un 

grupo de proteínas diferencialmente abundantes cuyo rendimiento debe ser evaluado. La 

segunda etapa es la calificación en donde se busca una evidencia de asociación entre la 

abundancia proteínica y el resultado clínico. Generalmente, se aplican algunos criterios para 

seleccionar un número manejable de candidatos y obtener una lista priorizada de candidatos a 

biomarcadores pasa ser evaluados en la fase de desarrollo. La fase de desarrollo incluye tres 

etapas: la primera es la etapa de verificación cuyo objetivo es medir los biomarcadores 

candidatos en un número mayor de muestras y excluir falsos candidatos, en esta etapa se utilizan 

estrategias analíticas diferentes a la estrategia inicial, pero parecidas o iguales a la metodología 

que se usaría en el análisis final. La segunda etapa es el desarrollo de un ensayo preclínico y la 

tercera la validación de la pequeña lista de biomarcadores casi definitivos. En la validación se 

cuantifica cada biomarcador en cientos de muestras de múltiples centros médicos, se realiza 

análisis ciego, se establecen valores de referencia y se seleccionan criterios de valoración 

clínicamente significativos. Finalmente, en la fase clínica se desarrolla un ensayo grado clínico y 

se somete a aprobación por las agencias de salud66,68,69.  

Para el descubrimiento de biomarcadores de origen proteico y en especial biomarcadores en 

fluidos biológicos como plasma o suero sanguíneos, la metodología más utilizada es la 

proteómica, recomendando un tamaño de muestra pequeño, Zhou demostró que seis muestras 

por grupo de estudio era suficiente para proporcionar suficiencia estadística para la mayoría de 

las proteínas con razones de cambio (fold change) mayor a 2 veces70. Esta técnica tiene una gran 

capacidad para identificar biomarcadores de manera confiable, de hecho, el mayor campo de 

aplicación de la ciencia proteómica, según el número de publicaciones relacionadas, es el 

descubrimiento de biomarcadores clínicamente relevantes, y cada vez toma más importancia71,72. 

Aunque todavía la proteómica no es de uso común en clínica, su potencialidad es cada vez más 

evidente debido al desarrollo de equipos más eficientes, homogenización de protocolos de 

análisis y normalización de almacenamiento y tratamiento de datos, se espera que la proteómica 

dirigida tenga un campo de acción importante en clínica73. Algunos autores han indicado que a 

pesar de todo el esfuerzo en la búsqueda de biomarcadores basados en estrategias proteómicas, 

los resultados no son los esperados y el número de biomarcadores aprobados basados en 

proteómica para uso clínico es muy bajo67,74, no obstante, también se ha aclarado que la 

expectativa de estos resultados proteómicos fue inflada prematuramente debido a la gran 

aceptación de la tecnología proteómica por parte de los investigadores, puesto que resultó muy 
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atractiva por su gran capacidad para evaluar miles de proteínas y modificaciones 

postraduccionales, en múltiples muestras, en un tiempo relativamente corto75ς77. 

 

Figura 1- 5: Procedimiento para el descubrimiento de biomarcadores 

 

 

 

La proteómica en combinación con otros enfoques ómicos proporciona cientos de candidatos a biomarcadores que se 
evalúan en la fase de verificación en muestras independientes. Tras la verificación y el desarrollo de ensayos preclínicos, 
los candidatos a biomarcadores más prometedores se validan en miles de muestras clínicas. Finalmente, el análisis de 
diagnóstico se somete a una rigurosa evaluación y aprobación por parte de las agencias reguladoras de salud. 
Adaptada de Drabovich et al. 201568. 

 

Otro aspecto que se resalta como un punto determinante en el descubrimiento de 

biomarcadores mediante técnicas proteómicas es que la limitante real está en la etapa de 

verificación y validación de listados de proteínas candidatas69,78, se ha aclarado que los ensayos 

de ELISA, como ensayo preferido para estas etapas, no está disponible en su totalidad para 

analizar el gran número de proteínas que deben ser verificadas, más aún, los ensayos ELISA 

tienen capacidades de multiplexación limitadas y pueden exhibir reactividad cruzada, por lo 

tanto, el "cuello de botella" en el proceso de descubrimiento de biomarcadores basados en 
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proteómica es la falta de una técnica para verificar los cientos de biomarcadores potenciales71. 

Actualmente las mismas tecnologías proteómicas son pioneras en poner a disposición tecnologías 

basadas en espectrometría de masas que permiten la verificación de esos cientos de potenciales 

biomarcadores en una mayor número de muestras, en una rama denominada proteómica dirigida 

targeted proteomics79,80, se espera que pronto un número importante de biomarcadores 

descubiertos por proteómica sean escalados y aprobados para uso clínico. En el siguiente capítulo 

se ampliarán los aspectos técnicos y las bondades de la proteómica. 

 

1.8.2 Biomarcadores en cáncer  

Desde finales del siglo pasado, la proteómica ha permitido la caracterización completa de 

proteínas y ha colaborado, junto con otras técnicas ómicas y los enfoques de la biología de 

sistemas, a la dilucidación y comprensión de las redes de señalización en células tumorales81,82. 

Los avances en las tecnologías basadas en proteómica han permitido identificar con éxito varios 

biomarcadores prometedores de cáncer, en la tabla 1-9 se muestra una lista de algunos de ellos.  

En el caso de leucemia linfoide aguda, solo se encuentran unos pocos estudios relacionados con 

la búsqueda de biomarcadores para diagnóstico temprano de la enfermedad. Saha et al. en 2014 

presentó un estudio proteómico comparativo basado en gel de linfocitos B de pacientes con LLA-

B y controles sanos e identificó 79 proteínas reguladas diferencialmente en las células malignas83. 

Otro reporte relacionado es el de Xu et al. en 2017, el cual mediante shotgun proteomics 

identificó 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 leucomogénesis84. En esta tesis se presenta un 

listado de 90 proteínas diferencialmente expresadas en plasma sanguíneo de pacientes 

pediátricos diagnosticados con LLA-B en comparación con controles sanos mediante shotgun 

proteomics libre de marca, que pueden tener potencial como biomarcadores de enfermedad en 

nuestra población colombiana.    
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Tabla 1- 9: Potenciales biomarcadores de cáncer obtenidos mediante enfoque proteómicos 

Potencial Biomarcador  Tipo de cáncer  

Cadena pesada de la inter alfa tripsina Diagnóstico temprano en cáncer de ovario85 

Clusterina Biomarcador cáncer gástrico86  

Peroxirredoxinas Potencial biomarcador en varios tipo de cáncer87 

Proteína 3 inducida por ácido retinoico Biomarcador pronóstico para cáncer de colon88  

Proteínas de unión a transferrina Biomarcador para cáncer de mama89.  

Precursor de la Alfa-2-HS-glicoproteína  Biomarcador para cáncer de colon90 

Histona H2B, NIF-1 (zinc finger 335) Biomarcador para cáncer de vejiga91 

Biliverdina reductasa B Biomarcador para cáncer de próstata92 

Glutatión peroxidasa1, fumarato hidratasa, 
oncogén SET  

Biomarcadores para Leucemia mieloide aguda93  

Modificador tipo ubiquitina que activa la enzima 
1 (UBA1), isoforma 1 del precursor de la cadena 
alfa del fibrinógeno, factor plaquetario 4 (PF4). 

Potenciales biomarcadores para Leucemia 
mieloide aguda94 

Canal de aniones dependiente de voltaje 1 
(VDAC1), Nexina 3 (SNX3), subunidad prefoldina 
6 (PFDN6). 

Potenciales biomarcadores predictivos en 
Leucemia linfoide aguda95 

Clusterina, Gelsolina, Ceruloplasmina (CERU), 
Apolipoproteínas (APOE), (APOA4), (APOA1), 
Proteína AMBP, actina citoplasmática 1, Afamina 
(AFAM) 

Biomarcadores pronóstico para Leucemia linfoide 
aguda96 
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2.1 Objetivos  

Í Separar el proteoma de plasma sanguíneo de pacientes diagnosticados con LLA-B y de 

controles mediante electroforesis bidimensional.  

Í Detectar spots de proteínas diferenciales entre los grupos de estudio. 

Í Identificar las proteínas diferenciales mediante espectrometría de masas en tándem.  

 

2.2 Hallazgos  

* Un total de 18 geles 2DE de 7cm se analizaron utilizando el programa de análisis de 

imágenes Melanie 7.0, el perfil de spots permitió una separación de los grupos de estudio.  

* Treinta y cinco spots de proteína resultaron diferenciales entre pacientes y controles 

mediante 2DE sin marcaje, 35 spots detectados únicamente en el grupo pacientes y 10 

spots detectados únicamente en el grupo controles. 6 proteínas se identificaron por 

espectrometría de masas en tándem.      

* Uno total de cuatro geles 2DE con marcaje DIGE se analizaron mediante Progenesis 

SameSpots versión 4.5.4325.32621, logrando alinear un total de 1722 spots de proteína.  

* Un total de 22 spots de proteína resultaron diferenciales en la estrategia 2DE con marcaje 

DIGE, se identificaron 18 proteínas mediante análisis de espectrometría en masas en 

tándem.  
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2.3 Introducción a la proteómica  

En 1994 Marc Wilking acuño el término proteoma para hacer referencia al conjunto completo de 

las proteínas expresadas por un genoma97. El término proteómica es relativo a proteoma y abarca 

el análisis de todas las proteínas expresadas por una entidad biológica o parte de ella en un 

momento determinado. En este sentido, el proteoma es un conjunto dinámico con un número de 

posibles componentes mucho mayor que el genoma o el transcriptoma. La anotación del genoma 

humano reveló entre 20000 y 25000 genes (International Human Genome Sequencing 

Consortium, 2004), mientras que el número estimado de proteínas codificado por estos genes es 

de 2 a 3 órdenes de magnitud mayor. Este número mucho mayor de proteínas se explica por 

diversos mecanismos moleculares que como el splicing de genes, el splicing alternativo de los 

pre-mRNA, la edición del RNA, el desplazamiento en el marco de traducción, las modificaciones 

postraduccionales (PTMs) y los procesos de proteólisis98.  

En el campo de la proteómica las herramientas analíticas y bioinformáticas pueden considerarse 

un eje central, los avances en técnicas de separación, de purificación y de enriquecimiento de 

proteínas, nuevos diseños en equipos de alto rendimiento, herramientas bioinformáticas de 

procesamiento de datos y softwares estadísticos diseñados para el procesamiento de datos 

proteómicos aumentan cada vez más la robustez de los resultados99. En este sentido, la 

proteómica tiene un papel central en diversas áreas de investigación, por ejemplo: búsqueda de 

biomarcadores de enfermedad, estudio de PTMs e interacciones proteína-proteína o estudios de 

interactoma, estudios de estructura de proteínas, caracterización de proteomas y diversos 

estudios de biología de sistemas, por ejemplo en lo relativo a vías de señalización y análisis de 

redes de proteínas, entre otros100.  

Ahora bien, los enfoques experimentales utilizados en estudios proteómicos, en general, se 

pueden dividir en dos grupos, la proteómica comparativa (relativa) y la proteómica absoluta o de 

cuantificación absoluta y su elección dependerá de la pregunta de investigación. En experimentos 

absolutos o también conocidos como proteómica dirigida, el objetivo es identificar las proteínas 

blanco tanto como sea posible, acá se requiere una investigación detallada y un mapeo de 

secuencia completo de una proteína blanco. En proteómica comparativa, conocida también como 

Discovery Proteomics, el objetivo es identificar simultáneamente el mayor número de proteínas 

posibles, prestando especial atención en proteínas de baja frecuencia y/o abundancia, un 

ejemplo es la proteómica comparativa en la búsqueda de biomarcadores de enfermedad, 

usualmente en un fluido biológico de fácil acceso de gran complejidad 100,101.  

Uno de los grandes desafíos de la proteómica se refiere al análisis simultáneo de un amplio 

número de péptidos o proteínas con gran variabilidad química, lo cual se traduce en un reto 



30 Búsqueda de biomarcadores en plasma de pacientes con leucemia linfoide aguda 

 

 

analítico. La espectrometría de masas MS (Mass Spectrometry) es el corazón de la proteómica y 

es la herramienta que ha permitido el rápido avance de esta ciencia y su aplicación en muchos 

campos clínicos y de investigación. Existen dos estrategias bien establecidas (Figura 2-1), para 

estudios ǇǊƻǘŜƽƳƛŎƻǎΥ Ŝƭ ŀōƻǊŘŀƧŜ άTop downέ ŘƻƴŘŜ ǎŜ analizan proteínas intactas y el abordaje 

άBotton upέ Ŝƴ donde se analiza una mezcla de péptidos, proveniente de proteínas que han sido 

digeridas por una enzima proteolítica102,103.  

Figura 2- 1: Estrategias proteómicas Botton up y Top down para la identificación de proteínas 

 

A. Enfoque Bottom-Up donde la digestión enzimática se utiliza para convertir proteínas intactas en péptidos. Los 
péptidos se analizan a través de MS en tándem, y la identificación de proteínas se realiza a través del emparejamiento 
(match) de péptidos con información de una base de datos de proteínas mediante un algoritmo de búsqueda. B. 
Enfoque Top-Down donde las proteínas intactas se analizan directamente en el espectrómetro de masas sin digestión 
enzimática. El precursor resultante y las masas de los fragmentos se comparan con secuencias candidatas de una base 
de datos de proteínas, haciendo posible la localización y caracterización de modificaciones postraduccionales. Adaptado 
Kellie et al. 2010104. 

2.3.1 Proteómica de plasma  

El proteoma del plasma puede cambiar muy rápidamente en determinadas condiciones 

fisiológicas, tales como estrés, deporte, alimentación, periodos de sueño, estado de embarazo y 

diversas enfermedades. El plasma sanguíneo contiene una combinación de subproteomas 

derivados de diferentes tejidos y en este sentido puede reflejar el estado de salud de un 

individuo, por lo tanto, la mayoría de los esfuerzos en investigación se han dirigido a estudiar el 

potencial del proteoma plasmático como una fuente prometedora de biomarcadores que pueden 

usarse para diagnóstico, estratificación y monitoreo de enfermedades así como para respuesta a 

tratamiento105. Hasta la fecha se encuentran un total de 10546 proteínas e isoformas 
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enumeradas en la base de datos del proteoma de plasma disponible en 

(http://www.plasmaproteomedatabase.org).  

Cuando se analiza el plasma sanguíneo mediante técnicas proteómicas se debe considerar varios 

aspectos que pueden alterar el resultado analítico. El primero de ellos es el amplio rango 

dinámico del plasma, el cual excede los 12 órdenes de magnitud106, esto es, que hay un pequeño 

número de proteínas con muy alta abundancia y hay un incremento gradual del número de 

proteínas con menor abundancia. La albúmina, representa en masa, más de la mitad de la 

proteína total del plasma, y las siguientes 21 proteínas más abundantes suman el 99% de la masa 

total de proteínas del plasma (Figura 2-2). De modo que las pocas proteínas más abundantes 

tienden a dominar el análisis proteómico y limitan la capacidad de detectar componentes de baja 

abundancia 106.  

Como segundo aspecto importante se considera la normalización de la toma de muestras y de 

protocolos de procesamiento y almacenamiento de estas con el fin de asegurar la 

reproducibilidad y la confiabilidad de los datos. En los análisis en plasma, se suele utilizar plasma 

pobre en plaquetas, obtenido mediante una doble centrifugación, dado que las plaquetas 

contienen un número importante de péptidos y enzimas que se liberan tras su agregación. El 

proceso de agregación de plaquetas puede activarse por ejemplo por bajas temperaturas, en 

consecuencia, es crucial retirar las plaquetas antes de enfriar y congelar las muestras. Igualmente 

importante es el tiempo transcurrido entre la centrifugación y la separación de la fracción 

globular, el cual tiene un impacto en el perfil proteico puesto que el metabolismo de las células 

sanguíneas sigue activo después que se ha colectado la sangre107. 

Como tercer aspecto importante se requiere evitar la hemólisis de la muestra, o ruptura 

mecánica de la membrana de los glóbulos rojos durante su recolección, porque podría tener un 

impacto sustancial en el resultado analítico108. Y finalmente el uso de inhibidores de la proteasas 

ǉǳŜ Ŝǎ ǊŜŎƻƳŜƴŘŀŘŀ ǇŀǊŀ ŜƴŦƻǉǳŜǎ άtop-downέΣ ǇŜǊƻ ƴƻ ǇŀǊŀ ŜƴŦƻǉǳŜǎ άBottom-upέ ǎƛ ǎŜ 

incluyen antes del proceso de digestión, dado que tendrían efectos adversos en los resultados107.  

Á Reducción de la complejidad del plasma  

Las estrategias más importantes para reducir la complejidad del plasma sanguíneo involucran 

múltiples etapas que pueden incluir el fraccionamiento de la muestra, bien sea por precipitación 

diferencial, electroforesis o cromatografía, el enriquecimiento en proteínas de baja abundancia-

LAP (Low Abundance Proteins) y la depleción selectiva de proteínas altamente abundantes-HAP 

(High-Abundant Proteins). Actualmente están disponibles distintos métodos para eliminar una o 

varias de las proteínas más abundantes de la sangre109.  En la tabla 2-1, se resumen algunos de los 

sistemas comúnmente utilizados para la depleción de proteínas mayoritarias en plasma o suero 

humano. Pese a que es posible retirar con gran eficiencia hasta 20 de las proteínas más 

http://www.plasmaproteomedatabase.org/
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abundantes del plasma, existe controversia al respecto, algunos investigadores han argumentado 

que retirar varias de las proteínas abundantes o eliminarlas en un alto porcentaje puede tener 

variaciones importantes en la muestra, dado que muchas de éstas son proteínas 

transportadoras110,111, además del alto costo de estos sistemas.  

Figura 2- 2: Rango dinámico y porcentaje de proteínas de plasma sanguíneo 

  

A. Rango normal de abundancia de proteínas en plasma sanguíneo para un subconjunto de 34 proteínas. B. Porcentajes 
de las 22 proteínas más abundantes en plasma que constituyen aproximadamente el 99% de la masa de proteínas 
plasmáticas. Las 10 proteínas más abundantes de muestran en la figura de la izquierda correspondiendo 
aproximadamente al 90% de todas las proteínas del plasma, el 10% restante se divide a su vez en la torta de la derecha, 
el 1% marcado como remanente comprende miles de proteínas. Adaptada de Baker et al. 2012112. 

A pesar de los grandes avances en la instrumentación proteómica y que se han propuesto 

protocolos que no utilizan etapas de depleción de proteínas113, los procesos de enriquecimiento 

en LAP y depleción de HAP están vigentes y se incluyen como etapas fundamentales en el análisis 

proteómico de muestras complejas114,115. 

A 

B 
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Tabla 2- 1: Sistemas comerciales de depleción de proteínas 

ProteoPrep® 
Immunoaffinity Albumin & 

IgG Depletion Kit 

Albumina 
IgG 

Sigma-Aldrich® 

ProteoPrep® Blue Albumin 
& IgG Depletion Kit 

Albumina 
IgG 

ProteoPrep® 20 Plasma 
Immunodepletion Kit 

Albúmina, IgG, transferrina, fibrinógenoΣ LƎ!Σ ʰн- 
Macroglobulina, IgM, h м- Antitripsina, complemento C3, 

haptoglobulina, apolipoproteína !мΣ !о ŀƴŘ .Τ ʰм-
Glicoproteína ácida, ceruloplasmina, complemento C4, 

C1q; IgD, prealbúmina y plasminógeno. 

tƛŜǊŎŜϰ ¢ƻǇ мн !ōǳƴŘŀƴǘ 
Protein Depletion Spin 

Columns 

Albúmina, IgG, h 1- Glicoproteína ácida, h 1- Antitripsina, 
2h- Macroglobulina, apolipoproteína A1, apolipoproteína 
A2, fibrinógeno, Haptoglobina, IgA, IgM, transferrina 

Thermo 
{ŎƛŜƴǘƛŦƛŎϰ 

tƛŜǊŎŜϰ ¢ƻǇ н !ōǳƴŘŀƴǘ 
Protein Depletion Spin 

Columns 

Albumina 
IgG 

MARS-Human 6 Polyclonal Albúmina, IgG, Antitripsina, IgA, transferrina y 
haptoglobina 

Agilent 
Technologies 

MARS-Human 7 Polyclonal Albúmina, IgG, Antitripsina, IgA, transferrina, 
haptoglobina y fibrinógeno 

MARS-Human 14 
Polyclonal 

Albúmina, IgG, Antitripsina, IgA, transferrina y 
haptoglobina, fibrinógenoΣ ʰн-macroglobulinaΣ ʰм- 

Glicoproteína ácida, IgM, apolipoproteína A1, 
apolipoproteína A2, complemento C3, transtiretina. 

2.3.2 Digestión de proteínas  

La digestión proteica es una herramienta útil en la identificación, caracterización y cuantificación 

de proteínas mediante estrategias proteómicas. Si bien la estrategia Top down proteomics no 

requiere digestión de las proteínas, la gran mayoría de los experimentos de proteómica se basan 

justamente en la digestión para el análisis por espectrometría de masas de los péptidos 

resultantes116. El análisis de péptidos tiene algunas ventajas frente al análisis de proteínas, entre 

ellos una separación más eficiente mediante cromatografía líquida-LC (Liquid Chromatography), 

una masa molecular más baja y menores estados de carga, lo que lleva a una mayor 

sensibilidad117.  

Una amplia gama de enzimas proteolíticas está disponible en el mercado, cada una con diferentes 

especificidades, eficiencias y condiciones de digestión. La tripsina es la enzima proteolítica más 

ampliamente utilizada debido a su alta especificidad y eficacia, esta enzima hidroliza el enlace 

peptídico por el grupo carboxilo de los residuos de lisina y arginina, excepto cuando es seguido 

por una prolina118. En proteínas humanas, estos aminoácidos son relativamente abundantes y 

suelen estar bien distribuidos a lo largo de una proteína, de modo que el patrón de corte de la 

tripsina da como resultado un promedio de 61 péptidos por proteína, esto conduce a péptidos 

compuestos por 1 a 2374 residuos, con un promedio de 9 y una desviación estándar de 15, una 
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longitud que es adecuada para el análisis por el espectrómetro de masas116,118. Asimismo, la 

presencia de un residuo básico en el extremo C-terminal mejora la ionización positiva, que 

permite obtener espectros de fragmentación MS/MS de alta calidad y una identificación de 

péptidos más confiable, lo cual a su vez aumenta la precisión de la inferencia de la identidad de 

proteínas. Un beneficio final es proporcionado por el equilibrio básico entre la amina libre del N-

terminal del péptido, y el C-terminal de lisina y arginina118. 

Ahora bien, se han probado diferentes alternativas para reducir el tiempo de acción de la 

proteasa, por ejemplo, aplicar temperatura, utilizar energía de microondas, energía de 

ultrasonido, alta presión, energía infrarroja o microreactores de tripsina inmovilizada (IMER), 

estos últimos se han convertido en los más empleados para acelerar la digestión, ya que la 

enzima se puede reutilizar, tiene un bajo consumo de reactivos y evita los problemas derivados 

de la autolisis de la propia enzima, además, se pueden integrar a un sistema LC con digestión en 

línea para aumentar el rendimiento y reducir la manipulación de muestras119ς121.  

A pesar de las muchas ventajas de la tripsina, puede ser necesario usar otras proteasas en casos 

específicos, tales como una falta o una abundancia excesiva de lisina y arginina en la secuencia de 

la proteína o incompatibilidad del pH. En la tabla 2-2 se muestran algunas proteasas alternativas 

con sus especificidades de corte116.  

Tabla 2- 2: Proteasas comúnmente utilizadas en proteómica 

Actividad Proteína  Nombre comercial  pH optimo Especificidad  

Serín proteasa Tripsina Trypsin 7,50 C: K, R 

Quimiotripsinógeno A Chymotrypsin 7,80-8 C: Y, F, W 

Lisil endopeptidasa Lys-C 7-9 C: K 

Glutamil peptidasa I Glu-C 4 o 8 C: E, D  

Metaloproteasa Peptidil-Asp 

metalopeptidasa 

Asp-N 4-9 N: D 

Peptidil-Lys 

metaloendopeptidasa 

Lys-N 9.5 N: K 

Utilisina LysargiNase 7,50 N: K, R 

Cisteín proteasa Clostripain Arg-C 7-8 C: R 

Aspártico-proteasa Pepsina A Pepsin 1-4 C: Y, F, W, L 

Candidapepsina-9  Sap9 4,50 o 5,50 C: K, R 

Proteasa 7 OmpT 6-6,50 C: K, R y di-básicos  

En la columna de especificidad, N significa clivaje en el N-terminal y C significa clivaje en el C-terminal, K: lisina, R: 
arginina, Y: tirosina, F: fenilalanina, W: triptófano, E: ácido glutámico, D: ácido aspártico, L: leucina. Adaptada de 

Tsiatsiani and Heck 2015116. 
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2.3.3 Técnicas de separación de proteínas   

Debido a la gran complejidad del plasma sanguíneo y de otros tipos de muestras biológicas 

analizadas mediante técnicas proteómicas, es necesario utilizar metodologías de separación ya 

sea de proteínas o péptidos, previas al análisis por espectrometría de masas. El objetivo general 

de la separación es simplificar la cantidad de analitos en la muestra que entra al analizador de 

masas. Las técnicas electroforéticas, en una dimensión (1D) o en dos dimensiones (2D), y la 

cromatografía líquida, con su amplia gama de posibilidades, son las dos estrategias de separación 

más utilizadas en diversos abordajes proteómicos, ya sea solas o en combinación.  

Á Técnicas electroforéticas  

En la electroforesis 1D la separación de proteínas se realiza en función de su masa molecular en 

geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio, conocida como SDS-PAGE 

(Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Esta metodología clásica evolucionó 

a la electroforesis bidimensional (2DE), que logra una mayor resolución de la separación proteica. 

La 2DE fue descrita en 1975 por O´Farrell y Klose y contempla una primera dimensión en donde 

las proteínas se separan en función de su punto isoeléctrico (pI) mediante un proceso conocido 

como isoelectroenfoque IEF (Isoelectrofocusing) y posterior acople a una segunda dimensión que 

corresponde a una SDS-PAGE convencional122, para obtener finalmente un mapa 2D con un perfil 

de proteínas separadas en manchas o spots de proteína. Cabe destacar que, con el desarrollo de 

gradientes inmovilizados de pH, IPG (Immobilized pH gradients) se ha mejorado y aumentado la 

reproducibilidad, la capacidad de carga, la resolución cuantitativa y el rango dinámico. Hoy en día 

también permite separar las proteínas muy ácidas y muy básicas 122,123.  

La 2DE se considera una técnica robusta y, de hecho, la variable más crítica hoy en día ya no es el 

proceso de obtención del gel 2DE, sino la preparación de la muestra y el análisis de imágenes, en 

donde cabe resaltar los grandes avances en los métodos de tinción de geles, algunos de los más 

utilizados incluyen la tinción con colorantes fluorescentes124, la tinción con azul de Coomassie 

coloidal125 y la tinción con plata126 todos ellos compatibles con la espectrometría de masas127. En 

plasma o suero sanguíneos, la resolución de un gel 2DE permitir la visualización de miles de 

spots109,128. Pese a todas estas ventajas, la 2DE también tiene desventajas que limitan su 

aplicación. Es una técnica laboriosa y que consume mucho tiempo, pueden pasar varios días 

antes de obtener datos cuantitativos. Tiene un uso limitado para proteínas de baja abundancia y 

proteínas poco solubles como proteínas de membrana, sin embargo, su aplicación para el análisis 

de proteínas de plasma o suero es ideal, dado que las proteínas plasmáticas son solubles y en su 

gran mayoría tienen puntos isoeléctricos intermedios129. Pero tal vez, la mayor desventaja que 

puede afectar el análisis de plasma por 2DE es la variabilidad entre geles corridos 

simultáneamente que puede llegar a ser muy alta debido a factores como diferencias en la 

polimerización de la acrilamida, fluctuaciones térmicas, concentración de sales, variaciones de pH 
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o de corriente eléctrica y variaciones en el proceso de tinción. Esta variabilidad se ha resuelto por 

el uso de colorantes fluorescentes con bandas estrechas de excitación y emisión, en una 

metodología conocida como electroforesis en gel diferencial DIGE (Difference gel 

electrophoresis)123,130.  

- Electroforesis 2DE-DIGE 

La estrategia 2DE-DIGE comprende el marcaje de las muestras, previo a la separación por IEF con 

fluorocromos derivados de cianina (CyDye: Cy2, Cy3 y Cy5) que se unen covalentemente al grupo 

e-amino de las lisinas a través de un enlace amida131.  Las muestras marcadas se mezclan y se 

separan en un único gel 2D, de modo que la reproducibilidad y la precisión aumentan en gran 

medida. Usualmente los fluorocromos Cy3 y Cy5 se utilizan para marcar cada condición biológica 

en estudio y el Cy2 se utiliza para marcar el estándar interno, que es una mezcla equimolar de 

todas las muestras en análisis que tiene como objetivo comparar y normalizar las intensidades del 

marcaje. Finalmente, se capturan las imágenes correspondientes a la longitud de onda de 

excitación de cada fluorocromo, y se analizan en un software apropiado (Figura 2-3)132,133. De esta 

manera se logra la detección de diferencias cuantitativas en la abundancia proteica de diferentes 

muestras en un único gel, obteniendo mejor reproducibilidad y reduciendo costos.  

Figura 2- 3: Esquema de trabajo 2DE DIGE 

 
 

Á Técnicas cromatográficas 

La cromatografía es una técnica muy poderosa y versátil para la separación y purificación de 

mezclas complejas. Existen diversos tipos de cromatografía, sin embargo, en proteómica la más 

utilizada es la cromatografía líquida. Brevemente, en este tipo de cromatografía, la fase móvil es 

un líquido y la fase estacionaria es un soporte sólido contenido en una columna, la separación de 

los analitos se da en función de las interacciones fisicoquímicas que establece este con la fase 
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líquida y la fase estacionaria. En cromatografía de péptidos y proteínas están presentes diferentes 

mecanismos de separación, la tabla 2-3 resume algunos tipos de cromatografía usados en 

proteómica.  

Tabla 2- 3: Tipos de cromatografía utilizada en proteómica134,135 

Mecanismo de 
separación 

Propiedad de la 
proteína 

Principio 

Cromatografía de 
afinidad (AC) 

Reconocimiento 
de ligando 
específico  

Separación en función de interacciones entre las proteínas y los ligandos 
específicos de la fase estacionaria, es una estrategia altamente selectiva y 
de gran resolución. El ligando puede ser un anticuerpo, un metal, una 
enzima, un carbohidrato o cualquier otra molécula que interactúe 
específicamente con la proteína de interés, de modo que esta quedará 
retenida en la columna y podrá ser separada.  

Cromatografía de 
intercambio 
iónico (IEX) 

Carga Separación de proteínas en función de su carga. En este caso, la fase 
estacionaria presenta en la superficie grupos funcionales cargados que 
interactúan con iones de carga opuesta presentes en la muestra. La elución 
de las proteínas retenidas en la columna se realiza aumentando la fuerza 
iónica de la fase móvil, de forma que primero eluyen las proteínas menos 
cargadas y por último las de mayor carga. Este tipo de cromatografía puede 
ser de intercambio catiónico (fase estacionaria cargada negativamente) o 
intercambio aniónico (fase estacionaria cargada positivamente). 

Cromatografía de 
filtración en gel 

(GF) 

Tamaño molecular  Separación de proteínas en función de su tamaño. No se producen 
interacciones químicas o físicas entre los analitos y la fase estacionaria, la 
cual corresponde a un gel o resina con diferentes tamaños de poro. Las 
moléculas más grandes no pueden entrar a los poros y eluyen primero, las 
moléculas de menor tamaño entran a los poros, tienen un recorrido más 
largo y eluyen más tarde.  

Cromatografía 
multimodal 

(MMC) 

Tamaño, carga e 
hidrofobicidad 

Separación de proteínas en función de su tamaño, carga e hidrofobicidad. 
En este tipo de cromatografía la fase estacionaria interactúa con la 
molécula diana a través de dos o más modos de acción. Estos modos de 
acción pueden operar independientemente o en conjunto. Los soportes 
para cromatografía multimodal pueden prepararse de diferentes maneras: 
1) Por un enfoque estocástico, en el que se introducen dos o más tipos de 
interacciones independientemente en la matriz. 2) El enfoque de ligando 
multimodal, en el que grupos que promueven diferentes interacciones son 
conectados a través de una molécula andamio, dando como resultado una 
estructura tridimensional bien definida, y en donde se fija una relación 
estequiométrica entre los grupos. 3) El uso de un material sensible que, 
según las condiciones, exhibirá diferentes interacciones.  

Cromatografía en 
fase reversa (RPC) 

Hidrofobicidad  Separación de proteínas en función de su hidrofobicidad. La fase 
estacionaria es apolar, comúnmente hidrocarburos C18 y la fase móvil 
polar, por ejemplo, mezclas acetonitrilo:agua (ACN:Agua). Debido al 
carácter apolar de los péptidos, éstos se quedan retenidos en la columna. 
La elución gradual se realiza incrementando el porcentaje de solvente 
orgánico en la fase móvil, de modo que eluyen primero los péptidos más 
polares y por último los menos polares.  

Cromatografía de 
Interacción 

hidrofóbica (HIC) 

Hidrofobicidad Separación de proteínas en función de su hidrofobicidad superficial. A 
diferencia que en RPC esta técnica utiliza un menor grado de sustitución en 
la resina, es decir, un menor número de ligandos hidrofóbicos de modo 
que las interacciones hidrofóbicas son más débiles. Para que las proteínas 
queden retenidas en la columna lo que se hace inducir la interacción por 
medio de una alta concentración de sales. La elución se logra con un 
gradiente en donde va disminuyendo la concentración de sales hasta un 
100% de agua.  Tiene menor resolución que la RPC. 
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2.3.4 Espectrometría de masas 

Aunque la primera publicación relacionada con espectrometría de masas data de 1886, cuando el 

físico alemán Eugene Goldstein descubrió los iones positivos en un tubo de descarga eléctrica a 

baja presión136, la aplicación real de la espectrometría en el análisis de proteínas sólo tuvo lugar 

en los años setenta con el desarrollo de técnicas de ionización suave, las cuales permitieron por 

primera vez la ionización y volatización de moléculas grandes, tales como péptidos y proteínas137. 

Sin embargo, el verdadero progreso en los análisis de macromoléculas no volátiles y de utilizar la 

espectrometría de masa en proteómica ocurrió en 1988, casi de forma paralela con el desarrollo 

de la ionización por electrospray -ESI (Electrospray Ionization)138 y con la aparición de la desorción 

suave por láser139 y la ionización/desorción por láser asistida por matriz MALDI (Matrix Assisted 

Laser Desorption Ionization)140,141.  

En términos generales, la espectrometría de masas es una herramienta analítica indispensable en 

diferentes áreas de investigación. El principio básico de la MS es el de generar iones en fase 

gaseosa, separar estos iones en función de su relación masa/carga (m/z) y detectarlos de manera 

cualitativa y cuantitativa dada su respectiva relación m/z y su abundancia142,143; estos procesos se 

realizan en el espectrómetro de masas (Figura 2-4). 

Figura 2- 4: Esquema básico de un espectrómetro de masas 

 

 

 

2.3.5 Partes de un espectrómetro de masas 

Á Fuente de ionización  

La fuente de ionización es el lugar donde los analitos se cargan y se convierten en iones gaseosos; 

las técnicas de ionización ESI y MALDI son las estrategias utilizadas en proteómica para volatilizar 

e ionizar proteínas y péptidos, usualmente en modo positivo, en donde el analito adquiere uno o 

más protones y queda cargado positivamente144.  

MALDI: El proceso de desorción/ ionización por láser asistido por matriz involucra una mezcla 

compleja de fenómenos ópticos, mecánicos y fisicoquímicos de transición de fase e ionización. 

Entrada 
muestra 
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Analizador 
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datos 

Alto Vacío  
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Este proceso se logra en dos etapas. En el primer paso el analito se mezcla con una solución de la 

matriz, las moléculas de dicha matriz deben tener una fuerte absorción a la longitud de onda del 

láser. Esta mezcla se seca para permitir la co-cristalización de la matriz y el analito, de modo que 

las moléculas de analito quedan incrustadas en toda la matriz y aisladas entre sí. El segundo paso 

se produce bajo condiciones de vacío dentro de la fuente del espectrómetro de masas, se hace 

incidir un láser UV de pulso corto para vaporizar pequeñas cantidades de la matriz y analito, 

aunque el mecanismo de ionización no está completamente descrito el más aceptado involucra la 

transferencia de protones en la fase sólida antes de la desorción y/o la transferencia de protones 

en fase gaseosa en la pluma o nube expansiva a partir de moléculas de matriz fotoionizada. La 

figura 2-5 muestra un diagrama del proceso MALDI. Debido a que con la desorción por láser la 

producción de iones es discreta, en pequeños paquetes, el MALDI está comúnmente combinado 

con un analizador de tipo time-of-flight (TOF) dando lugar a un sistema de alta sensibilidad143. 

Figura 2- 5: Ionización MALDI 

 

Imagen tomada de Hoffmann & Stroobant 2007143 

ESI: La ionización por electrospray es una técnica de ionización suave que ocurre en un capilar o 

aguja en la punta del emisor, donde se aplica un potencial de 3-4kV; se utiliza para muestras 

líquidas y por lo tanto se acopla a métodos de separación LC. La solución con conductividad 

eléctrica proveniente de los analitos iónicos, buffers o por disociación electrolítica del solvente, 

comienza a salir de la aguja, incrementa su carga y asume una forma cónica, llamada cono de 

Taylor. La transferencia de iones desde el estado líquido a iones en fase gaseosa comienza a 

presión atmosférica y se conduce continuamente al alto vacío del analizador de masas, lo cual da 

lugar a una ionización marcadamente suave. En la punta del cono, el líquido cambia de forma a 

una línea fina, que se vuelve inestable, llegando a un punto crítico donde se dispersa en forma de 

niebla, pequeñas gotas de menos de 10 mm de diámetro, altamente cargadas que vuelan y se 

dispersan cubriendo un área cada vez mayor, buscando una superficie de carga opuesta, de 

forma que se van reduciendo por evaporación del solvente y la distancia entre las moléculas 

cargadas disminuye dramáticamente. Si la gota no encuentra donde disipar su carga, las cargas 

eléctricas llegan a un estado crítico y la gota explota violentamente, este proceso fue 

originalmente observado por el físico John Zelany en 1914 (Figura 2-6). En ESI se forman iones de 

carga múltiple145,146. 
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Figura 2- 6: Ionización ESI  

 

Imagen tomada de Banerjee & Mazumdar 2012146 

Á Analizadores de masas  

Una vez la muestra es vaporizada e ionizada pasa al analizador de masas donde los iones se 

separan de acuerdo con su relación m/z. Este módulo en el instrumento es el que usualmente lo 

define, existen varios tipos según su resolución o capacidad para separar los iones, el rango de 

iones que transmite y la eficiencia de esa transmisión, asimismo pueden combinarse para lograr 

la espectrometría de masas en tándem. Algunos de los analizadores de masas más empleados en 

proteómica son: el cuadrupolo (Q), las trampas de iones (IT), los analizadores de tiempo de vuelo, 

el Orbitrap y el FT-ICR.  

Cuadrupolo: Consiste en cuatro electrodos dispuestos en paralelo a los cuales se les aplica una 

radiofrecuencia (RF) y una corriente directa (DC), de tal forma que se genera un campo eléctrico 

que enfoca los iones en el centro de los electrodos. En cualquier combinación de RF + DC sólo 

ciertos iones con una relación m/z en particular pueden tener una trayectoria estable que los 

dirige al detector, el resto colisionan con los electrodos, el espectro de masas se obtiene 

mediante un barrido de voltaje en una relación constante de DC/RF. En consecuencia, este 

analizador también puede utilizarse como filtro de masas (Figura 2-7). 
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Figura 2- 7: Esquema cuadrupolo lineal 

 
Los iones generados en la unidad de ionización son acelerados en la dirección Z por un voltaje relativamente débil, unas 
pocas docenas de voltios. Estos iones pasan a través de un pequeño orificio y entran en el área cuadripolar. El voltaje de 
la misma polaridad se aplica a los polos diagonalmente opuestos y la polaridad opuesta se aplica a los polos 
adyacentes. Cuando se aplica una combinación de tensión de corriente continua U y tensión de corriente alterna de alta 
ŦǊŜŎǳŜƴŎƛŀ ± Ŏƻǎ ˖ǘ ŀ ŎŀŘŀ Ǉƻƭƻ όŘƻƴŘŜ ˖ Ŝǎ ŦǊŜŎǳŜƴŎƛŀ ȅ ǘ Ŝǎ ǘƛŜƳpo), se genera un campo eléctrico con una fase 
rápidamente variable dentro del cuadrupolo. En consecuencia, los iones que pasan a través de este campo eléctrico 
oscilan en las direcciones X e Y. Cuando se aplican un conjunto dado de condiciones (para U, V ȅ ˖ύΣ ŎƛŜǊǘƻǎ ƛƻƴŜǎ Ŝƴ ǳƴ 
rango específico de relación masa-carga (m/z) mantienen una oscilación estable y pasan a través del cuadrupolo para 
alcanzar el detector. Por el contrario, las oscilaciones de los iones con otros valores m/z se vuelven inestables, haciendo 

que choquen con los polos, salgan volando del sistema o no sean detectados. Imagen tomada de JürgenH.Gross 2004142 

Trampas de iones: Su funcionamiento se basa en el mismo principio del cuadrupolo, no obstante, 

son diferentes en la forma y disposición de los electrodos. La trampa de iones cuadrupolar QIT 

άQuadrupole Ion Trapέ ǘƛŜƴŜ ǳƴ ŜƭŜŎǘǊƻŘƻ Ŝƴ ŦƻǊƳŀ ŘŜ ŀƴƛƭƭƻ ȅ Řƻǎ ŜƭŜŎǘǊƻŘƻǎ ŘŜ ǎŜŎŎƛƽƴ 

hiperbólica enfrentados que forman una cámara donde se acumulan los iones (Figura 2-8).  El 

potencial se aplica en los electrodos que actúan de sección hiperbólica, de tal forma que los iones 

generados quedan confinados dentro del anillo en órbitas concéntricas tridimensionales, una 

para cada valor de m/z. Los iones son expulsados de la cámara tras la aplicación de rampas de 

radiofrecuencia, proceso que se le denomina eyección selectiva de masas. También se 

encuentran las trampas de iones 2D o trampas lineales LQT (Linear Trap Quadrupole) o LIT (Linear 

Ion Trap).  Las trampas iónicas son muy simples y de bajo costo, y se caracterizan por ser muy 

sensibles, aunque tienen menor capacidad de resolución142,143. 

Figura 2- 8: Esquema trampas de iones 

 
Imagen tomada de JürgenH.Gross 2004. A. Esquema trampa de iones 3D. B. Esquema trampa de iones lineal142. 

A B 
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Analizadores de Tiempo de Vuelo (TOF): Estos analizadores usan un campo eléctrico para acelerar 

los iones de analito. La separación se produce por la diferencia en el tiempo que éstos invierten 

en recorrer una distancia en el vacío en el interior del analizador, el llamado Tiempo de Vuelo. La 

aceleración y por tanto el Tiempo de Vuelo es una función de la relación m/z de los iones que 

impactan en el detector a diferentes tiempos. Los analizadores TOF separan todo el paquete de 

iones en una escala dependiente del tiempo y por tanto se usan en combinación con ionización 

MALDI, que introduce iones en el analizador en pulsos de láser en un régimen discontinuo 

controlado. 

Este analizador mide el tiempo que tarda en viajar un ion desde la fuente hasta el detector 

localizado de 1 a 2m de distancia. Los iones son acelerados por un campo eléctrico con la misma 

energía cinética, sin embargo, dadas sus diferentes masas estos vuelan a diferentes velocidades 

produciéndose así la separación, cada especie iónica llega al detector como un paquete de iones 

separado de los demás en función de su masa (Figura 2-9A). La ventaja inherente del TOF es que 

no tiene límite de masa, sin embargo, para reducir la posibilidad de colisiones con especies 

neutras en su largo recorrido hasta el detector se debe mantener un valor de la distancia media 

inter-colisión igual o mayor a 1m y trabajar a un alto vacío. Aunque la idea es que todos los iones 

reciban la misma energía cinética inicial, en la práctica se produce una dispersión espacial y 

temporal, así el paquete inicial no es monoenergético y disminuye la resolución, por lo cual, los 

analizadores TOF utilizan un reflectron para compensar las diferencias en la energía cinética 

inicial de iones con el mismo m/z (Figura 2-9B), haciendo que los iones con el mismo m/z llegan al 

mismo tiempo al detector independientemente de su energía cinética inicial142,143.  

Figura 2- 9: Esquema de un TOF 

 

Esquema de un analizador de tiempo de vuelo TOF mide el tiempo que tarda un ion en viajar desde la fuente hasta el 
detector localizado a 1-2m de la fuente. Un ion acelerado de 300eV a 800m/z tarda 70ms en un tubo de 1m. A. sin 
reflectron, B. con reflectron, espejos de iones que reflejan los iones del mismo valor de m/z pero compensando sus 
diferencias de energía cinética147. 
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Orbitrap: Desarrollado por Alexander Makarov para Thermo Scientific a finales de los años 90148. 

Consiste en dos electrodos coaxiales asimétricos, un electrodo externo en forma de barril y un 

electrodo interno coaxial en forma de huso. Los iones son introducidos tangencialmente en un 

campo eléctrico entre los electrodos y quedan atrapados porque su atracción electrostática hacia 

el electrodo interior es balanceada por fuerzas centrífugas, de este modo los iones quedan 

girando en órbitas elípticas longitudinales formando paquetes de anillos. La relación m/z se 

determina a partir de la frecuencia angular de la oscilación de los iones en torno al electrodo 

longitudinal interno (frecuencia proporcional a m/z-1/2). La imagen del movimiento axial de los 

iones se registra y se convierte en espectros mediante la transformada de Fourier (FT)143 (Figura 

2-10).  

Figura 2- 10: Esquema Orbitrap 

 
Esquema del analizador Orbitrap de acuerdo con la descripción de Makarov. Un electrodo exterior tiene la forma de un 
barril cortado en dos partes separadas por un pequeño espacio. En su interior hay un segundo electrodo en forma de 
huso. Sólo se aplican volts de corriente continua (algunos kilovolts). Los iones giran alrededor del electrodo central 
mientras oscilan hacia adelante y hacia atrás a lo largo del eje z. Imagen tomada de Hoffmann & Stroobant 2007143. 

El analizador de Resonancia ciclotrónica de iones con transformada de Fourier FT-ICR (Fourier 

Transform Ion Cyclotron Resonance) consiste en una celda ICR donde se aceleran los iones 

mediante la aplicación de un campo magnético homogéneo y fuerte, en donde los iones siguen 

una trayectoria circular con una frecuencia de rotación característica de cada relación m/z y del 

valor del campo. Al aplicar un campo eléctrico de igual frecuencia a la frecuencia de rotación, la 

partícula es excitada para seguir una trayectoria más larga aumentando el radio de giro y 

provocando que los iones alcancen las placas de detección. La señal formada por la mezcla de las 

frecuencias de todos los iones es deconvolucionada utilizando la transformación matemática de 

Fourier que permiten la detección simultánea de todas las frecuencias (Figura 2-11). La resolución 

depende del tiempo de detección y de la intensidad del campo magnético y es inversamente 

proporcional a la relación m/z 99,143. 
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Figura 2- 11: Esquema FT-ICR 

 
 

Analizador FT-ICR en donde los iones gaseosos adquieren un movimiento circular (movimiento ciclotrónico) causado por 
un poderoso campo magnético que actúa dentro de la celda. La frecuencia de este movimiento (frecuencia ciclotrónica) 
es característica de los iones con una determinada m/z. Para detectar los iones se aplica sobre la trampa un campo 
eléctrico y aquellos iones cuya frecuencia ciclotrónica coincida con el voltaje transmitido, alargan sus órbitas de 
movimiento de modo que la frecuencia es registrada en un detector en función del tiempo. Imagen tomada de Parker et 
al. 2010147. 

- Rendimiento de los analizadores de masas 

El rendimiento de un analizador de masas se evalúa frecuentemente en términos de su resolución 

(R) y su precisión. Los cuadrupolos y las trampas de iones son muy frecuentes para aplicaciones 

de alto rendimiento debido a su robustez y precio razonable, sin embargo, tienen una resolución 

relativamente baja (3000). Los analizadores TOF son más precisos que los cuadrupolos y las 

trampas de iones, pero son menos sensibles (R sin reflectron 5000, R con reflectron 25000), tiene 

un precio intermedio, los espectrómetros TOF de última generación pueden alcanzar R=50000 

para moléculas pequeñas y R=40000 para péptidos. Los instrumentos de transformada de Fourier 

pueden alcanzar valores significativamente más altos siendo equipos de alto costo143,149.  En la 

tabla 2-4 se resumen algunos parámetros para los analizadores de masas mencionados.  

Tabla 2- 4: Comparación de analizadores de masas 

Parámetro  Cuadrupolo Trampa de 

iones 

TOF TOF reflectron FTICR Orbitrap 

Resolución FWHM  2000 4000 5000 20000 500000 100000 

Precisión ppm 100 100 200 10 <5 <5 

Entrada de iones Continuo  Pulsado  Pulsado  Pulsado  Pulsado  Pulsado  

Tabla adaptada de Hoffmann & Stroobant 2007143 
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Á Detectores 

Después de la separación de los iones según su relación m/z, se registra la corriente iónica en un 

detector, el cual está conformado por multiplicadores de electrones o fotones en donde inciden 

los iones sobre una placa lo que provoca una segunda emisión de electrones o fotones y así 

sucesivamente, amplificándose la señal. Los detectores más utilizados incluyen electro 

multiplicadores de canal, electro multiplicadores de dinodo discreto, fotomultiplicadores y 

detector de microcanales142,143,147. 

2.3.6 Espectrometría de masas en tándem MS/MS 

La espectrometría de masas en tándem es un método que implica al menos dos etapas de análisis 

de masas. En el experimento más común de espectrometría de masas en tándem se utiliza un 

primer analizador para aislar un ion precursor (ion de péptido), el cual sufre una fragmentación 

adicional y estos fragmentos productos se analizan posteriormente en un segundo analizador de 

masas. El conjunto de iones correspondientes a los fragmentos obtenidos se representa en un 

espectro de fragmentación o espectro MS/MS y permite determinar la secuencia de aminoácidos 

del péptido99,143,144. 

Existen diversas configuraciones de equipos híbridos para realizar espectrometría de masas en 

tándem que combinan las ventajas de ciertos analizadores de masas en cuanto a sensibilidad y 

selectividad en la detección para poder aislar, fragmentar y analizar los iones en el MS2.  

Cuando se realiza espectrometría de masas en tándem se puede hablar de tándem en el tiempo y 

tándem en el espacio; cuando las dos etapas del análisis de masas se realizan en espacios 

diferentes, se denomina tándem en el espacio y se realiza en instrumentos como triple 

cuadrupolo (QqQ), Q-TOF o TOF/TOF (Figura 2-12). Ahora bien, cuando los iones se mantienen 

atrapados y posteriormente se realiza un proceso de disociación o fragmentación adicional y esta 

selección y análisis de masas se realiza utilizando el mismo analizador, se denomina tándem en el 

espacio, esta modalidad usualmente se lleva a cabo en trampas de iones y espectrómetros de 

masas FT-ICR (Figura 2-12). En este último ejemplo, se pueden realizar múltiples rondas de 

MS/MS (MSn), no obstante, la sensibilidad del experimento disminuye significativamente con 

cada ronda adicional de MS/MS143,150. 

Á Fragmentación de péptidos  

Los espectros MS2 contienen la información necesaria para deducir la secuencia de aminoácidos 

de péptido que lo origina. La fragmentación de iones precursores o iones de péptido se lleva a 

cabo en una celda de colisión, donde los péptidos ionizados son activados por transferencia de 

energía para inducir su disociación. Actualmente, el método más común es la disociación inducida 
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por colisión (CID, Collision Induced Dissociation), en la cual se permite la colisión de los péptidos 

ionizados con un gas inerte. La colisión provoca que parte de la energía cinética del ion sea 

transformada en energía vibracional, lo que origina la ruptura del enlace peptídico.  

Figura 2- 12: Configuración de espectrómetros de masas híbrido 

 
a. TOF: los iones se aceleran a una alta energía cinética y se separan a lo largo de un tubo de vuelo como resultado de 
sus diferentes velocidades, el reflector compensa ligeras diferencias en la energía cinética, b. TOF-TOF: Incorpora una 
celda de colisión entre dos analizadores TOF. Los iones de una m/z determinada, se seleccionan en el primer TOF, se 
fragmentan en una celda de colisión y los fragmentos se separan en el segundo TOF, c. Triple cuadrupolo, los iones de 
un m/z particular se seleccionan en el primer cuadrupolo (Q1), se fragmentan en el segundo cuadrupolo que actúa como 
cámara de colisión (q2), y los fragmentos se separan en Q3, ejemplo de tándem en el espacio. En la trampa de iones 
lineales, los iones se capturan en una sección cuádruple, representada por el punto rojo en Q3. A continuación se 
excitan a través de campo eléctrico resonante y los fragmentos se escanean, creando el espectro de masas en tándem, 
d. Cuadrupolo-tiempo de vuelo o QqTOF, e. Trampa de iones (tridimensionales), ejemplo de tándem en el espacio f. FT-
MS atrapa los iones con ayuda de campos magnéticos fuertes. Figura adaptada de Aebersold 2013151.  

 

Cuando la carga positiva del ion formado se sitúa en el fragmento N-terminal se denominan iones 

tipo b y cuando se ubica en el fragmento C-terminal se denominan iones tipo y, ver figura 2-13. 

En el caso ideal, la fragmentación produciría una serie de iones producto que se han fragmentado 

después de cada aminoácido generando una serie completa de iones b e y, sin embargo, esto rara 

vez ocurre ya que algunos aminoácidos son más propensos a la fragmentación que otros por lo 

que el patrón de series de iones depende en general de la secuencia peptídica144,152. Otro método 

de ionización utilizado, por ejemplo junto con analizadores Orbitrap, es la disociación por colisión 

de alta energía HCD (Higher Energy Collision Dissociation), la cual también genera iones b e y, 

pero por su mayor energía de activación, los iones b sufren fragmentaciones adicionales 

generando iones intermediarios, tipo a y otras especies de menor tamaño153. 
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Figura 2- 13: Nomenclatura de RoepstorffςFohlmannςBiemann para los fragmentos en MS/MS 

 
El rompimiento del enlace amida producido por CID conduce a la formación de iones a o b cuando la carga es retenida 

por el fragmento N-terminal o iones y cuando la carga es retenida por el fragmento C-terminal152. 

2.3.7 Identificación de proteínas mediante MS  

Después del análisis de masas, el equipo arroja un resultado crudo de todos los valores m/z 

detectados e información de la corrida cromatográfica, cuando se trata de LC-MS. Se han 

desarrollado algoritmos para depurar este archivo crudo Raw y extraer únicamente la 

información relevante a la muestra que incluye una lista de los iones detectados, información de 

la carga, intensidad del ion e información del tiempo de retención, cuando aplique. Este archivo 

es mucho más liviano y es la base para la identificación de los péptidos e inferencia de proteínas 

por espectrometría de masas. El proceso de identificación de proteínas a partir de datos de MS se 

puede realizar mediante la huella peptídica, utilizando los datos de MS en tándem o por 

secuenciación de novo.   

Ahora bien, en muchos de los procesos de identificación de proteínas a partir de datos 

proteómicos se requiere la comparación con una base de datos. Brevemente, con la 

secuenciación de los genomas de varias especies se ha producido una gran cantidad de 

información que puede traducirse computacionalmente en información sobre la secuencia de 

proteínas y de esta manera han surgido bases de datos públicas con información de secuencias 

de proteínas154ς157. Una de las más conocidas es UniProt155 que además tiene una base de datos 

de secuencias de proteínas con evidencia experimental y curadas manualmente con más de 

555000. 

Á Peptide mass fingerprinting (PMF) 

La huella peptídica (PMF) fue la primera técnica para la identificación de proteínas a partir de 

datos de masas, se describió en 1993 por varios grupos simultáneamente158ς160. En PMF, las 

masas de péptidos se comparan con una base de datos de masas de péptidos calculadas in silico 

de secuencias de proteínas conocidas. Es un enfoque rápido, sencillo y útil en muestras de baja 

complejidad, por ejemplo, proteínas purificadas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que puede 
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haber varias proteínas diferentes que producen péptidos con masa similar, lo cual es un 

problema cuando la muestra es compleja o se utilizan equipos de baja resolución, pudiéndose 

obtener identificaciones incorrectas. Por este razón, usualmente la identificación de proteínas 

mediante PMF proviene de una separación por electroforesis 2D, corte de spots, digestión tríptica 

y análisis MALDI-TOF o MALDI-TOF/TOF99,161.  Esta comparación se realiza con la ayuda de 

múltiples algoritmos, por ejemplo: Mascot y MS-Fit, entre otros, que asignan una puntuación o 

score que indica el grado de correlación entre los valores experimentales y los teóricos, 

incluyendo parámetros como: precisión e intensidad de las señales, péptidos que no aparecen en 

el espectro experimental, presencia de aminoácidos modificados, fragmentos no digeridos, 

errores presentes en las secuencias peptídicas descritas en las bases de datos, calibración del 

instrumento y presencia de señales no específicas 162.   

Á Peptide Fragment Fingerprinting (PFF) 

En esta estrategia la identificación de un péptido se hace a partir de su espectro de 

fragmentación y consiste en emparejar los espectros MS2 de los iones precursores, con espectros 

teóricos MS/MS, fragmentados computacionalmente a partir de los péptidos in silico PSM 

(peptide spectrum match).  

Existe una gran cantidad de programas o motores de búsqueda diseñados para este fin, por 

ejemplo, Sequest, Mascot, X!Tandem, OMSSA, Phenyx, EasyProt, Comet, entre otros, los cuales 

requieren una serie de parámetros proporcionados por el usuario para facilitar la búsqueda y 

reducir el costo computacional. En primer lugar, se define la enzima proteolítica utilizada que 

limita la digestión in silico a aquellos péptidos que cumplan el patrón de corte conocido. Segundo, 

se define el rango de masas o ventana de tolerancia de masas tanto a nivel del ion precursor 

como a nivel de sus fragmentos. Otros parámetros pueden tenerse en cuenta como, por ejemplo, 

la selección de masa mono-isotópica o masa promedio, el número de puntos de corte donde la 

enzima falló, la presencia de modificaciones post-traduccionales y de modificaciones permitidas 

(variables o fijas) que se dan en el proceso experimental y por último, la selección del tipo de 

iones fragmento a buscar99,152,163.  

También es posible lograr la identificación de proteínas a partir de los espectros MS/MS por 

comparación con bibliotecas de espectros experimentales, un espectro adquirido puede ser 

comparado directamente con los espectros de la biblioteca para determinar la mejor 

coincidencia. Este tipo de aproximación supera a la búsqueda basada en secuencia en términos 

de velocidad, tasa de error y sensibilidad en la identificación de péptidos, pero su campo de 

acción se limita a aquellos péptidos que hayan sido previamente identificados y que se 

encuentren en la biblioteca164.  
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2.3.8 Adquisición de datos  

En la introducción de este capítulo se mencionó que la identificación de proteínas mediante MS 

se puede llevar a cabo mediante bottom-up proteomics o top-down proteomics.  Hasta la fecha, 

se han desarrollado varias estrategias proteómicas basadas en MS para abordar diferentes 

desafíos biológicos y analíticos. La figura 2-14 resume las etapas claves de una estrategia bottom-

up, que ha sido el abordaje utilizado en este trabajo y resalta la importancia del acople entre la 

cromatografía liquida y la espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS), que actualmente es 

el método de análisis proteómico más utilizado. 

Un factor importante en la estrategia LC-MS/MS es el método para la adquisición de los datos 

MS/MS que dependerá de la naturaleza y la etapa de la investigación. Hay dos métodos de 

adquisición de datos bien establecidos, por un lado, se tiene el análisis dependiente de datos DDA 

Data-Dependent Acquisition, que es el modo de adquisición más común cuando el objetivo es 

analizar el mayor número posible de proteínas presentes en la muestra, aunque el resultado está 

sesgado a proteínas de mayor abundancia. En la adquisición DDA, los analizadores de masa 

seleccionan, en un primer scan de MS1, un subconjunto de iones precursores para la 

fragmentación MS/MS, esta selección generalmente está dirigida al top-N de iones más 

abundantes detectados en el MS1. Con el fin de ampliar la cobertura y lograr fragmentar iones 

precursores de menor abundancia, el modo DDA usualmente se acopla al método de exclusión 

dinámica que previene hasta cierto punto, la re-selección del mismo valor m/z durante un cierto 

período de tiempo especificado (tiempo de exclusión dinámica)165,166.  

Por otro lado, está el análisis independiente de datos DIA Data-Independent Acquisition, en 

donde todos los iones peptídicos presentes en el analizador se fragmentan, el análisis DIA ha 

tenido avances importantes en los últimos años y su popularidad cada día es más alta. Con el 

modo de adquisición DIA se logra ampliar el rango dinámico detectable, reducir los límites de 

detección y mejorar la confianza en la identificación de péptidos y la cuantificación relativa de las 

proteínas. En DIA el equipo aísla y fragmenta todos los iones peptídicos presentes al entrar en el 

analizador de masa o dentro de una ventana relativamente ancha (aproximadamente 6-90 m/z), 

moviéndose a la siguiente ventana no superpuesta hasta que todo el rango de masa esté 

cubierto167,168Φ ¦ƴ ŀǾŀƴŎŜ Ƴłǎ ǊŜŎƛŜƴǘŜ Ƙŀ ǎƛŘƻ ƭŀ ƛƴǘǊƻŘǳŎŎƛƽƴ ŘŜ {²!¢Iϰ-MS, un método que 

combina el modo DIA con la extracción de datos específicos en un instrumento híbrido MS de alta 

resolución169. 
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Figura 2- 14: Estrategias para la identificación y caracterización de proteínas basadas en MS 

 

Las proteínas extraídas de muestras biológicas pueden analizarse mediante métodos bottom-up o top-down. En 
bottom-up, las mezclas complejas de proteínas pueden separarse antes de la digestión enzimática, por ejemplo, por 2DE 
seguida del proceso de digestión y análisis de huella peptídica, por ejemplo, por análisis MALDI-TOF/TOF, o puede darse 
una separación adicional de péptidos mediante LC-MS/MS. Alternativamente, la mezcla de proteínas puede ser digerida 
directamente (shotgun proteomics) y luego ese extracto peptídico puede ser separado mediante LC-MS/MS. En el 
enfoque de top-down, las mezclas complejas de proteínas se fraccionan y se separan en mezclas menos complejas, 
seguida de la infusión de muestra off-line en el espectrómetro de masas para la medición de masa de proteína intacta y 

fragmentación de esta. Adaptado de Han et al. 2008150.  
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2.4 Metodología 

2.4.1 Muestras de plasma sanguíneo  

El material biológico se colectó bajo el marco del proyecto Estudio exploratorio de potenciales 

biomarcadores en Leucemia Linfoide Aguda en Colombia, realizado en el Grupo de Investigación 

en Hormonas del Departamento de Química. Las muestras de sangre periférica se tomaron de 

seis pacientes (Grupo pacientes con LLA-B: P1 a P6) sexo masculino y femenino entre 1 y 10 años, 

diagnosticados con LLA tipo B sin tratamiento para la enfermedad, cuyos padres firmaron el 

consentimiento informado de inclusión en el estudio y el diligenciamiento de la encuesta 

epidemiológica para reconocer información clínica básica (Anexo A-1), con la colaboración del 

personal médico de Centro de hematoncológica del Instituto Nacional de Cancerología E.S.E y el 

Hospital Departamental de Villavicencio. Las muestras control (Grupo controles: C1 a C6) 

provienen 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.  Los protocolos de trabajo fueron avalados por los Comités de 

ética de las instituciones participantes en el estudio (Anexo A-2). 

2.4.2 Separación de plasma y cuantificación de proteínas  

Las muestras se colectaron en tubos vacutainer® con anticoagulante EDTA. Se tomaron 

aproximadamente 4 mL de sangre y se centrifugaron a 1300xg durante 10 minutos a temperatura 

ambiente. El plasma obtenido se centrifugó a 2400xg durante 20 minutos adicionales, hasta 

obtener plasma pobre en plaquetas. Se realizaron alícuotas de 50µL y se preservaron a -70°C.  Se 

utilizó el método del ácido bicinconínico (BCA PierceTM, Thermo ScientificTM Rockford, Ll, USA) 

para la cuantificación de proteína total en plasma y como estándar, albúmina de suero bovino.  

Se realizaron diluciones seriadas para la elaboración de la curva de calibración (Anexo B-1).  

2.4.3 Obtención de plasma inmunodepletado 

Se realizó la 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, proteínas que se encuentran en la 

muestra de manera abundante y que pueden enmascarar la presencia de otras proteínas o 

péptidos.  El procedimiento se siguió de acuerdo con protocolo del fabricante.  Se cargaron 30µL 

de plasma que equivalen a 2mg de proteína aproximadamente. Se eluyeron proteínas con un 

buffer de equilibrio y se cuantificó la cantidad de proteína recuperada en la fracción eluída, 

utilizando el método del ácido bicinconínico (BCA PierceTM, Thermo ScientificTM Rockford, Ll, USA). 
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El plasma inmunodepletado se almacenó a -70°C en alícuotas equivalentes a 150µg de proteína. 

Las proteínas retenidas en la columna también se eluyeron y se almacenaron a -20°C.  

2.4.4 Precipitación de proteínas con ácido tricloroacético 

La proteína inmunodepletada se precipitó por adición de ácido tricloroacético (TCA) frío 

suficiente para obtener una concentración del 10%, se incubó durante 1 hora a -10°C y se 

centrifugó a 8500xg por 15 minutos a 4°C.  El pellet obtenido 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 8500xg por 

5 minutos a 4°C. El pellet de proteína se secó y se almacenó a -70°C hasta el momento de su 

análisis.  

2.4.5 Electroforesis bidimensional libre de marca    

Á Obtención de pooles   

Los pooles de muestras se realizaron antes de la etapa de precipitación con TCA. Se tomaron 

alícuotas de 150µg de proteína y se realizaron tres pooles de muestras en cada grupo de estudio, 

dos muestras por pool (Tabla 2-5) y se completó a un volumen final de 200 µL con solución salina, 

enseguida se llevó a cabo el procedimiento de precipitación de proteínas con TCA descrito 

anteriormente.  

Tabla 2- 5: Elaboración de pooles para electroforesis 2DE libre de marcaje 

CONTROLES Pacientes LLA-B 

Pool1 Pool2 Pool3 Pool4 Pool4 Pool4 

C1 
C2 

C3 
C4 

C5 
C6 

P1 
P2 

P3 
P4 

P5 
P6 

Á Isoelectroenfoque  

Se ǎǳǎǇŜƴŘƛŜǊƻƴ млл ˃Ǝ ŘŜ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ƛƴƳǳƴƻŘŜǇƭŜǘŀŘŀ Ŝƴ мнр ˃ƭ ŘŜ buffer de rehidratación 

(CHAPS 2%, anfolitos 0,2% pH 3-10, DTT 40mM, azul de bromofenol 0,01%, urea/tiourea 7M/2M), 

se sembraron en cámara de focalización y enseguida se colocaron tiras secas inmovilizadas 

(ReadyStripTM IPG Strip BioRad, 7 cm pH de 3-10NL), ubicando el lado del gel directamente sobre 

la muestra. Se dejó rehidratando de forma pasiva durante 1 hora y luego se focalizaron en el 

sistema Protean® IEF Cell (Bio-Rad), se cubrió toda la tira con aceite mineral (Bio-Rad) para evitar 

la deshidratación y el sobrecalentamiento de la tira. Se siguió una rampa de voltaje de gradiente 

lineal de 50 V durante 11 h, 200 V en 1 h, 500 V en 1 h, 1000 V en 1 h, 2200 V en 1 h y finalmente 

a 4000 V hasta completar 12000Vh. Posterior al isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron con 

buffer de equilibrio 1 (DTT 1M, Urea 6M, SDS 10%, Tris-HCl 1.5M pH 8,80, Glicerol 85%) durante 
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20 minutos con agitación suave, y luego con buffer de equilibrio 2 (IAA 135 mM, Urea 6M, SDS 

10%, Tris-HCl 1.5M pH 8,80, Glicerol 85%) durante 20 minutos con agitación suave. A 

continuación, las proteínas se separaron por electroforesis SDS-PAGE usando el sistema Mini-

PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad) a 20°C. 

Á SDS-PAGE 

Se polimerizaron geles de poliacrilamida al 12% según protocolo (Anexo B-2). Las tiras IPGs con 

las proteínas separadas por sus puntos isoeléctricos se depositaron en el extremo superior de un 

gel sellando la unión con agarosa 0,5% p/v lograr un contacto eficiente entre la tira y el gel. Los 

geles se corrieron con una rampa de voltaje de 80V por 40 minutos, 100V por 1 hora y 120V hasta 

que el frente de corrida alcanzara el límite del gel, en buffer de electroforesis (Tris-HCl 25 mM, 

glicina 192 mM, SDS 0,1% a pH 8,30). La visualización de proteínas en los geles SDS-PAGE se 

realizó según protocolo de tinción de muestras con azul de Coomassie coloidal G-250 (Sigma-

Aldrich®) (Anexo B-3). Como marcador de peso molecular se utilizó el marcador Page RulerTM 

Unstained Protein Ladder (Thermo ScientificTM #26630 Rockford, Ll, USA). 

Á Análisis de imágenes cuantitativo con Melanie 7.0 

Las imágenes de los geles bidimensionales se obtuvieron a través del documentador de geles 

VersaDocTM (Bio-Rad®). Las imágenes se capturaron en escala de grises a una resolución de 300 

dpi y de 16 bits/pixel, apta para el programa de análisis de geles bidimensionales. Se utilizó el 

programa Melanie 7.0 de Genebio170. Las imágenes se cargaron al programa, se recortaron a un 

mismo tamaño y se ordenaron en el proyecto LLA, donde se crearon jerarquías de los grupos de 

estudio (Figura 2-15). 

Figura 2- 15: Orden jerárquico establecido para el análisis de imágenes de plasma sanguíneo 

 

Analisis 
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C5 C6
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Gel 1

Gel 2

Gel 3

Pacientes LLA-B

P1 P2

Pool4

Gel 1

Gel 2

Gel 3

P3 P4
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Gel 1

Gel 2

Gel 3

P5 P6

Pool6
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Gel 2

Gel 3
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Para reducir la dimensionalidad de los datos se realizó un Análisis de Componentes Principales 

(PCA) empleando un algoritmo incluido en el programa. Para evaluar los cambios en la expresión 

de las proteínas entre los dos grupos de estudio se realizó el análisis estadístico de tendencia 

central y dispersión de los datos de intensidad, volumen y área de cada spot, con sus 

contrapartes en otros geles. Se usaron dos test estadísticos para la discriminación de los spots 

con expresión diferencial, el test de Anova y el test de Kolmogorov-Smirnov a un nivel de 

significancia de 0.05.   

2.4.6 Electroforesis bidimensional diferencial (DIGE) 

Á Obtención de pooles   

Se solubilizaron 1лл ˃Ǝ ŘŜ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ƛƴƳǳƴƻŘŜǇƭŜǘŀŘŀ Ŝƴ рл ˃[ ŘŜ buffer de lisis (Urea 8M, CHAPS 

4% p/v, Tris 20mM pH 8,50), se sonicó en frío con un sonicador ultrasónico de punta Vibra-cell® 

con 10 pulsos de 10 segundos y una amplitud del 40%, posteriormente se agitó con vórtex 

durante 30 segundos y luego se centrifugó a 20000xg durante 15 minutos a 4°C.  

Se realizaron pooles de muestras de acuerdo con la tabla 2-6, se tomaron volúmenes iguales de 

cada muestra, 25µL en cada caso, se cuantificó la cantidad de proteína utilizando el método 

RcDc® (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, USA) (Anexo B-3) y el resto de muestra se almacenó a 

-80°C hasta el momento del marcaje DIGE.  

Tabla 2- 6: Elaboración de pooles para electroforesis 2DE-DIGE con marcaje 

Pool1 
PACIENTES 1-3 

Pool2 
PACIENTES 4-6 

Pool3 
CONTROLES 1-3 

Pool 4 
CONTROLES 4-6 

P1 
P2 
P3 

P4 
P5 
P6 

C1 
C2 
C3 

C4 
C5 
C6 

Á Proceso de marcaje DIGE  

Las proteínas se marcaron utilizando el sistema Amersham CyDyeTM DIGE Fluor, minimal dye 

labeling kit (2nmol) UK, siguiendo las recomendaciones del fabricante (Anexo B-4). Brevemente, 

ǎŜ ǘƻƳŀǊƻƴ рл ˃Ǝ ŘŜ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ŘŜ ŎŀŘŀ ǳƴƻ ŘŜ ƭƻǎ ǇƻƻƭŜǎ ƻōǘŜƴƛŘƻǎ ȅ ǎŜ ƳŀǊŎŀǊƻƴ Ŏƻƴ плл ǇƳƻƭ 

de los fluoróforos Cy3 ó Cy5 en hielo y en oscuridad durante 30 minutos. En ambas muestras se 

introdujo un estándar interno que contenía, cantidades iguales de cada pool marcado con el 

ŦƭǳƻǊƽŦƻǊƻ /ȅнΦ [ŀ ǊŜŀŎŎƛƽƴ ŘŜ ƳŀǊŎŀƧŜ ǎŜ ŘŜǘǳǾƻ Ŏƻƴ м ˃[ ŘŜ ƭƛǎƛƴŀ млƳa Ŝƴ ƘƛŜƭƻ ŘǳǊŀƴǘŜ мл 

minutos en oscuridad. Tras la reacción de marcaje, los pooles y el estándar interno se combinaron 

en un mismo tubo de acuerdo con el diseño experimental (Tabla 2-7). Cada uno de estos cuatro 
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pooles de muestras marcadas se diluyeron 1:1 con buffer de isoelectroenfoque (Urea 8M, CHAPS 

2%, azul de bromofenol 0,01%, IPG 1% pH 4-7 (GE Healthcare Uppsala, Sweden) y DTT 130mM).  

Tabla 2- 7: Diseño experimental para estudio comparativo por análisis DIGE 

 Cy3 Cy5 Cy2 
Estándar interno 

Gel 1 Pool1 PACIENTES 1-3 Pool3 CONTROLES 1-3 Pool1 a Pool4 

Gel 2 Pool2 PACIENTES 4-6 Pool4 CONTROLES 4-6 Pool1 a Pool4 

Gel 3 Pool4 CONTROLES 4-6 Pool1 PACIENTES1-3 Pool1 a Pool4 

Gel 4 Pool3 CONTROLES 1-3 Pool2 PACIENTES 4-6 Pool1 a Pool4 

Á Isoelectroenfoque   

Las proteínas marcadas se cargaron mediante método de carga en copa en tiras de gel de 

poliacrilamida de 24 cm con un gradiente lineal inmovilizado de pH 4-7 (ReadyStripsTM IPG strips 

pH 4-7, Bio-Rad) previamente rehidratadas pasivamente durante 16 horas con 450µL de buffer de 

isoelectroenfoque (Urea 8M, CHAPS 2%, azul de bromofenol 0,01%), IPG 1% pH 4-7 (GE 

Healthcare- Björkgatan, Uppsala, Sweden) y DeStreakTM 97mM (GE Healthcare- Björkgatan, 

Uppsala, Sweden). Las tiras se colocaron en una bandeja de cerámica (EttanTM IPGphor Manifold 

Ceramic Tray, GE Healthcare) que se situó en la unidad de focalización Ettan IPGphorTM II system 

(GE Healthcare) utilizando 50mA/tira a 20°C, se cubrió toda la tira con IPG Cover Fluid (GE 

Healthcare) 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 70000Vh. 

Finalizado el isoelectroenfoque las tiras se incubaron con DTT 65mM en buffer de equilibrio (Tris 

50 mM pH 8,80, Urea 6 M, Glicerol 30% (v/v), SDS 2%, y trazas de azul de bromofenol) durante 15 

minutos y luego con IAA 143mM en buffer de equilibrio durante otros 15 minutos. 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) a 20°C. 

Á SDS-PAGE 

Se polimerizaron geles de acrilamida al 13% según protocolo (Anexo B-5). Cada tira tratada, con 

las proteínas separadas en función de su punto isoeléctrico, se colocó en el extremo superior de 

un gel de poliacrilamida sellando la unión con agarosa 0,5% y aseguando la eliminación de 

cualquier burbuja de aire para lograr un contacto eficiente entre la tira y el gel. La SDS-PAGE se 

llevó a cabo en buffer de electroforesis (Tris-HCl 25 mM, 192 mM glicina, 0,1% SDS a pH 8,3) 

durante cinco horas. 
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Á Análisis de imágenes cuantitativo en Progenesis SameSpots v 4.5 

La adquisición de imágenes se realizó en el escáner de fluorescencia TyphoonTM FLA 9500 (GE 

Healthcare), las imágenes resultantes corresponden 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 100mm. Las imágenes obtenidas 

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 Pacientes LLA-B versus Controles. 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 alineó 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 (Pacientes LLA-B y 

Controles) y se analizaron para determinar los cambios significativos en la abundancia de spots en 

el mapa 2-D. Se generó una lista de resultados de los spots diferenciales en los dos grupos de 

estudio, que incluyó spots de proteína con un valor de P de ANOVA menor que 0.05 y una 

variación de abundancia absoluta (fold change) mayor de 1,5. Inmediatamente después de la 

adquisición de imágenes, los geles se sometieron a un proceso de tinción con plata (Anexo B-6), 

compatible con el análisis de masas por MALDI-TOF/TOF, 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.  

2.4.7 Análisis mediante espectrometría de masas en tándem  

Á Digestión con tripsina in gel 

Los spots diferenciales se cortaron, se transfirieron a tubos de 1.5 mL y se digirieron con tripsina 

(Promega, Madison, WI, USA) 20ng/mL en NH4HCO3 50mM, durante 18 h a 37°C de acuerdo con 

el protocolo de digestión (Anexo B-7). El extracto con los péptidos se concentró en Speed VacTM 

hasta sequedad. 

Para el caso de los spots provenientes de los geles marcados con DIGE, los spots diferenciales se 

cortaron y se sometieron a digestión con tripsina (Promega, Madison, WI, USA) en un digestor 

automático Digestor Digest Pro MS, siguiendo el protocolo de digestión (Anexo B-8). El extracto 

con los péptidos se llevó a sequedad en Speed VacTM.   
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Á Identificación de proteínas mediante MALDI TOF/TOF 

El análisis MALDI TOF/TOF de los spots provenientes del análisis 2DE se llevó a cabo en el 

Instituto Oswaldo Cruz- Rio de Janeiro, Brasil.  

Los péptidos trípticos se solubilizaron en 5µL de una solución de metanol: agua (MeOH: H2O) 1:2 

con ácido trifluoroácetico (TFA) al 0.1%. Se mezcló una alícuota 0.5µL de solución de péptidos y 

0.5µL de matriz de ácido h -Ciano-4-hidroxicinamico (CHCA, Sigma-Aldrich®) en ACN: H2O (1:1) 

con TFA 0.1%. La mezcla se sembró en una placa MALDI Opti-¢hCϰ оуп ǿŜƭƭ ƛƴǎŜǊǘ (AB SCIEX, 

Framingham, MA) y se permitió su co-cristalización. Las muestras se analizaron en el rango m/z 

de 800 a 4000 en un espectrómetro de masas AB SCIEX TOF-TOF 5800 (Applied Biosystems, 

North Warrington, Cheshire, United Kingdom) operado en modo positivo. Los espectros MS se 

calibraron con una mezcla patrón de cinco péptidos: des-Arg1-bradikinina (m/z 904.4680); 

angiotensina I (m/z 1296.6850); Glu1-fibrinopéptido B (m/z 1570.6770); ACTH (1ς17) (m/z 

2093.0870) and ACTH (18ς39) (m/z 2465.1990). Los espectros MS/MS se calibraron usando los 

iones fragmentados de la angiotensina I. 

El análisis de MALDI-TOF/TOF de los spots provenientes del análisis 2DE-DIGE se llevó a cabo en 

el Laboratorio de Proteómica CSIC/UAB Barcelona-España. 

Los péptidos trípticos se suspendieron en 5µL de una solución de MeOH: H2O 1:2 con TFA al 

0.1%. La muestra de péptidos se sembró en una placa de MALDI Opti-¢hCϰ оуп ǿŜƭƭ ƛƴǎŜǊǘ (AB 

SCIEX), se cargaron 0.5µL de mezcla de péptidos trípticos y enseguida, antes de secarse, se 

cargaron 0.5µL de solución de matriz CHCA (AB SCIEX) 3.3mg/mL en ACN: H2O 1:1 con 0.25% TFA 

y se dejó secar a temperatura ambiente. Las muestras se analizaron automáticamente en el 

rango de m/z de 800 a 4000 en un espectrómetro de masas tipo пулл a![5L ¢hCκ¢hCϰ (Applied 

Biosystems/MDS SCIEX) controlado por el software пллл {ŜǊƛŜǎ 9ȄǇƭƻǊŜǊϰ (Applied 

Biosystems/MDS SCIEX) y operado en modo positivo. Para la calibración externa se utilizó el 

estándar Peptide Calibration Standard (Bruker) que consiste en una mezcla de seis péptidos: 

angiotensina II (m/z 1046.5418); angiotensina I (m/z 1296.6848); Substancia P (m/z 1347.7354); 

Bombesina (m/z 1619.8223); ACTH clip 1-17 (m/z 2093.0862); ACTH clip 18-39 (m/z 2465.1983); 

Somatostatina 28 (m/z 3147.4710). Los espectros MS/MS se calibraron usando los iones 

fragmentados de la angiotensina II. Para el análisis de masas en tándem (MS/MS) se escogieron 

los cinco iones-péptido de mayor intensidad para fragmentación por CID.  

2.4.8 Búsqueda en bases de datos  

La identificación de proteínas se realizó en la plataforma MASCOT171 (Matrix Science, London, 

UK), a partir de la información de espectros MS y sus correspondientes MS/MS y utilizando la 

base de datos Swiss-Prot (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB); Ginebra, Suiza). Este programa 



58 Búsqueda de biomarcadores en plasma de pacientes con leucemia linfoide aguda 

 

 

proporciona una lista priorizada que incluye aquellas proteínas que presentan mayor 

probabilidad de corresponder con la proteína analizada en función de su huella peptídica y 

emparejamiento de péptidos. Los parámetros de búsqueda establecidos fueron: tolerancia de 

masas de 50 ppm, carbamidometilación de cisteínas como modificación fija y oxidación de 

metionina como variable; y 1 como número máximo de errores en el corte de la proteasa.  

 

2.5 Resultados 

2.5.1 Preparación de la muestra para 2DE con y sin marcaje 

Los resultados de la cuantificación del plasma completo provenientes de los pacientes y controles 

se muestran en la tabla 2-8. Se encontró una diferencia significativa (P <0.05) entre la cantidad de 

proteína en el plasma completo de pacientes frente a los controles (Figura 2-16A), la integridad 

de la proteína se verificó mediante electroforesis SDS-PAGE en una dimensión (Figura 2-17). 

Tabla 2- 8: Cuantificación de proteína en plasma 

Muestra Concentración de proteína 

(mg/mL) en Plasma completo  

Concentración de proteína 

(mg/mL) en Plasma 

inmunodepletado  

C1 71,17 3.38 

C2 79,26 2.14 

C3 80,12 3.16 

C4 79,87 2.74 

C5 70,06 2.51 

C6 64,25 2.95 

P1 71,11 2.61 

P2 45,48 2.95 

P3 57,03 3.04 

P4 67,59 3.79 

P5 69,69 3.06 

P6 65,12 2.64 
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Figura 2- 16: Niveles de proteína en plasma sanguíneo 

 
Cuantificación de proteína mediante el método de BCA A. Plasma Completo, media: controles 74.12 mg/mL, pacientes 
62.97mg/mL B. Plasma Inmunodepletado, media: controles 2.81 mg/mL, pacientes 3.01 mg/mL Prueba de análisis t-
Student utilizando el programa GraphPad Prism 7. *P <0.05.  

 

Figura 2- 17: Perfil electroforético del plasma sanguíneo  

 
 
нр˃Ǝ ŘŜ ǇǊƻǘŜƝƴŀ ŘŜ ǇƭŀǎƳŀ ǎŜ ǎŜǇŀǊŀǊƻƴ Ŝlectroforéticamente y se tiñeron con azul de Coomassie coloidal. A. 
Controles, B Pacientes LLA-B. Carriles 1. Patrón de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder 
(26630, Thermo Scientific). 2-7 Muestras de plasma del estudio 8. Plasma adulto 9. Vacío. 10. patrón de albúmina 
humana (A3782, Sigma-Aldrich). 

Á Inmunodepleción de plasma sanguíneo mediante el sistema ProteoPrep® 

Debido a que el plasma es una muestra biológica con un amplio rango dinámico de concentración 

que se separa en unos 12 órdenes de magnitud, entre 600mM hasta niveles muy bajos del orden 

de femtomoles/L de sangre106, se requiere disminuir su complejidad por medio de la eliminación 

de proteínas abundantes. En nuestro caso se utilizó el sistema comercial ProteoPrep®, el cual se 

basa en una cromatografía de afinidad que remueve en más de un 80% de las proteínas albúmina 

e inmunoglobulina G, que son dos de las proteínas más abundantes en plasma y las cuales 

pueden enmascaran al resto de proteínas plasmáticas cuando son separadas en geles 

A B 

A B 
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bidimensionales. La fracción eluída se utilizó para la elaboración de geles los bidimensionales. Los 

resultados de la cuantificación de proteína inmunodepletada se muestran en la tabla 2-8. En este 

caso no se observa diferencia significativa entre los dos grupos de estudio (Figura 2-16B). En 

seguida se procedió a correr las muestras en electroforesis en dos dimensiones, sin cuantificación 

adicional para evitar otra manipulación de la muestra y facilitar la disposición de la muestra en 

buffer de IEF; las condiciones de análisis para la obtención de geles bidimensionales de plasma 

sanguíneo ya habían previamente estandarizadas en el grupo de investigación172.  

2.5.2 Obtención de geles bidimensionales 2DE y análisis de 
imágenes por Melanie 7.0 

Se obtuvo un total de 18 geles bidimensionales. Se realizaron tres pooles de dos muestras cada 

uno, teniendo tres réplicas técnicas de cada pool, tal como se ilustra en la figura 2-18.  

Figura 2- 18: Diseño experimental, replicas técnicas y biológicas para el análisis de 2DE 

 

 

El IEF y la electroforesis SDS-PAGE, se realizaron en formato de 7cm con geles al 12% de 

poliacrilamida. Finalizado el proceso de tinción con azul de Coomassie, la adquisición de imágenes 

se llevó a cabo en el documentador VersaDoc (Bio-Rad®) a través del programa Quantity One 

(Bio-Rad®) para posterior análisis de imágenes. La Figura 2-19 muestra el perfil proteico 

bidimensional representativo para el plasma sanguíneo inmunodepletado de un pool de controles 

y un pool de pacientes.  
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Figura 2- 19: 2DE de plasma sanguíneo de controles y pacientes con LLA-B 

млл˃Ǝ ŘŜ ǇƭŀǎƳŀ ŘŜǇletado de IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras IPG de 7cm pH3-10 NL y geles 
de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de Coomassie coloidal G-250. Se usó el 
marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific). A. pool 1 
Controles B. pool 4 Pacientes LLA-B. En el recuadro se resaltan spots que por simple inspección visual se pueden 
considerar diferenciales o ausentes/presentes.  

La observación visual de los geles muestra un buen perfil electroforético, buena resolución, spots 

bien definidos y patrones de separación de spots comparables, indicando que la metodología 

ejecutada fue exitosa y que su variabilidad fue baja. Asimismo, se pueden observar spots 

diferenciales entre los grupos de estudio que podrían o no estar relacionados con el estado 

fisiológico de los individuos.  

Á Análisis de imágenes comparativo  

El análisis comparativo de imágenes de geles 2D se realizó utilizando el programa Melanie 7.0170. 

Brevemente, una vez cargadas las 18 imágenes de los geles 2D correspondientes a controles y 

pacientes, se procedió a un recorte de estas para tener un área homogénea. En el proyecto LLA se 

crearon jerarquías de análisis (Controles y Pacientes) que representan los dos grupos de estudio y 

dentro de cada una de estas jerarquías se almacenaron las 9 imágenes correspondientes al 

mismo grupo (Figura 2-1). En seguida se llevó a cabo la detección de spots, de acuerdo con 

parámetros establecidos por el programa. Se seleccionó una imagen de referencia, que 

correspondía a la imagen con el mejor patrón de separación y el mayor número de spots 

detectados, y posteriormente, se estableció un spot de referencia o landmark que estuviera 

presente en todas las imágenes para fijar su posición durante el emparejamiento y facilitar así el 

alineamiento entre las réplicas y grupos de estudio. Se realizó el emparejamiento automático 

entre los geles de cada jerarquía, allí cada spot se alineó con sus semejantes en todos los geles, 

Por último, se realizó una curación manual, con el fin de eliminar falsos spots y corregir falsos 

emparejamientos. La etapa de emparejamiento de geles se verificó mediante el porcentaje de 

spots pareados frente al gel que fue tomado como referencia que para este caso fue el gel 

άPool1-ŎƻƴǘǊƻƭŜǎέΦ  [ƻǎ ǊŜǎǳƭǘŀŘƻǎ ǎŜ ƳǳŜǎǘǊŀƴ Ŝƴ ƭŀ ǘŀōƭŀ н-9.  
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Tabla 2- 9: Porcentaje de emparejamiento entre los geles 2D frente al gel de referencia 

Grupo de estudio  Nombre del gel Match Count PercentMatches 

Controles  pool 1 gel 1 402 98 

pool 1 gel 2 406 94 

pool 1 gel 3 328 93 

pool 2 gel 1 420 94 

pool 2 gel 2 413 90 

pool 2 gel 3 430 95 

pool 3 gel 1 377 97 

pool 3 gel 2 376 92 

pool 3 gel 3 379 95 

Pacientes  pool 4 gel 1 481 97 

pool 4 gel 2 477 93 

pool 4 gel 3 460 95 

pool 5 gel 1 509 97 

pool 5 gel 2 499 93 

pool 5 gel 3 472 92 

pool 6 gel 1 413 96 

pool 6 gel 2 425 91 

pool 6 gel 3 399 91 

Después de realizado el emparejamiento entre geles, se realizó un análisis de componentes 

principales que se muestra en la figura 2-10, y con el cual pudimos evidenciar en una primera 

etapa la existencia de diferencias significativas en los perfiles de expresión globales entre las 

muestras. La figura 2-20 muestra la proyección de factores de todas las muestras en estudio, se 

observan algunos emparejamientos que se resaltan lejos del origen y que son los más 

significativos para poder diferenciar los dos grupos de estudio. Pero, además el PCA permite ver 

la similaridad que existe entre los geles; los geles de los controles se encuentran ubicados todos 

en el cuadrante inferior mientras que los geles de los pacientes con LLA-B se encuentran todos en 

el cuadrante superior, así, las dos poblaciones de estudio tienen spots pareados característicos 

que permiten diferenciarlos del otro grupo.  
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Figura 2- 20: PCA de los geles 2DE en comparación pacientes vs. controles en Melanie 7.0 

 

Finalmente se ejecutó el proceso de análisis de clases que permite identificar variaciones en la 

expresión de proteínas entre los dos grupos de estudio. Los resultados se filtraron 

considerándose cuatro parámetros para analizar spots diferenciales: Match count (=2), el cual 

indica el número de grupos de estudio o clases en las cuales el spot está presente y pareado. 

También se tuvieron en cuenta los spots con un valor de Match count de 1, lo cual indica que el 

spot solo se detectó en uno de los grupos de estudio y no fue pareado.  Un fold change > 2, un P 

de ANOVA menor a 0.05 y el resultado de la prueba estadística de Kolmogorov-Smirnov en donde 

se definieron como significativos valores superiores 0.309 que corresponde al valor para un nivel 

de significación de 0.05 para un n igual a 18.  

Bajo estos criterios se encontraron 80 spots pareados con expresión diferencial significativa, los 

spots únicos en cualquiera de los grupos de estudio también se consideraron diferenciales, el 

resumen del análisis de clases se muestra en la figura 2-21.  

 

Componente 1 
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Figura 2- 21: Representación de los spots de proteína con expresión significativa encontrados 
en la comparación de los perfiles proteicos de pacientes y controles 

 

 

2.5.3 Análisis de proteínas por espectrometría de masas de spots 
con expresión diferencial 

De los 80 spots considerados diferenciales, 63 de ellos permitieron una fácil visualización dada su 

intensidad y su tamaño. Estos spots se recortaron del gel, se sometieron a un proceso de lavado y 

posteriormente a digestión con tripsina. Los péptidos trípticos se extrajeron del gel y analizaron 

mediante espectrometría de masas MALDI TOF/TOF. Los espectros de masas obtenidos se 

utilizaron para la identificación de proteínas usando MASCOT171 como motor de búsqueda. 

MASCOT es una herramienta basada en el sistema de puntuación estadístico Mowse158 y permite 

la identificación de proteínas por huella peptídica y a partir del espectro de fragmentación (PFF). 

MASCOT calcula la probabilidad de un emparejamiento aleatorio entre un pico del espectro y la 

relación m/z calculada a partir de la secuencia de un péptido o fragmento para cada una de las 

entradas de la base de datos. En función del número de picos realmente emparejados y los 

calculados por azar, se ordenan los candidatos en un ranking de puntuación. Los parámetros de 

búsqueda establecidos se muestran en la tabla 2-10. Los criterios para una identificación positiva 

fueron P <0.05 y MASCOT score >64.  
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Tabla 2- 10: Parámetros de búsqueda en MASCOT modo MS/MS para 2DE 

Parámetro Descripción 

Base de datos SwissProt 

Enzima Tripsina 

Taxonomía Homo Sapiens (Human) 

Error de corte permitido 1  

Cuantificación Ninguno 

Modificaciones fijas Carbamidometilación en Cys 

Tolerancia Péptido +/- 1,2 Da 

MS/MS tol +/- 0,6 Da 

Carga del péptido +1 

Modo de reportar masa  Mono isotópico 

Instrumento MALDI-TOF-TOF 

Finalizado el proceso de búsqueda y depuración manual de resultados se lograron identificar seis 

proteínas en seis spots. La tabla 2-11 muestra el listado de proteínas identificadas y la figura 2-22 

muestra la ubicación de estas en un gel representativo.  

Tabla 2- 11: Proteínas con expresión diferencial entre pacientes LLA-B y controles, metodología 
2DE MALDI-TOF TOF 

 

  

spot 
Expresión en 

pacientes 
Identificación  

Código 
Uniprot 

MASCOT 
score 

Péptidos/ 
Matches  

PM 
teórico 

pI 
teórico  

40 Disminuye 
Fibrinógeno 
cadena alfa 

P02671 125 5(4) 95.6 5,70 

55 Disminuye Protrombina P00734 147 5(4) 72 5,70 

93 
Exclusivo 
control  

Plasminógeno P00747 129 4(3) 93 7,04 

136 Aumenta Complemento C3 P01024 265 7(4) 188 6,02 

372 
Exclusivo 
control 

Fibrinógeno 
cadena gama  

P02679 93 2(2) 52 5,30 

375 
Exclusivo 
paciente 

Serotransferrina P02787 245 8(6) 79 6,80 
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Figura 2- 22: Mapa bidimensional- Asignación de proteínas con expresión diferencial entre 
pacientes y controles según 2DE MALDI TOF-TOF 

 
 
Los spots de proteína se digirieron con tripsina, se analizaron por MALDI-TOF/TOF y se identificaron utilizando el 
software MASCOT, modo MS/MS y los parámetros de búsqueda de la Tabla 2-6. Los resultados se compararon con el 
mapa 2DE para plasma sanguíneo humano de Expasy Swiss2D PAGEP Database 
http://world -2dpage.expasy.org/swiss-2dpage/ 

2.5.4 Obtención de geles bidimensionales 2DE-DIGE y análisis de 
imágenes por Progenesis Same Spots 

Á Ensayos preliminares  

Los resultados anteriores muestran una aparente baja eficiencia del proceso global, tanto en la 

parte correspondiente a la 2DE como en la parte de identificación por espectrometría de masas 

MALDI TOF/TOF. Pese a que se encontraron 80 spots diferenciales en el análisis de imágenes, solo 

se logró la identificación de seis proteínas. Esto por dos razones, primero, solo se cortaron 68 de 

los 80 spots diferenciales, debido a que en el gel no se lograba una buena visualización o se 

trataba de un spot muy pequeño. Y segundo, aunque se sembraron los péptidos trípticos 

proveniente de estos 68 spots en la placa MALDI, solo 20 de ellos lograron tener información de 

masas suficiente para adjudicar una identificación de proteína a ese spot, resultando en que solo 

6 spots tuvieron identificaciones con un alto score y un P <0.05, los otros archivos de información 

http://world-2dpage.expasy.org/swiss-2dpage/
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no alcanzaron el umbral mínimo para la asignación de proteínas o solo identificaban queratinas 

contaminantes.  

De modo que con miras a aumentar la información de proteínas diferenciales en plasma 

sanguíneo entre pacientes con LLA-B y controles sanos por medio de la metodología de 

electroforesis bidimensional, se decidió llevar a cabo un experimento con marcaje DIGE en 

formato grande, esto es aumentando el tamaño del gel y en consecuencia cargando más 

proteína. La técnica DIGE tiene como ventaja analizar muestras complejas marcadas con 

diferentes fluorocromos en un mismo gel, evitando el problema de la variabilidad entre geles y 

permitiendo normalizar las intensidades de los spots con un único estándar interno. 

Para mantener los parámetros del experimento de 2DE anterior, se realizaron pooles de muestras 

y se separaron mediante 2DE. En un primer ensayo, para evaluar el escalamiento a un formato 

grande, se separaron mediante isoelectroenfoque en tira de gradiente inmovilizado de pH 3-10NL 

de 24 cm, 150mg de un pool de proteína inmunodepletada proveniente de una muestra control y 

una muestra de paciente, y posteriormente se llevó a cabo la electroforesis SDS-PAGE en un gel 

de acrilamida al 13%, la figura 2-23 muestra el gel 2DE resultante teñido con plata.  

Figura 2- 23: Gel 2DE formato 24cm de plasma sanguíneo inmunodepletado 

 
мрл˃Ǝ ŘŜ ǇƭŀǎƳŀ ŘŜǇƭŜǘŀŘƻ ŘŜ LƎD ȅ ŀƭōǵƳƛƴŀΣ ǎŜ ǎŜǇŀǊŀǊƻƴ ǇƻǊ н5-PAGE usando tiras IPG de 24cm pH3-10 NL y geles 
de poliacrilamida al 13%, las proteínas se visualizaron por tinción con plata.  
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Se observa que el patrón de separación es bueno, pero se resalta que, en los extremos del gel, 

esto es a unos valores de pH menor de 4 y mayor a 8, no hay una concentración de spots 

importante. Por lo tanto, se decide hacer un zoom de pH para lograr una mejor separación de 

spots en el área donde se concentran.  

En este segundo ensayo, se separaron mediante isoelectroenfoque en tira de gradiente 

inmovilizado de pH 4-7 lineal de 18 cm, 150mg de proteína inmunodepletada proveniente de una 

muestra control y una muestra de paciente por separado. Luego se llevó a cabo la electroforesis 

SDS-PAGE en gel de acrilamida al 13%. La figura 2-24 muestra los geles 2DE resultantes teñidos 

con plata.  

Figura 2- 24: Gel 2DE formato 18 cm de plasma sanguíneo inmunodepletado 

 
мрл˃Ǝ ŘŜ ǇƭŀǎƳŀ ŘŜǇƭŜǘŀŘƻ ŘŜ LƎD ȅ albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras IPG de 18cm pH 4-7 lineal y 
geles de poliacrilamida al 13%, las proteínas se visualizaron por tinción con plata. A. Muestra control. B. Muestra 
paciente LLA-B. 

Se observó una separación mayor de los spots en el rango de pH de 4-7 y se decidió utilizar estas 

condiciones para el experimento con marca.  

Á 2DE DIGE  

Las muestras inmunodepletadas se mezclaron en cuatro pooles diferentes, como se muestra en la 

tabla 2-6. El marcaje de las muestras se realizó de manera cruzada para evitar artefactos debidos 

al marcaje de un fluoróforo específico a una condición dada. Una mezcla de todos los pooles se 

marcó con Cy2 como estándar interno. Los cuatro pares Cy3 y Cy5 se combinaron y mezclaron 

con el estándar Cy2 como se muestra en la tabla 2-7. Las proteínas marcadas se separaron en 

2DE, según parámetros establecidos y las imágenes se adquirieron en las tres longitudes de onda 

de los fluorocromos. La figura 2-25 muestra los geles 2DE DIGE con cada uno de los fluorocromos, 

la imagen de fluorocromos superpuesta y el gel 2DE DIGE teñido con plata.  
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Figura 2- 25: Perfiles comparativos 2DE-DIGE de plasma inmunodepletado de pacientes LLA-B y 
controles 

 
мрл˃Ǝ ŘŜ ǇƭŀǎƳŀ inmunodepletado se separaron por 2D-PAGE usando tiras IPG de 18cm pH 4-7 lineal y geles de 
poliacrilamida al 13%. Las imágenes se adquirieron con un escáner de fluorescencia TyphoonTM. A. fluorescencia azul 
(Cy2), B. fluorescencia verde (Cy3), C. fluorescencia roja (Cy5) D. Imágenes sobrepuestas con los tres fluorocromos. E. 
Gel teñido con plata. 

Se utilizó el programa Progenesis SameSpots v4.5 (Nonlinear Dynamics Ltd.). Se creó un proyecto 

llamado LLA-DIGE y se cargaron las imágenes, se tenían cuatro geles y tres imágenes por cada gel, 

para un total de 12 imágenes en análisis. Se verificó que las imágenes se agruparan 

correctamente a cada gel y se procedió al alineamiento automático de geles. Las imágenes de 

geles se alinearon a la imagen del estándar interno correspondiente (Cy2) y cada imagen de 

estándar interno fue alineada a una imagen del gel de referencia, que en este caso correspondió 

a la imagen del gel 1 Cy2. La cuantificación de los spots de proteína se normalizó usando el 

estándar interno (Cy2). Después de la detección y el filtrado de spots de proteína, las imágenes se 

separaron en dos grupos (Pacientes LLA-B y Controles) y se analizaron para determinar los 

cambios significativos en la abundancia de spots en el mapa 2D. Se alinearon un total de 1722 

spots de proteínas entre todas las imágenes, 22 de los cuales fueron diferenciales con P <0.05 y 

fold change >2 (Figura 2-26). Se cortaron del gel, 15 de estos 22 spots diferenciales debido a que 

aunque se visualizaron en el programa Progenesis SameSpots no se visualizaron en la tinción con 

plata y posteriormente se sometieron a digestión con tripsina en digestor automático.  

La identificación de proteínas se realizó mediante análisis de espectrometría de masas, tanto por 

MALDI TOF/TOF como por LC-MS/MS. Los resultados de las identificaciones se muestran en la 

tabla 2-12. La estrategia de LC-MS/MS es mucho más sensible y permite la identificación de más 

de una proteína por spot, aun así, la identificación por MALDI TOF/TOF coincidió en todos los 

casos con la identificación por LC/MS-MS.  
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Figura 2- 26: Resultado del análisis de imágenes mediante Progenesis SameSpots v4.5 en 
plasma inmunodepletado de pacientes LLA-B y controles  

 
A. Imagen 2DE Cy2 donde se ubican los spots de proteína diferencialmente expresados con un P de ANOVA <0.05 y un 
fold change> 2 en plasma inmunodepletado de Pacientes vs. controles. 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 2- 12: Proteínas con expresión diferencial entre pacientes LLA-B y controles, metodología 
2DE DIGE y análisis de masas 

 

Spot Expresión 
en 

pacientes   

Análisis de 
masas   

Código 
Uniprot 

Descripción Score #péptidos 
únicos 

/ Matches 

MW 
[Da] 

pI 
Teórico  

2775 Aumenta LC-MS/MS P02787 Serotransferrina  520.90 60 77.014 7.12 
  

LC-MS/MS P01871 Ig cadena mu región C 54.17 13 49.276 6.77 
  

LC-MS/MS P19827 Cadena pesada H1 de 

la Inter-alfa-tripsina  

6.29 2 101.326 6.79 

  
MALDI  P02787 Serotransferrina 99 5(3) 79.294 6.81 

2780 Aumenta LC-MS/MS P02787 Serotransferrina  520.90 60 77.014 7.12 
  

LC-MS/MS P01871 Ig cadena m región C 54.17 13 49.276 6.77 
  

LC-MS/MS P01023 Alfa-2-

macroglobulina  

5.68 2 163.188 6.46 

  
MALDI  P02787 Serotransferrina  63 3(2) 79.294 6.81 

2894 Aumenta LC-MS/MS P01009 Alfa-1-antitripsina  163.99 22 46.707 5.59 
  

LC-MS/MS P01042-3 Isoforma 3 del 

Kininogeno-1  

8.56 2 43.794 6.43 

  
LC-MS/MS P01011 Alfa-1-

antiquimiotripsina  

8.30 2 47.621 5.52 

  
LC-MS/MS P01023 Alfa-2-

macroglobulina  

5.68 2 163.188 6.46 

  
LC-MS/MS Q5T749 Queratinocito rico en 

prolina 

6.61 3 64.093 8.27 

  
MALDI  P02787 Alfa-1-antitripsina 65 3(2) 46.878 5.37 

2906 Aumenta LC-MS/MS P01009 Alfa-1-antitripsina 163.99 22 46.707 5.59 
  

LC-MS/MS P01042-3 Isoforma 3 del 

Kininogeno-1 

8.56 2 43.794 6.43 

3075 Aumenta LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina  

52.39 10 38.427 6.60 

  
MALDI  P00738  Haptoglobina 64 3(2) 45.861 6.13 

3085 Aumenta LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina  

52.39 10 38.427 6.60 

  
LC-MS/MS P01024 Complemento C3  23.98 5 187.030 6.40 

  
LC-MS/MS O43866 Antígeno CD5-like  4.16 2 38.063 5.47 

  
LC-MS/MS P01009-2 Isoforma 2 de la alfa 

1-antitripsina 

2.18 2 40.238 5.47 

  
MALDI  P00738  Haptoglobina 104 2(2) 45.861 6.13 

3080 Aumenta LC-MS/MS P25311 Zinc-alfa-2-

glicoproteina  

34.93 8 34.237 6.05 

  
LC-MS/MS P01024 Complemento C3  23.98 5 187.030 6.40 

  
LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina 

52.39 10 38.427 6.60 

5046 Disminuye LC-MS/MS P02647 Apolipoproteína A-I  24.52 7 30.759 5.76 
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MALDI  P02647 Apolipoproteína A-I 79 2(2) 30.759 5.75 

4294 Aumenta LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina 

52.39 10 38.427 6.60 

  
LC-MS/MS Q5T749 Queratinocito rico en 

prolina 

6.61 3 64.093 8.27 

  
LC-MS/MS Q86YZ3 Hornerina  4.33 2 282.228 10.04 

5047 Disminuye LC-MS/MS Q86YZ3 Hornerina  4.33 2 282.228 10.04 

5053 Disminuye LC-MS/MS P02647 Apolipoproteína A-I  24.52 7 30.759 5.76 

5054 Disminuye LC-MS/MS P02647 Apolipoproteína A-I  24.52 7 30.759 5.76 
  

LC-MS/MS P02679-2 Isoforma Gama-A de 

la cadena gama del 

Fibrinógeno 

6.50 2 49.465 6.09 

5061 Aumenta LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina  

52.39 10 38.427 6.60 

  
LC-MS/MS P25311 Zinc-alfa-2-

glicoproteina  

34.93 8 34.237 6.05 

  
LC-MS/MS P01024 Complemento C3  23.98 5 187.030 6.40 

  
LC-MS/MS P01009-2 Isoforma 2 de la alfa 

1-antitripsina  

2.18 2 40.238 5.47 

  
LC-MS/MS P02750 Alfa 2 Glicoproteína 

rica en leucina   

5.22 2 38.154 6.95 

  
LC-MS/MS P06727 Apolipoproteína A-IV  4.87 3 45.371 5.38 

  
MALDI  P00738 Haptoglobina 85 3(2) 45.861 6.13 

5065 Aumenta LC-MS/MS P00738-2 Isoforma 2 de la 

Haptoglobina 

52.39 10 38.427 6.60 

3206 Disminuye LC-MS/MS P02679-2 Isoforma Gama-A de 

la cadena gama del 

Fibrinógeno 

6.50 2 49.465 6.09 

La tabla presenta la identificación de proteínas realizada por las dos estrategias utilizadas: MALDI TOF/TOF y LC-MS/MS 
para cada spot analizado, indicando el número de matches para la identificación por MALDI TOF/TOF y el número de 
péptidos únicos para la identificación por LC-MS/MS     

  



Capítulo 2 73 

 

 

2.6 Discusión  

El análisis proteómico basado en 2DE para la búsqueda de biomarcadores de enfermedad ha sido 

una estrategia ampliamente utilizada particularmente en la búsqueda de biomarcadores en 

fluidos biológicos de fácil acceso como la sangre109,128.  

La aproximación 2DE trae ciertas desventajas que, dependiendo de la pregunta de investigación, 

podrían ser muy relevantes, tal es el caso de la aplicabilidad en el análisis de proteínas de 

membrana o muy hidrofóbicas, proteínas muy grandes o muy básicas y en proteínas de baja en 

abundancia. Sin embargo, ofrece múltiples ventajas que la mantienen vigente, la 2DE sigue 

siendo la única técnica proteómica que permite visualizar el perfil de proteínas de un extracto de 

una forma sencilla y económica, incluyendo la visualización de isoformas de proteínas y PTMs a 

través de cambios en la posición de los spots en la dirección del punto isoeléctrico. Más aún, los 

geles 2D son también un medio para el almacenamiento de proteínas intactas durante varios 

meses. Ahora bien, pese a que en la comunidad científica se ha afirmado muchas veces ǉǳŜ άƭŀ 

electroforesis ƭƭŜƎƽ ŀ ǎǳ ŦƛƴΣ ŀƭ ƳŜƴƻǎ Ŝƴ ǇǊƻǘŜƽƳƛŎŀέ ǎǳ ŀǇƭƛŎŀŎƛƽƴ Ŝƴ ŘƛǾŜǊǎŀǎ ƭƝƴŜŀǎ ŘŜ ǘǊŀōŀƧƻ 

demuestran lo contrario, muchas estrategias en proteómica incluyen separaciones 

electroforéticas que optimizan los resultados y logran aumentar el número de identificaciones173.  

En este sentido las estrategias basadas en gel son aún válidas para el análisis proteómico y en 

nuestra investigación, la 2DE fue una posibilidad para la búsqueda de biomarcadores de 

enfermedad, puesto que tenemos una muestra de proteínas solubles y que en su mayoría no se 

consideran extremadamente básicas o ácidas. 

En esta investigación, la 2DE, ya sea con tinción de Coomassie o utilizando marcaje DIGE, nos 

permitió visualizar los proteomas plasmáticos de los dos grupos de estudio y evidenciar 

diferencias en el perfil de spots de proteínas mediante el análisis de imágenes, desde donde ya 

podíamos evidenciar diferencias. Hasta este punto, la separación por electroforesis era aceptable, 

pues se habían logrado obtener geles 2DE con buena separación de spots de proteínas y alta 

reproducibilidad. Sin embargo, el análisis de masas posterior cambio un poco el panorama y la 

percepción de la metodología basada en gel. Cuando los extractos trípticos se sometieron a 

análisis de masas mediante MALDI-TOF/TOF los resultados de identificación mostraron solo una 

proteína significativa por spot (Tablas 2-11 y -12) y en algunos spots no se logró ninguna 

identificación, por esta razón en el ensayo 2DE-DIGE, se decidió analizar los extractos trípticos 

provenientes de todos los spots de proteínas diferenciales por LC-MS/MS, para identificar y/o 

confirmar las proteínas presentes en cada spot. Los resultados de masas mostraron que cada spot 

contenía más de una proteína, por ejemplo, el spot 2894 (Tabla 2-12) tenía cinco proteínas 

diferentes identificadas mediante LC-MS/MS, mientras que en MALDI TOF/TOF solo se identificó 

una de ellas, la alfa-1-antitripsina, las otras cuatro proteínas pudieron haber escapado del análisis 

por MALDI TOF/TOF por varias razones, muy probablemente por su menor concentración en la 

muestra, pero también podría ser porque los péptidos de esas proteínas no se ionizaron 
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completamente de modo tal que no volaron, esta condición es indispensable para el análisis 

TOF/TOF, si el péptido no se ioniza, no vuela y no se detecta.  

Ante estos resultados, nos enfrentamos a una situación ambigua y era saber con exactitud cuáles 

eran las proteínas que se encontraban realmente alteradas en cada spot, si cada spot de proteína 

tenía tres, cuatro, cinco o más proteínas, ¿cuál de ellas estaba disminuida o aumentada? ¿Debido 

a cuál de esas proteínas el spot era diferencial? No lo podemos saber con certeza. El resultado de 

esta estrategia basada en gel, si bien nos permite ver el perfil proteico del plasma de los 

pacientes y los controles y nos brinda un panorama global de algunas de las proteínas alteradas, 

no llega al nivel de certeza para proponer una o varias proteínas definitivamente alteradas entre 

los grupos de estudio.  

Otro aspecto metodológico fundamental para resalar en este capítulo es la inmunodepleción de 

proteínas abundantes.  Los protocolos para el análisis proteómico de plasma concluyen, en la 

mayoría de los casos, que debe realizarse un proceso de depleción de proteínas abundantes o un 

proceso de enriquecimiento de proteínas de baja abundancia109,110, y este enfoque es muy 

conveniente en la búsqueda de biomarcadores, puesto que en muchos casos las proteínas 

marcadoras de enfermedad son proteínas de bajo nivel de expresión que pueden verse 

enmascaradas en el análisis. Sin embargo, no debe desecharse la idea de que las proteínas de 

mayor abundancia también pueden ser consideradas marcadores de enfermedad y aún más 

teniendo en cuenta que muchas de ellas son proteínas de anclaje o transportadoras.  

Nuestra investigación utilizó la inmunodepleción de dos de las proteínas más abundantes en 

plasma sanguíneo, IgG y albúmina. Pese a que en el mercado se disponen de métodos para retirar 

las veinte proteínas más abundantes en plasma, la conveniencia de eliminar esas proteínas puede 

ser debatida, y más en investigaciones dirigidas a la búsqueda de biomarcadores, pues como se 

mencionó muchas de ellas actúan como proteínas de anclaje, de modo tal que se podrían estar 

retirando proteínas adicionales. Como sea el caso, se ha evidenciado que aunque solo se realice 

un proceso de inmunodepleción de dos proteínas el número de spots en un gel 2DE aumenta 

dramáticamente109,110. En nuestro caso, los geles 2DE obtenidos evidencian un proceso de 

inmunodepleción exitoso que permitió la visualización de cientos de spots, ya sea mediante el 

software Melanie 7.0 o mediante Progenesis SameSpots, aunque vale la pena resaltar que este 

último ofrece un análisis mucho más rápido, versátil y robusto, sin perder de vista que la calidad 

de la imagen es fundamental.  

En cuanto a las proteínas identificadas, ya sea que estén o no alteradas en el plasma de los 

grupos de estudio, debemos mencionar que todas ellas son proteínas abundantes de plasma, 

varias reportadas como alteradas en diferentes patologías. Strohkamp et al., recopiló la 

información publicada y relacionada con biomarcadores, cáncer y electroforesis en dos 

dimensiones y mostró que existen ocho proteínas comunes que se alteran en estados malignidad: 
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antitripsina, haptoglobina, alfa-2-glicoproteína rica en leucina, clusterina, plasminógeno, proteína 

de unión a vitamina D, apolipoproteína A-IV y la transtiretina, lo cual no es del todo extraño pues 

estas proteínas actúan en diferentes vías fisiológicas, metabólicas e inmunológicas, alteradas en 

cáncer, como por ejemplo procesos de fase aguda o procesos inflamatorios123. Tres de estas ocho 

proteínas, también se encontraron alteradas en nuestro estudio y su interpretación biológica 

debe ser cautelosa, puesto que es más que claro que estas proteínas están lejos de ser proteínas 

específicas marcadoras de la enfermedad. Strohkamp et al. sugiere un esquema de trabajo 

basado en 2DE para la búsqueda de biomarcadores, el cual incluye reducción de la complejidad 

del plasma, marcaje de las proteínas con fluorocromos (DIGE), rango de pH del proceso de 

isoelectroenfoque entre 4-7 y un tamaño de gel de separación grande, además de los cuidados 

previos en la toma y manejo de la muestra.  

Pese a que todas estas condiciones las cumple nuestro abordaje 2DE-DIGE, el hallazgo 

encontrado mediante el análisis LC-MS/MS en cuanto a que cada spot contenía varias proteínas y 

la poca certeza de saber cuál de ellas se encontraba aumentada o disminuida, nos condujo a 

decidir que las proteínas identificadas mediante el enfoque basado en gel no serían consideradas 

para los análisis bioinformáticos y por lo tanto no se tendrían dentro del listado de proteínas a 

considerarse como potenciales biomarcadores de enfermedad. Vale la pena anotar que esta 

decisión fue difícil y se tomó después de analizar el contexto biológico de dichas proteínas y su 

relación con cáncer. En vista de nuestra experiencia consideramos que el análisis de proteínas 

mediante 2DE con fines cuantitativos debe ser considerado para investigaciones dirigidas o para 

muestras de baja complejidad y que, en abordajes exploratorios, como en este caso, se 

recomienda utilizar tecnologías más robustas y de mayor sensibilidad en la medida de las 

posibilidades con una o más etapas previas de prefraccionamiento o purificación. En cualquier 

caso, las técnicas electroforéticas son una herramienta fundamental en investigación básica y 

hacen parte activa de los pipelines proteómicos como una herramienta de purificación o 

prefraccionamiento, logrando incrementos en el cubrimiento del proteoma que en otras palabras 

hace referencia a un mayor número de proteínas identificadas.  
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3.1 Objetivos  

Í Identificar y cuantificar proteínas en plasma sanguíneo inmunodepletado de pacientes 

con LLA-B y controles sanos mediante LC-MS/MS.  

Í Comparar dos programas para el análisis de datos proteómicos evaluando el número de 

proteínas identificadas y cuantificadas en cada caso.  

Í Establecer un listado de proteínas diferencialmente expresadas en plasma sanguíneo de 

pacientes con LLA-B versus controles sanos.  

3.2 Hallazgos  

* Se identificaron y cuantificaron 460 proteínas en el software Progenesis QI for 

proteomics, 64 de las cuales se consideraron diferencialmente expresadas con P <0.05 y 

un fold change >2. 

* Se definieron 12 proteínas capaces de separar los grupos de estudio en un análisis de 

agrupamiento jerárquico mediante dos herramientas estadísticas MSstats y ROTS, para el 

análisis de datos proteómicos.    

* Se identificaron y cuantificaron 241 proteínas en el software PatternLab for proteomics, 

de las cuales 31 se consideran diferencialmente expresadas entre los dos grupos de 

estudio utilizando la herramienta TFold incluida en la plataforma de PatternLab.  

3.3 Proteómica cuantitativa basada en LC-MS  

Los primeros enfoques de la proteómica se relacionaron con un análisis cualitativo temprano, es 

decir, con la identificación de las proteínas de un sistema biológico, por ejemplo: una célula, un 

tejido o un organismo. Sin embargo, se ha hecho evidente que conocer el listado de proteínas es 

insuficiente para la comprensión de los procesos biológicos y que se requiere saber, además de 

las proteínas de un sistema, cuánto de cada una de ellas está presente y cómo está cambiando174. 

Los cambios en la abundancia de proteínas son un reflejo de procesos biológicos o estados de 

enfermedad; los niveles alterados de algunas proteínas pueden ser blancos para posibles 

fármacos o pueden ser biomarcadores clínicos potenciales para diagnóstico, de tal forma que la 

proteómica cuantitativa es fundamental en investigación biológica y clínica.  
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La primera herramienta utilizada para la cuantificación del proteoma fue la tecnología basada en 

2DE. No obstante, por sus limitaciones ha sido reemplazada en gran medida por la proteómica 

cuantitativa basada en LC-MS. En esta estrategia se extrae información cuantitativa a partir de 

espectros de masas en diferentes etapas del proceso, así, por ejemplo: se pueden usar intensidad 

de iones primarios, conteo de espectros, intensidades de iones fragmento o combinaciones de 

estos.  La figura 3-1 resume las principales estrategias de proteómica cuantitativa actuales. 

Los métodos proteómicos cuantitativos basados en LC-MS/MS se pueden dividir teniendo en 

ŎǳŜƴǘŀ ƭŀ ǇǊŜǎŜƴŎƛŀ ŘŜ ǳƴ ƳŀǊŎŀƧŜ ƛǎƻǘƽǇƛŎƻ ŜǎǘŀōƭŜ ƻ ǳƴ ŜƴŦƻǉǳŜ ƭƛōǊŜ ŘŜ ƳŀǊŎŀ ƻ άlabel freeέΣ 

en la figura 3-1, la clasificación de estrategias proteómicas cuantitativas se basa en la presencia o 

ausencia de una marca isotópica. Brevemente, la proteómica cuantitativa con marcaje isotópico 

consiste en marcar las proteínas de una muestra con un isótopo estable mediante procesos 

químicos, metabólicos o enzimáticos.  La marca introduce un valor de masa diferencial que puede 

ser monitoreado en el análisis de masas. En un esquema general, las muestras de dos o más 

condiciones biológicas se marcan con isótopos de diferente masa (natural y pesado), luego se 

mezclan y se analizan simultáneamente en el espectrómetro. La abundancia absoluta o relativa 

de proteínas puede calcularse midiendo las intensidades de las señales de los péptidos marcados 

que se distinguen en el análisis MS, bien sea en los iones precursores peptídicos en el MS1 o en 

los iones reporteros marcados, que reflejan la cantidad de péptidos, en el MS279,175.  

Figura 3- 1: Principales estrategias de proteómica cuantitativa 

 
Figura Adaptada de Zhang et al. 2013175 
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Ahora bien, otro enfoque para clasificar los métodos proteómicos cuantitativos es en función del 

tipo de cuantificación: están los métodos que proporcionan resultados de cuantificación relativa, 

es decir, el aumento o disminución de la abundancia de una proteína, y los métodos que 

proporcionan resultados en términos de concentración, que se conoce como cuantificación 

absoluta, aunque los resultados siempre son, en realidad, relativos a un estándar79,176.  

La cuantificación relativa tiene una amplia aplicación en el campo del descubrimiento de 

biomarcadores, permite evaluar cambios en abundancia de un amplio espectro de proteínas en 

muestras complejas, miles de potenciales biomarcadores han sido propuestos por esta estrategia. 

Los métodos de cuantificación absoluta se utilizan para etapas de verificación y validación de 

estos biomarcadores (figura 3-2)63,77.  

Figura 3- 2: Tendencia de uso del modo de adquisición MS en el descubrimiento de 
biomarcadores 

 
Los métodos proteómicos en la etapa de descubrimiento tienen alta reproducibilidad y precisión, mientras que en la 
validación tienen mucho más alto rendimiento. Imagen tomada de Mayne et al. 201677. 

3.3.1 Proteómica Label free  

La cuantificación libre de marca o label free (LFQ label free quantification) es actualmente uno de 

los métodos proteómicos cuantitativos más utilizados gracias a los avances en los espectrómetros 

de masas de alto rendimiento y al desarrollo de algoritmos para un manejo eficiente de los 

datos177. La LFQ posee un amplio rango dinámico de aplicación y no tiene limitación en el número 

de muestras para análisis, más aún, se considera una alternativa muy versátil que supera algunas 

dificultades de la proteómica cuantitativa basada en marcaje isotópico, como por ejemplo, etapas 

adicionales de procesamiento de muestra, alto costo de los reactivos de marcaje, procesos de 

marcaje ineficientes o incompletos,  limitación del número de muestras a analizar en un solo 

experimento y restricción de muestras dado que los procesos de marcaje no se pueden aplicar 
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fácilmente a todos los tipos de muestra177,178. La cuantificación label free (LFQ) en proteómica 

Bottom-up permite estimar la abundancia diferencial de proteínas mediante el número de 

espectros MS/MS conocido como conteo espectral (SC, spectral counting) o mediante la medida 

de la intensidad de señal del ion precursor (Figura 3-3).   

Figura 3- 3: Representación esquemática de dos enfoques de LFQ 

 

Por conteo espectral las abundancias de proteínas y péptidos se pueden estimar en función del número de espectros 
MS2 adquiridos. En el enfoque basado en la intensidad de iones, los cambios en las abundancias de péptidos se 
determinan midiendo y comparando las áreas de pico cromatográfico. En este ejemplo, ambos resultados indican una 
mayor abundancia de péptidos en el estado A. Figura tomada de Megger et al. 2013179. 

3.3.2 Conteo espectral 

El conteo espectral mide el número de espectros MS2 asignados a una proteína, como una 

estimación de su concentración en la muestra. Incluye toda la información de identificación 

redundante de péptidos tales como modificaciones, estado de carga, escisiones perdidas y 

detección múltiple del mismo péptido debido a la terminación del tiempo de exclusión dinámica. 

Muchos parámetros de la corrida LC-MS pueden tener un fuerte impacto en el SC, siendo la más 

importante el tiempo de exclusión dinámica que puede afectar significativamente la detección de 

péptidos y espectros para las proteínas de menor abundancia. Para corregir las fluctuaciones en 

el SC total entre muestras debe hacerse un proceso de normalización, se han descrito diversos 

algoritmos para tal fin, por ejemplo, el índice de abundancia de proteínas (PAI), que se define 

como el número de péptidos identificados dividido por el número de péptidos teóricamente 

observables para cada proteína. También se ha descrito su modificación exponencial (emPAI) que 

tiene mayor proporcionalidad a la abundancia de proteínas en una muestra175,177.  
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Otro parámetro que afecta la estimación de la proteína por SC está relacionado con la longitud de 

la proteína, para minimizar su efecto se propuso el Factor de Abundancia Espectral Normalizado- 

NSAF, que se obtiene dividiendo el SC por la longitud de la proteína o su equivalente el Factor de 

abundancia de proteína PAF, que tiene en cuenta la masa molecular. Otro método propuesto 

para la normalización de la cuantificación por conteo espectral se relaciona con una característica 

de abundancia denominada expresión absoluta de proteína (APEX), que toma información del 

tamaño de las proteínas, propiedades de la secuencia, la ionizabilidad y otras propiedades que 

influyen en la detección por MS, junto con la probabilidad de identificar correctamente la 

proteína para la cuantificación177,180.  

Una opción más de normalización considera el sesgo existente en relación con el número de 

péptidos compartidos por varias proteínas, que los factores anteriormente descritos no tienen en 

cuenta.  Generalmente, el número de espectros de MS2 asociados a un péptido compartido por 

diferentes proteínas se utiliza para el conteo espectral de cada proteína que contiene ese 

péptido, lo que puede sesgar la estimación de las abundancias proteicas. Por ejemplo, si uno o 

varios péptidos son compartidos entre una proteína de alta abundancia y una proteína de baja 

abundancia, la abundancia de la proteína minoritaria será sistemáticamente sobreestimada. Se 

plantea entonces el Factor único de Abundancia Espectral Normalizado (uNSAF), en el que sólo se 

consideran los péptidos proteotípicos o péptidos que identifican de forma única cada proteína y 

se observan consistentemente cuando una mezcla de muestras es analizada por MS en tándem.  

Otra alternativa es el Factor de Abundancia Espectral Normalizada distribuida (dNSAF) en el que 

el conteo espectral compartido es distribuido en función de las proporciones relativas de 

espectros únicos asignados a las proteínas que contienen los péptidos compartidos180.  

3.3.3 Intensidad de señal del ion precursor  

Este método de cuantificación consiste en medir el perfil de elución de uno o más fragmentos 

peptídicos y correlacionarlos con su concentración en las muestras. El perfil de elución se 

determina integrando las áreas o alturas de los picos m/z de los iones fragmentos que se 

cuantificarán a partir de cromatogramas de iones extraídos (XICs). Se ha mostrado que el área 

bajo la curva (AUC) se correlaciona directamente con la concentración de péptidos en el intervalo 

de 10 fmol a 100 pmol. Utilizando este método, sólo se puede comparar la intensidad de los 

mismos fragmentos de iones entre muestras181.  

El proceso de cuantificación de proteínas basadas en XIC implica la medición de la abundancia de 

iones en tiempos de retención específicos para los péptidos ionizados sin el uso de un isótopo 

estable como estándar. A medida que los péptidos ionizados se eluyen de una columna de fase 

reversa al espectrómetro de masas, sus intensidades iónicas pueden medirse dentro de los 

límites de detección dados en la configuración experimental. Aunque este método es 

relativamente sencillo desde el punto de vista conceptual, hay que tener en cuenta varias 
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consideraciones para asegurar la reproducibilidad y la exactitud, por ejemplo: la co-elución de 

péptidos, en particular cuando las señales peptídicas se extienden durante un intervalo largo de 

tiempo de retención; múltiples señales para el mismo péptido debido a variación técnica o 

biológica en el tiempo de retención; velocidad y sensibilidad del espectrómetro de masas y ruido 

de fondo debido a la interferencia química. Por lo tanto, se requiere una "limpieza" 

computacional de los datos originales LC-MS. Los métodos computacionales implementados para 

tal fin tienen en cuenta la alineación de los tiempos de retención, supresión de ruido, selección 

óptima de picos y normalización de abundancia de pico. Las exploraciones subsiguientes de 

MS/MS para estos péptidos confirmarán su identidad. El uso de espectrómetros de masas de alta 

resolución en la cuantificación label free LC-MS ayuda a las estrategias de normalización para una 

cuantificación precisa. Es importante resaltar que la cuantificación basada en XIC depende en 

gran medida del software de análisis.  

Un problema asociado con los métodos basados en XIC está en encontrar un equilibrio entre 

detección de iones de péptido y detección de fragmentos para obtener una cuantificación precisa 

mientras se maximiza la identificación de proteínas. La conmutación entre los modos MS y 

MS/MS sacrifica la integridad de uno u otro. Una manera de superar esto es realizando múltiples 

análisis de la muestra en los modos MS1 y MS2 por separado, usando espectrómetros de masas 

de alta resolución, y posteriormente emparejando valores m/z precisos y tiempos de retención 

para lograr, por un lado la identificación de péptidos, y por otro, la cuantificación de 

proteínas175,177,182.  

Un equipo de alta resolución es el Q-Exactive®, el cual combina una trampa de iones lineal, donde 

se seleccionan los iones precursores con alto rendimiento con un analizador Orbitrap que ofrece 

alta precisión en la detección (Figura 3-4). El Q-Exactive® ofrece ventajas que aseguran la calidad 

del análisis. Tiene una fragmentación muy rápida del péptido, utiliza un algoritmo de 

transformación mejorada de Fourier que duplica la resolución de las señales de masa, tiene un 

aislamiento de ion precursor y de fragmentación casi instantáneos, alcanzando tiempos de ciclo 

total de 1s para un top10 y se reporta que pueden identificar 2500 proteínas en gradientes 

estándar de 90 minutos en digerido tríptico de células de mamíferos183, con lo cual lo hace un 

instrumento apropiado para el análisis de muestras complejas.  

Á Formatos de datos  

Una gran variedad de formatos de datos crudos (Raw) de diferentes fabricantes de 

espectrómetros de masas se han normalizado utilizando varias alternativas de formatos XML 

eXtensible Markup Language. La normalización es crucial para un intercambio de datos eficiente y 

preciso y permite que los datos de proteómica sean totalmente accesibles y reutilizables para 

aprovecharlos al máximo, se ha propuesto que cualquier conjunto de datos proteómicos sólo se 

entiende parcialmente, existe una gran oportunidad para la reutilización (ortogonal) de los datos. 
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Para el campo de la proteómica basada en MS, la Proteomics Standards Initiative PSI de la Human 

Proteome Organization HUPO ha asumido el papel principal en el desarrollo de los vocabularios 

controlados requeridos, formatos de archivo estándar y requisitos mínimos de presentación de 

informes para diversos aspectos de los datos de proteómica de MS. Los formatos más populares 

son: mzML, que almacena datos Raw MS, así como listados de picos de espectros procesados; 

mzIdentML, que almacena identificaciones de péptidos y proteínas derivadas de los datos de MS; 

y mzQuantML, que recoge información cuantitativa detallada. Además de estos tres formatos 

basados en XML, se ha lanzado un formato más simple, delimitado por tabuladores llamado 

mzTab que almacena información de identificación y cuantificación. 

Figura 3- 4: Esquema de un espectrómetro de masas Q-Exactive®183 

 

Por lo tanto, convenientemente todos los archivos, producto de un ensayo proteómico, deben 

alinearse a estos formatos y deben hacerse públicos en los repositorios de datos proteómicos 

basados en MS establecidos hace más de 10 años y entre los cuales se cuentan PeptideAtlas184, 

GPMDB185, y PRIDE186. Actualmente el consorcio ProteomeXchange reúne a PRIDE187, 

PeptideAtlas, MassIVE y jPOST. Todo esto es una señal de la madurez del campo de la proteómica 

y el intercambio de datos públicos se considera una buena práctica científica73. 

Á Feature 

Un compuesto químico cualquiera, con una carga y distribución isotópica dada es representado 

como un pico gaussiano tridimensional en el MS1 y se denomina "feature" en el mundo del 

procesamiento de datos. Debido a la distribución natural de isótopos y a la ocurrencia de estados 
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de carga múltiples, un compuesto químico da como resultado múltiples picos gaussianos con el 

mismo tiempo de retención188 (Figura 3-5). 

Figura 3- 5: Esquema de un feature 

 
Viǎƛƽƴ ǘǊƛŘƛƳŜƴǎƛƻƴŀƭ ŘŜ ǳƴ ƛƻƴ ŘŜ ǇŞǇǘƛŘƻ Ŝƴ Ŝƭ a{м ȅ ǎǳ ŘƛǎǘǊƛōǳŎƛƽƴ ƛǎƻǘƽǇƛŎŀ ǉǳŜ Ŝƴ ŎƻƴƧǳƴǘƻ ǎŜ ŘŜƴƻƳƛƴŀ άŦŜŀǘǳǊŜέΣ 
la figura muestra dos features para el mismo péptido con diferente carga.  

3.3.4 Preprocesamiento de datos Raw 

Se han publicado varios flujos de trabajo o pipelines de preprocesamiento de datos Raw 

provenientes de análisis LC-MS/MS y LFQ. La figura 3-6 presenta un flujo de trabajo general desde 

la etapa de adquisición de datos hasta la identificación y cuantificación de péptidos y proteínas. 

Este procedimiento comienza con el análisis de masas en tándem para obtener información de 

masas MS1 y MS2 que se almacenan en formato Raw, estos datos son sometidos a una etapa de 

prefiltrado donde hay una reducción del ruido, principalmente, spikes (picos generados en la 

fuente de iones), ruido químico y ruido electrónico. La caracterización del ruido es importante y 

puede considerarse como una parte del proceso de detección de picos que trata de discriminar el 

ruido de la señal de features relacionadas con un compuesto químico188,189. En la etapa de 

detección de features, los algoritmos utilizados comparan el patrón de isótopos de los 

compuestos en la dimensión m/z o la forma del pico basada en cromatogramas de iones 

extraídos XIC o los datos completos 3D: dimensión de masa, de tiempo de retención y de 

intensidad de la LC-MS188,190.  

Posteriormente está el proceso de alineación de features que tiene como resultado un listado de 

picos con información de cuantificación, este proceso de alineación también debe realizarse en 

las tres dimensiones de los datos de MS1:  

Ҥ Alineación en la dimensión m/z, pese a que es la dimensión más estable usualmente se hace 

una calibración de masa con estándares.  

Feature 
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Figura 3- 6: Pipeline para el procesamiento de datos Raw 

 

 

Imagen adaptada de Sandin et al.190.   

 

Alineación en la dimensión de intensidad, la cual puede ser relativa para comparar la 

intensidad de péptidos y proteínas, o absoluta con el uso de estándares. Los algoritmos de 

normalización utilizados minimizan las diferencias en la cantidad de muestra inyectada, 

diferencias o desviaciones en la eficiencia de la ionización, diferencias en la eficiencia de 

transmisión de iones o saturación del detector, o diferencias en la transferencia entre ciclos 

LC. En general, los procedimientos de normalización de intensidad se aplican después de la 

alineación de picos y antes del análisis estadístico. 

Ҥ Alineación en la dimensión tiempo de retención. Esta dimensión requiere de especial 

atención y de algoritmos mucho más sofisticados puesto que el tiempo de retención sufre 

cambios no lineales difíciles de controlar debido a parámetros propios de la cromatografía 

Sample 
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líquida, por ejemplo, pequeños cambios en la composición del eluyente, cambios de pH, 

envejecimiento de las columnas o cambios de temperatura. El objetivo de la alineación del 

tiempo de retención es encontrar la superposición máxima entre picos similares en diferentes 

cromatogramas y proporcionar una función de transformación del tiempo de retención, que 

puede ser utilizada para cambiar los tiempos de retención de todos los picos en una lista de 

picos, o para cambiar el tiempo de retención asociado de los scans de masa en los datos 

crudos. Los métodos de alineación de tiempo de retención más comunes utilizan algoritmos 

de alineación bidimensional que tienen en cuenta la separación de los compuestos en función 

de la masa y del tiempo de retención y difieren en cuanto a si utilizan los datos brutos, los 

datos preprocesados obtenidos después del filtrado de ruido o las listas de picos después de 

la etapa de detección de pico. Algunas variaciones de estos métodos de alineación utilizan la 

información de MS2 o crean etiquetas de tiempo de retención y masa por normalización del 

tiempo de retención y masa exacta, las cuales se utilizan para alinear conjuntos múltiples de 

datos LC-MS seleccionando un cromatograma como referencia y alineando todos los demás a 

esa referencia180,188,189,191.  

 

Finalmente, está el proceso de coincidencia de picos que identifica picos comunes en diferentes 

cromatogramas basados en la proximidad del tiempo de retención alineado y la identidad de 

masa o péptido basados en datos MS/MS, cuya información está vinculada a la lista de picos. El 

procedimiento proporciona una lista de grupos de los mismos compuestos en diferentes 

cromatogramas, a partir de los cuales se construye una matriz cuantitativa de features que puede 

procesarse adicionalmente mediante deisotipaje y por integración de diferentes estados de carga 

del mismo compuesto dando como resultado una matriz peptídica cuantitativa, que además se 

puede combinar con resultados de identificación. El proceso de deisotipaje y de integración de los 

estados de carga (deconvolución) también se puede realizar antes del procedimiento de 

coincidencia de picos179,188,191.  

Los pipelines deben ser muy flexibles y adaptarse fácilmente al diseño experimental y a la 

naturaleza de los datos. En la figura 3-6 se observa que la detección de features puede realizase 

antes del alineamiento en la dimensión del tiempo de detección o después. En la tabla 3-1 se 

observan programas disponibles para la cuantificación por label free. En este trabajo se probaron 

el software comercial Progenesis QI for proteomics y el software libre PatternLab for Proteomics 

para analizar los datos Raw.  
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Tabla 3- 1: Programas comúnmente utilizados para cuantificación label free 

Software Cuantificación  web Disponibilidad  

Census192 MS1, SC http://fields.scripps.edu/census/ Libre   

Corra 193 MS1 http://tools.proteomecenter.org/Corra/corra.html Libre   

MaxQuant194 MS1 www.biochem.mpg.de/5111795/maxquant Libre   

msCompare195 MS1 www.msmetrix.com/our-

products/msxelerator/mscompare/ 

Libre   

msInspect196 MS1 http://proteomics.fhcrc.org  Libre   

MSQuant197 MS1 http://msquant.sourceforge.net  Libre   

MZmine2198 MS1 http://mzmine.github.io/  Libre   

OpenMS199 MS1 www.openms.de Libre   

SIEVE MS1 www.thermofisher.com Comercial 

Progenesis QI 

for proteomics 

MS1 www.nonlinear.com/progenesis/qi-for-proteomics/ Comercial  

Scaffold  SC www.proteomesoftware.com/products/scaffold/  Comercial  

PatternLab for 

Proteomics200  

MS1, SC www.patternlabforproteomics.org/  Libre   

3.3.5 Progenesis QI for Proteomics 

Progenesis QI es un programa para el análisis de datos proteómicos obtenidos por LC-MS/MS que 

permite la cuantificación de proteínas en mezclas complejas, por medio de diferentes etapas de 

recuperación y procesamiento de datos que asegura una alta cobertura. Además, permite de 

forma automática la importación de archivos, la selección de una corrida de referencia y la 

alineación de las corridas. Este software utiliza un algoritmo inteligente de modelado de picos 

que reduce los archivos de datos en un orden de magnitud, identifica picos y crea modelos de 

pico que conservan toda la información relevante de cuantificación y la información de posición. 

Progenesis QI soporta todos los formatos de datos comunes producidos por los sistemas LC-MS 

de alta resolución201.  

Progenesis QI es capaz de procesar un gran número de réplicas y tiene una interfaz gráfica que 

permite al usuario ver sus datos de MS1 en mapas 2D o 3D para verificar si las features se han 

cuantificado correctamente. Las etapas de análisis básicas que realiza Progenesis QI se resumen 

en la figura 3-7. El proceso comienza con la importación de los datos Raw, posteriormente se 

ejecuta la alineación de corridas en la dimensión de tiempo de retención, esta compensa la 

variación entre los ciclos de LC eliminando los efectos derivados de los péptidos que se eluyen en 

diferentes momentos en las diferentes inyecciones por medio de la comparación de señales 

peptídicas similares y de esta manera se asegura una gran fiabilidad y reproducibilidad en la 

selección de picos y abundancia de péptidos. La clave para generar la mejor alineación de las 

corridas es elegir la mejor corrida como referencia, aquella que tenga el mayor número de iones 

http://fields.scripps.edu/census/
http://tools.proteomecenter.org/Corra/corra.html
http://www.biochem.mpg.de/5111795/maxquant
http://www.msmetrix.com/our-products/msxelerator/mscompare/
http://www.msmetrix.com/our-products/msxelerator/mscompare/
http://proteomics.fhcrc.org/
http://msquant.sourceforge.net/
http://mzmine.github.io/
http://www.openms.de/
http://www.thermofisher.com/
http://www.nonlinear.com/progenesis/qi-for-proteomics/
http://www.proteomesoftware.com/products/scaffold/
http://www.patternlabforproteomics.org/
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peptídicos, puesto que todas las demás corridas van a estar alineadas a ella. El software puede 

elegir objetivamente la mejor corrida como referencia y aplicar la alineación automáticamente. La 

calidad de este proceso se verifica en scores de alineamiento y en un mapa de colores en la 

interfaz gráfica201ς203.  

Posteriormente se ejecuta la detección de features, que comprende la identificación del patrón 

de isótopos del péptido, incluyendo la separación de péptidos solapados y la cuantificación 

usando un método de área bajo la curva. Para garantizar una selección de picos (peak picking) 

coherente y una coincidencia entre todos los archivos de datos, se crea un conjunto de datos 

agregados a partir de las corridas alineadas, conteniendo toda la información de picos de todos 

los archivos de la muestra y permitiendo la detección de un solo mapa de iones peptídicos. Este 

mapa se aplica a cada muestra, dando 100% de coincidencia de picos sin valores faltantes, lo que 

le permite aplicar herramientas estadísticas multivariantes para explorar los datos y realizar 

análisis diferencial.  

En la detección de features también están presentes las etapas de filtrado donde se pueden 

remover iones específicos a un tiempo de retención o estado de carga dado. El proceso de 

normalización de datos se realiza respecto a una corrida seleccionada que puede ser o no la 

utilizada en la etapa de alineamiento, este proceso es necesario en experimentos proteómicos 

LC-MS para calibrar los datos entre diferentes corridas de muestras. La normalización corrige la 

variación experimental sistemática, por ejemplo, diferencias en la carga de la muestra. 

El error sistemático puede ser corregido por un factor de ganancia único para cada muestra que 

es un múltiplo escalar que se aplica a cada medición de abundancia de features. La principal 

suposición en la normalización es que la mayoría de los iones peptídicos no cambian en 

abundancia (las distribuciones de abundancia no se alteran globalmente), y por lo tanto es 

apropiada la recalibración para ajustar globalmente todas las corridas en una misma escala. 

A continuación, se tiene el diseño experimental, donde se crean los grupos de estudio y se 

asignan a cada uno los archivos correspondientes. Luego está la etapa de cuantificación de 

abundancia de iones, Progenesis QI cuantifica antes del proceso de identificación el cual se realiza 

fuera de Progenesis QI, el enfoque de cuantificar antes de identificar tiene ventajas sobre el 

proceso inverso y sobre el conteo espectral porque permite la cuantificación de iones peptídicos 

que no lograron ser fragmentados, en este caso se pueden recolectar datos de MS2 adicionales 

usando una lista de inclusión selectiva. Posteriormente, la información MS2 asociada a cada 

feature es exportada en formato .mgf (mascot generic files) para una identificación de péptidos 

externa y el resultado de esta identificación es importada a Progenesis QI para crear una matriz 

completa de iones de péptidos cuantificados e identificados.  
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Figura 3- 7: Principales etapas del análisis con Progenesis QI for proteomics 

 

 

Progenesis QI puede realizar la cuantificación de proteínas de cuatro formas:  

Ҥ Cuantificación absoluta utilizando Hi-N: Requiere un calibrador absoluto de proteínas, 

utiliza los N péptidos más abundantes para cada proteína y permite determinar 

cantidades absolutas de cada proteína en cada corrida, hacer comparaciones directas 

entre la misma proteína en diferentes corridas y comparaciones directas entre diferentes 

proteínas dentro de una corrida.  

Importaciónde datosRawy Control de calidad
Modeladode picoy reduccionde datos

Alineamiento del tiempo de retención
Se utilizan vectores de alineación y se obtiene un score 
de alineamiento

Peakpeackingo Agrupamiento de pico             
Sumatoria de las señales del iones isotópicos para 
cada péptido

Filtradode datos
Filtrar algunas zonas del mapa antes de la 
normalización

Normalización
Corrige la variación experimental sistemática

Diseño experimental                                                              
En esta ventana se realiza el diseño del experimento

Generaciónde listasde picosMS/MS 
Formato.mgf - Identificación en Proteome-Discoverer. 
Las identificaciones resultantes se vuelven a importar a 
ProgénesisQI emparejando las identificaciones a sus iones de 
péptidos correspondientes.
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Ҥ Cuantificación relativa utilizando Hi-N: Utiliza los Hi-N más abundantes sin un calibrador 

absoluto. El valor promedio de las abundancias individuales de los N péptidos más 

abundantes se compara a través de las corridas.  

Ҥ Cuantificación relativa utilizando péptidos no conflictivos: En este caso las proteínas se 

cuantifican usando sólo péptidos que no son parte de otra proteína (péptidos únicos o no 

conflictivos); entonces, la abundancia de proteínas en una corrida se calcula a partir de la 

suma de todas las abundancias de iones peptídicos normalizados únicos 

correspondientes a esa proteína. El descuento de los péptidos en conflicto o compartidos 

por varias proteínas puede sacrificar datos, pero el uso de péptidos asignados 

inequívocamente proporciona una lectura específica más confiable de la abundancia de 

proteínas, evitando efectos de confusión tales como la superposición de tendencias 

derivadas de diversas proteínas. La figura 3-8 ilustra este proceso, la cuantificación es 

relativa y sobre la misma especie en cada caso. Se supone que si la proteína X está en la 

relación A:B entre dos muestras, entonces cualquiera de sus péptidos constituyentes está 

también en esa relación A:B, y por lo tanto no todos los péptidos son esenciales para 

determinar esta relación y específicamente sólo deben usarse péptidos que reflejen 

inequívocamente la relación de dicha proteína. Sin embargo, cuanto más péptidos se 

miden, más precisa será la lectura.  

Ҥ Cuantificación relativa utilizando todos los péptidos: Las proteínas se cuantifican 

utilizando todos los péptidos. Esto no sacrifica ningún dato, pero aumenta el riesgo de 

confundir los efectos de la superposición de tendencias derivadas de diferentes 

proteínas201ς203.  

 

3.3.6 Identificación de proteínas con tǊƻǘŜƻƳŜ 5ƛǎŎƻǾŜǊŜǊϰ  

Proteome Discovererϰ Ŝǎ ǳƴ ǎƻŦǘǿŀǊŜ ǉǳŜ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀ ȅ ŎǳŀƴǘƛŦƛŎŀ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ Ŝƴ ƳǳŜǎǘǊŀǎ ōƛƻƭƽƎƛŎŀǎ 

complejas. Este software reúne entre otros flujos de trabajo proteómicos, la identificación de 

proteínas y péptidos, análisis de PTM y cuantificación. Compara los datos Raw con bibliotecas 

espectrales de base de datos en formato FASTA e identifica proteínas a partir de espectros de 

masas MS2 y trabaja con varios motores de búsqueda, ŎƻƳƻ {ŜǉǳŜǎǘϰ I¢ ȅ aŀǎŎƻǘ, para 

procesar datos de espectrometría de masas obtenidos tanto en instrumentos de baja como de 

alta resolución204.  
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Figura 3- 8: Proceso de cuantificación usando péptidos no conflictivos en Progenesis QI 

 

Imagen tomada de www.nonlinear.com/progenesis/qi-for-proteomics/ 

 

3.3.7 PatternLab for proteomics  

PatternLab for Proteomics es un entorno computacional integrado que contiene varios módulos 

para el análisis de datos proteómicos shotgun. Estos módulos permiten: dar formato a bases de 

datos de secuencias, comparar espectros, organizar datos y realizar tratamiento estadístico, 

además obtener información cuantitativa de datos obtenidos por enfoques label free o con 

marcaje isotópico y realizar análisis estadístico. PatternLab también tiene módulos para realizar 

estudios de similitud con datos de secuenciación de novo y un módulo para estudiar la 

importancia biológica de los datos con respecto a la base de datos de Ontología de Genes200.  

PatternLab for proteomics 4.0 contiene por ejemplo, Búzios, que permite el agrupamiento de 

perfiles proteómicos similares; el sistema XD Scoring, para evaluar la confianza de sitios 

fosforilados; PepExplorer, herramienta para analizar los datos proteómicos shotgun de órganos 

no secuenciados; herramientas para realizar análisis de varianza; el motor de búsqueda Comet205, 

envuelto en una interfaz gráfica de usuario que también permite el análisis de experimentos de 

marcaje isobárico (iTRAQ y TMT), el módulo XICs para cuantificaciones por label free y un servicio 

en la nube que permite predicciones cuantitativas a gran escala y comparaciones de dominios de 

proteínas, entre otros200,206.  

La figura 3-9 muestra el flujo de trabajo en la plataforma PatternLab for proteomics, que a 

diferencia de Progenesis QI realiza el proceso de identificación de proteínas primero y luego 

http://www.nonlinear.com/progenesis/qi-for-proteomics/
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realiza el proceso de cuantificación. El procedimiento comienza con la preparación de la base de 

datos de secuencias, y la generación de una base de datos reversa que sirve como señuelo en el 

ƳƽŘǳƭƻ άDŜƴŜǊŀǘŜ {ŜŀǊŎƘ 5.έ, en donde además se pueden incluir automáticamente los 127 

contaminantes comunes encontrados en experimentos proteómicos (queratina, BSA, etc.)200.  

Luego se realiza la identificación de péptidos en el módulo ά{ŜŀǊŎƘ /ƻƳŜǘ t{aέ mediante el 

motor de búsqueda Comet para la comparación de espectros de masas MS/MS, experimentales y 

teóricos. Comet es un motor de búsqueda de código abierto rápido y sensible que se derivó de 

Sequest205, los resultados de la búsqueda se guardan en un archivo .sqt  para cada uno de los 

archivos Raw. Posteriormente los archivos .sqt son filtrados con un FDR predeterminado y 

procesados en el módulo Search Engine Processor (SEPro ς for PSM)200,207, una herramienta para 

filtrar, organizar, compartir y mostrar PSM obteniendo una sola lista de identificaciones de 

proteínas confiables, este listado se guarda como archivo .sepr. 

Para el análisis cuantitativo por label free, PatternLab permite realizar conteo espectral con 

normalización NSAF o integración XIC, en donde se realiza trazado de la intensidad de un valor 

m/z dado, más o menos una tolerancia dada, durante un intervalo de tiempo dado. Para el 

proceso de cuantificación se organiza un proyecto de cuantificación en el módulo άtǊƻƧŜŎǘ 

Organizationέ ƛƴŘƛŎŀƴŘƻ ƭƻǎ ŀǊŎƘƛǾƻǎ Raw y .sepr para cada condición experimental, resultando 

un archivo que contiene las identificaciones y los datos de cuantificación de todas las corridas, los 

cuales pueden ser analizados en los demás módulos de PatternLab, módulos estadísticos como 

Buzios, TFold y de análisis de términos GO como GOexplorer200,208,209.   
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Figura 3- 9: Flujo de trabajo utilizando PatternLab for proteomics200 
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3.4 Metodología 

3.4.1 Digestión in solution 

Se solubilizaron 100µg de proteína inmunodepletada de cada una de las muestras iniciales y se 

digirieron con tripsina (Promega- Madison, WI, USA) en una proporción 1:25 (enzima: proteína) 

en NH4HCO3 25 mM durante 16 h a 37°C, de acuerdo con el protocolo de digestión en solución 

(Anexo B-9).  

La mezcla de péptidos trípticos resultante se llevó a sequedad en Speed VacTM y se almacenaron a 

-70°C hasta el momento de su análisis  

3.4.2 nLC-MS/MS 

La mezcla de péptidos trípticos se analizó por triplicado en un espectrómetro de masas Q-

ExactiveTM Hybrid Quadrupole-Orbitrap (Thermo Scientific) acoplado en línea a un cromatógrafo 

líquido a escala nano Proxeon Easy-nLCTM II HPLC (Thermo Scientific, Waltham, MA) y una fuente 

de nanospray Proxeon nanospray. Este análisis de nanoLC-MS/MS se realizó por servicio en el 

Proteomics Core Facility, UC Davis Genome Center (Davis, CA). 

Los péptidos se reconstituyeron en ACN 2%: TFA 0.1%, se desalaron en línea en un cartucho de 

fase reversa 100 µm x 25 mm Magic C18 100 Å 5 µm y posteriormente se separaron en una 

columna 75 µm x 150 mm Magic C18 200 Å 3 µ (Bruker-Michrom, Auburn, CA). La elución de 

péptidos se llevó a cabo mediante gradiente lineal de 3 a 50% de ACN en TFA 0.1% en 90 minutos 

a un flujo de 300nL/min. Se utilizó un voltaje de electrospray de 2.200V para ionizar los péptidos. 

Los espectros de masa full scan (MS1) se registraron en el rango 350ς1600 m/z a una resolución 

de 70000 en modo DDA y se seleccionaron los 15 iones precursores de mayor intensidad para 

fragmentación (MS/MS) por CID; el tiempo de exclusión dinámica se fijó en 15s y la ventana de 

exclusión fue de 1.6m/z. El sistema se controló por el programa XcaliburTM (Thermo Fischer 

Scientific) y los resultados se exportaron en formato Thermo Raw. 

3.4.3 Identificación y cuantificación de proteínas  

Á Procesamiento de datos Raw mediante Progenesis QI for proteomics y 
tǊƻǘŜƻƳŜ 5ƛǎŎƻǾŜǊŜǊϰ 

Los archivos Thermo Raw se analizaron en el software Progenesis QI for Proteomics (versión 3.0, 

Nonlinear Dynamics Ltd, New Castle, UK) que realiza la cuantificación label-free mediante el 

método de modelado de pico basado en intensidad. Se cargaron los 36 archivos Raw a Progenesis 
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QI y se visualizaron todos los picos de cada corrida en un mapa 2D (tiempo de retención versus 

relación m/z) como se muestra en la figura 3-10.  

Figura 3- 10: Vista de la importación de datos Raw a Progenesis QI 

 

Vista del proceso de carga de datos Raw a Progenesis QI, cada archivo se muestra como un mapa 2D (m/z, tiempo de 
retención) en la parte superior derecha se muestran estadísticas del conteo de picos MS1, conteo de espectros MS/MS y 
el valor de la intensidad de iones total.  

Los tiempos de retención de los iones de péptidos eluídos de todas las muestras se alinearon a 

una corrida de referencia seleccionada de forma automática por el programa. En seguida se llevó 

a cabo el proceso de agrupamiento de pico (figura 3-11) definiendo una máxima sensibilidad y un 

número de cargas de máximo 5, luego se realizó ǳƴ ǇǊƻŎŜǎƻ ŘŜ ŦƛƭǘǊŀŘƻ ŘŜ άŦŜŀǘǳǊŜǎέ de péptido, 

donde se eliminaron los picos con carga +1 y todas las señales obtenidas en un tiempo de 

retención inferior a tres minutos.  

Las intensidades de péptido se normalizaron contra la corrida de referencia para corregir 

variaciones experimentales. Posteriormente se creó el diseño experimental para la comparación 

de los pacientes y controles, a los cuales se asignaron las corridas correspondientes a cada grupo 

(18 corridas por grupo).  

Progenesis QI no realiza identificaciones de péptidos, por esta razón se exportaron las listas de 

picos MS/MS en un archivo con extensión .mgf y se realizó la identificación de péptidos en el 

paquete informático Proteome DiscovererTM versión 1.4 (Thermo Fisher Scientific), utilizando el 

algoritmo SEQUEST, contra la base de datos humana UniProtKB/Swiss-Prot descargada el 4 de 

mayo de 2016 y que contenía 20199 secuencias. Dado que usualmente se obtienen múltiples 
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espectros MS/MS para un mismo ion precursor a través de todas las muestras, solo se exportó la 

información de espectros MS/MS de los cinco primeros precursores más intensos. 

Figura 3- 11: Vista de la alineación de datos Raw a Progenesis QI 

  
 
Vista del proceso de agrupamiento de pico el software permite tener una vista 2D o 3D del mapa de features, y hacer 
revisión y corrección del proceso.   

Para la identificación se fijaron los siguientes parámetros de búsqueda: tripsina como enzima de 

digestión, máximo dos errores de la proteasa, carbamidometilación en cisteína como 

modificación fija y oxidación en metionina como modificación variable, tolerancia del precursor 

20ppm y tolerancia de los fragmentos 0.6Da. Se consideraron los péptidos con una alta 

confiabilidad en la identificación (FDR <0.05%) medida por Percolator210, algoritmo implementado 

en Proteome DiscovererTM para calcular la tasa de falso descubrimiento, se fijó una longitud de 

secuencia mínima de 6 aminoácidos y máxima de 144, los resultados se exportaron en formato 

.msf (mass spec format). 

Juntos, los archivos .mgf y .msf se ingresaron a Progenesis QI para generar una matriz con 

información completa de cuantificación dada por el full MS y de identificación proveniente de la 

información de espectros MS/MS. Para la determinación de proteínas diferenciales se utilizó el 

método de cuantificación relativa considerando únicamente péptidos únicos, en donde la 

abundancia de proteínas en una corrida se calculó a partir de la suma de todas las abundancias de 
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iones de péptidos únicos normalizados correspondiente a esa proteína. Las abundancias 

normalizadas de las proteínas en las muestras individuales se utilizaron para el cálculo de los 

valores de fold change y valor de P de ANOVA dentro del programa Progenesis QI. La lista de 

abundancias de péptidos y proteínas se exportaron a un archivo Excel para análisis estadísticos 

adicionales en MSstats y ROTS en la plataforma R.  

Á Procesamiento de datos Raw mediante Patternlab for proteomics 

- Identificación de péptidos a partir de datos MS/MS  

Los 36 archivos Thermo Raw (28 Gigas) provenientes del análisis shotgun de los dos grupos de 

estudio, se analizaron con el motor de búsqueda Comet205, presente en la plataforma PatternLab 

for proteomics versión 4.0200. Comet compara los espectros de masas experimentales y los 

generados teóricamente.  

Se realizó la búsqueda contra la base de datos humana UniProtKB/Swiss-Prot descargada el 3 de 

junio 2016 que contenía 20199 secuencias, utilizando PatternLab 4.0 para la generación de la 

base de datos reversa (decoy database) y la adición 127 contaminantes comunes en 

experimentos de proteómica. Se definieron como parámetros de búsqueda: tripsina como enzima 

de digestión, máximo dos errores de la proteasa, carbamidometilación en cisteína como 

modificación fija, oxidación en metionina como modificación variable y tolerancia del precursor 

de 40ppm, obteniendo un archivo con extensión .sqt, para cada archivo Raw. El filtrado 

estadístico del emparejamiento de espectros PSM (peptides spectra matches) se realizó con el 

módulo Search Engine Processor (SEPro) de PatternLab 4.0 que establece automáticamente un 

valor de FDR del 1% en función del número de señuelos (decoys). Todos los resultados de la 

identificación se reportaron con el principio de parsimonia máxima211, que es el número mínimo 

de proteínas o péptidos que se pueden explicar cuando la misma secuencia de péptido es 

compartida por todos los péptidos identificados. Las identificaciones se agruparon según el 

estado de carga (+2 a +5), se fijó una longitud de secuencia mínima de 6 aminoácidos y se 

consideraron sólo PSMs < 5ppm, los resultados se guardaron con extensión .sepr. 

- Cuantificación relativa de proteínas por XIC 

La cuantificación relativa de proteínas se llevó a cabo en eƭ ƳƽŘǳƭƻ άProcess XICέ ǉǳŜ ǊŜǉǳƛŜǊŜ Ŝƭ 

directorio que contiene los archivos MS1 y los resultados de SEPro (Figura 3-12). En el módulo 

Project Organization se cargaron las rutas de los directorios controles y pacientes, se creó el 

proyecto pacientes vs. controles y se procedió a ejecutar la cuantificación teniendo en cuenta 

ǘƻŘƻǎ ƭƻǎ ǇŞǇǘƛŘƻǎΦ aƛŜƴǘǊŀǎ ǎŜ ŜƧŜŎǳǘŀ άProcess XICέ ƭƻǎ ŀǊŎƘƛǾƻǎ a{м ǎƻƴ ŘŜƛǎƻǘƻǇŀŘƻǎ ȅ 

descargados usando YADA212, luego se obtiene los XIC de los archivos de MS1 deconvolucionados 

y se emparejan o vinculan con los PSM correspondientes teniendo en cuenta el archivo .sepr. Los 
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XIC se normalizan de acuerdo con el método dNIAF (distributed Normalized Ion Abundance 

Factors)213, una adaptación de dNSAF (distributed Normalized Spectral Abundance Factor) que en 

lugar de confiar en la cuantificación por conteos espectrales utiliza los XIC extraídos de los MS1 

deconvolucionados200,214.  

Figura 3- 12: Organización proyecto para cuantificación XIC en PatternLab for proteomics 

 

 
La carpeta de cuantificación se organizó teniendo en cuenta los dos grupos de estudio, controles y pacientes, y en cada 
una de ellas se crearon seis carpetas que representan las réplicas biológicas numeradas con letras. En cada carpeta de 
réplica biológica se crearon tres carpetas que representan las réplicas técnicas y en cada una de ellas se ubicaron los 
archivos correspondientes Raw, .sqt y .sepr.  

Las proteínas diferencialmente expresadas entre los dos grupos de estudio se determinaron 

utilizando el módulo estadístico TFold utilizando un valor q de 0.05. El módulo TFold utiliza un 

estimador FDR teórico para maximizar las identificaciones que cumplieron tanto con un fold 

change cutoff como con el valor de P del t-test que apunta a recuperar proteínas de baja 

abundancia. 
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3.5 Resultados 

3.5.1 Cuantificación label free de proteínas en plasma sanguíneo- 
Análisis en Progenesis QI  

Se identificaron y cuantificaron 460 proteínas con al menos un péptido único, a partir de 36 

corridas LC-MS/MS de los dos grupos de estudio, controles y pacientes. La primera base de datos 

comprende las intensidades totales de las proteínas por corrida y en una segunda base de datos 

se encuentran las intensidades por péptido para cada proteína cuantificada por corrida. El archivo 

de cuantificación completo está disponible en la información suplementaria (Tablas S1 y S2).  Se 

realizó un análisis estadístico de los resultados de la cuantificación, incluyendo como proteínas 

diferencialmente expresadas aquellas que tenían un valor P de ANOVA <0.05 y un fold change >2 

y se encontraron 64 proteínas que cumplen con estos dos criterios (Tabla 3-2). Si únicamente se 

tienen en cuenta las proteínas cuantificadas con dos o más péptidos únicos, el listado de 

proteínas disminuye de 64 a 28.  

Con Progenesis QI se realizó un PCA que indica la separación de las muestras de acuerdo con la 

variación de la abundancia, permite encontrar valores atípicos y estudiar las réplicas técnicas. El 

PCA de los pacientes vs. controles se muestra en la Figura 3-13, el PCA teniendo en cuenta todas 

las proteínas cuantificadas permite observar que las muestras manifiestan la tendencia a 

agruparse en dos clases (Fig. 3-13A), sin embargo, al considerar únicamente las 64 proteínas 

diferenciales, se observa una separación clara de los grupos de estudio (Fig. 3-13B).  

Figura 3- 13: Análisis de componentes principales a partir de datos de cuantificación obtenidos 
en Progenesis QI 

 
Análisis de componentes principales. Los puntos azules son muestras de controles y los puntos morados son muestras de 
pacientes. Cada muestra se analizó por triplicado. A. PCA obtenido con todas las proteínas cuantificadas con uno o más 
péptidos únicos.  

A 
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Figura 3- 13: Análisis de componentes principales a partir de datos de cuantificación obtenidos 
en Progenesis QI 

 

 

 

 

 

 

Análisis de componentes principales. Los puntos azules son muestras de controles y los puntos morados son muestras de 
pacientes. Cada muestra se analizó por triplicado. B. PCA con las 64 proteínas consideradas diferenciales P <0.05 y fold 
change >2 obteniendo una buena separación entre grupos de acuerdo con el componente principal 1 con un 46.23% de 
la varianza explicada. 

Los resultados de la cuantificación también se sometieron a análisis estadísticos adicionales en 

paquetes especializados en análisis de datos proteómicos.  

Tabla 3- 2: Proteínas consideradas diferencialmente expresadas en Progenesis QI con P <0.05 y 

fold change >2.0 

Código 
Uniprot 

Péptidos 
únicos  

Anova (P) Fold 
change 

Expresión 
en 
pacientes  

Proteína Gen 

P00488 10 5.34E-10 3.89 Disminuye  Factor de coagulación 13 cadena A F13A 

P23142 11 2.35E-08 3.49 Disminuye  Fibulina-1  FBLN1 

P16112 1 8.71E-08 5.13 Disminuye  Agrecano  ACAN 

P51884 18 1.59E-07 2.39 Disminuye  Lumican  LUM 

Q9UJV3 1 2.43E-07 3.04 Disminuye  Probable E3 ubiquitin ligasa MID2  MID2 

P07333 1 2.78E-07 4.06 Disminuye  Receptor del factor estimulante de colonias de 
macrófagos 1 

CSF1R 

P04278 18 5.35E-07 3.43 Disminuye  Globulina fijadora de hormonas sexuales SHBG 

P54108 3 6.47E-07 3.52 Disminuye  Proteína secretora rica en cisteína 3 CRISP3 

P06396 42 7.12E-07 2.65 Disminuye  Gelsolina GNS 

P01717 1 1.45E-06 2.37 Disminuye  Ig cadena lambda V-IV región Hil LV403 

P05160 17 3.55E-06 2.56 Disminuye  Factor de coagulación 13 cadena B F13B 

Q9HCU4 1 5.97E-06 3.64 Disminuye  Caderina CELSR2  CELSR2 

P06276 13 7.93E-06 2.60 Disminuye  Colinesterasa BCHE 

P02679 70 9.60E-06 3.04 Disminuye  Cadena gama del fibrinógeno FGG 

Q9Y2I7 1 1.34E-05 1298.63 Aumenta  1-fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa PIKFYVE 

P02675 91 1.83E-05 2.98 Disminuye  Cadena beta del fibrinógeno  FGB 

P02765 27 1.85E-05 2.20 Disminuye  Fetuina  AHSG 

P04196 36 2.71E-05 2.36 Disminuye  Glicoproteína rica en histidina HRG 

P02671 130 2.93E-05 2.52 Disminuye  Cadena alfa del fibrinógeno FGA 

P11597 7 4.78E-05 2.37 Disminuye  Proteína de transferencia de éster de colesterilo APCS 

B 
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Tabla 3- 2: Proteínas consideradas diferencialmente expresadas en Progenesis QI con P <0.05 y 
fold change >2.0 (continuación) 

Código 
Uniprot 

Péptidos 
únicos  

Anova (P) Fold 
change 

Expresión 
en pacientes  

Proteína Gen 

Q9NP78 1 5.67E-05 2.82 Disminuye  ATP-binding cassette sub-familia B miembro 9  ABCB9 

Q6UXB8 7 6.84E-05 2.20 Disminuye  Inhibidor de peptidasa 16 PI16 

Q9NQ11 1 8.16E-05 38.91 Aumenta  Probable transportador de cationes ATPasa 13A2 ATP13A2 

P22105-3 4 8.84E-05 2.88 Disminuye  Isoforma 4 de la Tenascina-X TNXB 

Q32MH5 1 1.24E-04 30.37 Disminuye  Proteína FAM214A FAM214A 

Q13449 1 1.82E-04 3.81 Disminuye  Proteína de membrana asociada al sistema límbico LSAMP 

Q06830 1 4.17E-04 3.25 Disminuye  Peroxirredoína-1 PRDX1 

Q9C0K0 1 4.82E-04 2.29 Disminuye  Linfoma de células B/leucemia 11B BCL11B 

O00187 1 5.43E-04 2.55 Disminuye  Serin proteasa 2 de unión a manano MASP2 

P02751 90 6.21E-04 2.24 Disminuye  Fibronectina FN1 

Q12860 1 8.02E-04 30.34 Disminuye  Contactina-1 CNTN1 

P23083 2 1.39E-03 2.19 Disminuye  Ig cadena pesada V-I región V35 HV103 

P48740-2 2 1.39E-03 2.17 Disminuye  Isoforma 2 de serina proteasa de unión a Manano 1 MASP1 

P14923 1 1.42E-03 2.16 Disminuye  Plakoglobina JUP 

O00533 1 1.76E-03 3.41 Disminuye  Molécula de adhesión de células neuronales L1-like NCHL1 

Q9Y5Y7 2 1.94E-03 3.24 Disminuye  Receptor de ácido hialurónico endotelial de vaso 
linfático 1 

LYVE1 

P80748 4 2.39E-03 2.09 Disminuye  Ig cadena lambda V-III región LOI LV302 

Q9NS15 1 2.93E-03 5.68 Disminuye  La proteína de unión beta del factor de crecimiento 
transformante latente 3 

LTBP3 

Q03001 1 3.64E-03 448.31 Aumenta  Distonina DST 

A4D0V7 1 4.26E-03 2.48 Disminuye  Proteína que contiene el dominio caderina y PC-esterasa 1 CPED1 

P01889 1 4.29E-03 2.11 Disminuye  Antígeno de histocompatibilidad HLA clase I, cadena alfa B-7 HLA-B 

Q9Y4A5 1 4.35E-03 3.65 Disminuye  Proteína asociada al dominio de Transformación/ 
transcripción  

TRRAP 

Q86XE0 1 4.84E-03 7.80 Disminuye  nexina-32 Sorting SNX32 

Q99835 1 5.51E-03 2.43 Aumenta  Homólogo Smoothened SMO 

P69891 2 5.85E-03 4.65 Aumenta  Subunidad gama-1 de la hemoglobina  HBG1 

P36888 5 6.33E-03 10.68 Aumenta  Tirosina quinasa 3 similar a FMS FLT3 

Q15121 1 7.95E-03 2.24 Disminuye  Fosfoproteína astrocítica PEA-15 PEA15 

P40197 1 9.41E-03 5.53 Aumenta  Glicoproteína de plaquetas V GP5 

Q96PY5 1 1.29E-02 23.91 Aumenta  Formina 2 like FMNL2 

O60347 1 1.30E-02 6.94 Aumenta  Miembro de familia de dominio TBC1 12 TBC1D12 

P02776 1 1.40E-02 3.24 Disminuye  Factor plaquetario 4 PF4 

Q15063 1 1.43E-02 3.31 Disminuye  Periostina POSTN 

Q7Z7M0 1 1.64E-02 2.22 Disminuye  Multiple epidermal growth factor-like domains 
protein 8 

MEGF8 

P55290 1 1.72E-02 2.98 Disminuye  Caderina-13 CDH13 

Q9BYZ2 1 1.76E-02 4.98 Aumenta  L-lactato deshidrogenasa A-like 6B LDHAL6B 

Q9Y577 1 1.87E-02 2.51 Aumenta  E3 ubiquitina- ligasa TRIM17 TRIM17 

P0DJI9 7 2.55E-02 10.81 Aumenta  Amiloide sérico A-2 SAA2 

Q9GZV1 1 2.73E-02 2.15 Disminuye  Proteína 2 que contiene dominio Ankyrina  PRKAG2 

Q9Y5E8 1 2.94E-02 2.10 Disminuye  Protocaderina beta-15 PCDHB15 

P05451 1 3.69E-02 4.59 Disminuye  Litostatina-1-alfa REG1A 

P01860 6 3.83E-02 2.28 Disminuye  Ig cadena gama-3 región C  IGHG3 

P30443 1 3.94E-02 4.18 Aumenta  Antígeno de histocompatibilidad HLA clase I, cadena 
alfa A-1 

HLA-A 

P01880 13 4.63E-02 2.35 Disminuye  Ig cadena delta región C IGHD 

Q8TAQ2 1 4.88E-02 6.58 Disminuye  Subunidad compleja SWI/SNF SMARCC2 SMARCC2 

Listado organizado en función del valor de P 
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3.5.2 Análisis estadístico utilizando la herramienta MSstats 

 

Se utilizó la herramienta estadística MSstats215, paquete de código abierto para R216 usado para 

cuantificación relativa de proteínas y péptidos totales. El paquete incluye cuatro secciones 

principales: La sección I contiene funciones para (i) el preprocesamiento de datos y el control de 

calidad de las series de MS (dataProcess) y (ii) la visualización para el análisis de datos explicativos 

(dataProcessPlots). La sección II contiene funciones para (i) encontrar proteínas diferencialmente 

abundantes (groupComparison) y (ii) para visualizar los resultados de las pruebas 

(groupComparisonPlots) y para comprobar la presunción de normalidad (modelBasedQCPlots). La 

sección III contiene funciones para (i) calcular el tamaño de la muestra (designSampleSize) y (ii) 

para visualizar los cálculos del tamaño de la muestra (designSampleSizePlots). Y finalmente, la 

sección IV contiene funciones para cuantificación por grupo por proteína o por paciente 

(quantification)217. 

El análisis con MSstats utilizó la lista de abundancia de péptidos y se diseñó como un experimento 

comparativo con el comando "Group Comparison" entre controles y pacientes, asignando un 

identificador único para cada replica biológica (a las tres replicas técnicas de cada replica 

biológica se le asignó el mismo identificador único). El valor de intensidad fue el área de cada 

feature. El preprocesamiento de datos y el control de calidad de cada corrida se evaluó utilizando 

Ŝƭ ŎƻƳŀƴŘƻ άŘŀǘŀtǊƻŎŜǎǎέ junto con una transformación log10 a partir de los datos crudos. La 

visualización del análisis explicativo de datos se llevó a cabo utilizando el comando 

ά5ŀǘŀtǊƻŎŜǎǎtƭƻǘǎέΣ ƭŀ ƻǇŎƛƽƴ άCondƛǘƛƻƴtƭƻǘέ muestra la media y la variabilidad de cada proteína 

para la condición que fue la visualización preferida (Figura 3-14).  

Luego se encontraron los cambios significativos en la abundancia de proteínas usando un modelo 

lineal mixto con el comando "Group Comparison" y los valores de P crudos se ajustaron por el 

método de Benjamin y Hochberg (BH)218.  La visualización de estos resultados se observa en la 

figura 3-15 en el gráfico de Volcano-Plot y en el mapa de calor (Heatmap) obtenidos por medio 

del comando groupComparisonPlots. Los resultados indican que solo tres proteínas se consideran 

diferencialmente expresadas con un valor de P-ajustado-BH <0.05, un fold change >2 y con un 

FDR <0.05: F13A1 y ACAN disminuidas en pacientes y PYKFYVE aumentada en pacientes              

(Tabla 3-3).  
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Figura 3- 14: Visualización del análisis de datos explicativo en MSstats 

 

La función de heatmap de MSstats compara entre comparaciones, en este caso la comparación es 

controles versus pacientes y se observa una separación de grupos aceptable, no obstante, el 

control 5 se agrupa con los pacientes. Las gráficaǎ ŘŜ άconditionplotέ ŎƻǊǊŜǎǇƻƴŘƛŜƴǘŜǎ ŀ ƭŀǎ ǘǊŜǎ 

proteínas diferenciales también se muestran en la figura 3-15. Los resultados de la herramienta 

MSstats están disponible en la información suplementaria Tabla S3. 

 

Tabla 3- 3: Proteínas diferencialmente expresadas según análisis en MSstats 

Código 
Uniprot 

Péptidos 
únicos  

Fold 
change 

P.ajustada 
BH 
MSStats 

Expresión 
en 
pacientes  

Proteína Gen 

P00488 10 6.88 1.06E-04 Disminuye  Factor de coagulación 13 cadena A F13A1 

P16112 1 5.91 3.19E-04 Disminuye  Agrecano  ACAN 

Q9Y2I7 1 1360.20 5.06E-05 Aumenta  1-fosfatidilinositol 3-fosfato 5-quinasa PIKFYVE 

Listado organizado en función del valor de P 

  

Ejemplo para la proteína F13A1 del análisis de datos cuantitativos después del preprocesamiento de datos utilizando 
Ŝƭ ŎƻƳŀƴŘƻ άŘŀǘŀtǊƻŎŜǎǎtƭƻǘǎέΦ DǊłŦƛŎƻ ƳŜŘƛƻ ŘŜ ŎƻƴŘƛŎƛƻƴŜǎ Ϧ/ƻƴŘƛǘƛƻƴtƭƻǘϦ ǇŀǊŀ ƛƭǳǎǘǊŀǊ ƭŀ media y la variabilidad 
en de cada condición por proteína, la barra de error es un intervalo de confianza. 

 

A 
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Figura 3- 15: Visualización de resultados de comparación entre grupos en MSstats 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Volcano plot para la comparación controles vs. pacientes. Eje x significancia 
práctica, que es log10 fold change y eje y significancia estadística, que es el valor P 
ajustado BH en la escala log10 negativa. La línea discontinua horizontal representa 
el corte de FDR (default=0.05) y las verticales el fold change (FCcutoff= 2,0). 
Resultados a nivel proteico. Abundancia aumentada en pacientes (punto rojo): 
PYKFYVE. Abundancia disminuida en pacientes (puntos azules): ACAN y F13A1. B. 
Heatmap no supervisado obtenido teniendo en cuenta las tres proteínas 
diferenciales. /Φ DǊłŦƛŎŀǎ ά/ƻƴŘƛǘƛƻƴǇƭƻǘέ ǇŀǊŀ ƭŀǎ ǇǊƻǘŜƝƴŀǎ t¸YC¸±9Σ !/!b ȅ 
F13A1. En el eje X está la condición o grupo de estudio y en el eje Y el log10 de las 
intensidades de referencia. Los puntos indican la media de la razón log para cada 
condición. Las barras de error tienen intervalos de confianza con un nivel 
significativo de 0.95 para cada condición. Los gráficos visualizan las diferencias 
entre las condiciones control vs. paciente. El gradiente de color indica en color rojo 
aumentada y en color azul disminuida.  
 

 

A 

B 

C 
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3.5.3 Análisis estadístico utilizando la herramienta ROTS  

El test estadístico optimizado de reproducibilidad (ROTS, Reproducibility Optimized Test 

Statistic219ς221), fue la segunda herramienta estadística utilizada para evaluar los resultados de la 

cuantificación.  Este es un método adaptativo de datos que puede optimizar sus parámetros 

basados en características intrínsecas de los datos de entrada. Además, el método tiene como 

objetivo resolver el problema de tamaños pequeños de muestra a través de un procedimiento de 

remuestreo (bootstrapping). ROTS proporciona robustez y disminuye no sólo la variabilidad 

experimental sino también el número de cuantificaciones faltantes, incluyendo proteínas de baja 

abundancia. La optimización se define en términos de la máxima superposición de características 

top clasificadas en un grupo, preservando los datos iniciales.  

Para el análisis con ROTS se utilizó la lista de abundancia de proteínas, en total 460 entradas de 

proteína, y se ejecutó un proceso de bootstrapping de 1000221,222.  La salida de la función ROTS 

incluye prueba Estadística (d), valor P estimado (P value), FDR, parámetros estadísticos de prueba 

y tamaño de lista superior optimizado (a1, a2, k), valor de reproducibilidad optimizada (R) y 

puntuación Z (Z-score). En general, si el valor Z-score es inferior a 2 indica que los datos o la 

estadística no son suficientes para una detección confiable223, en nuestro caso los valores de Z-

score fueron de 7. El fold change fue calculado a partir de la base de datos enriquecida con la 

función log2FC en R y además se realizó un análisis de componentes principales utilizando la 

función prcomp en R para revelar variaciones mayores. En la figura 3-16 se muestra el PCA-3D 

considerando todas las proteínas cuantificadas en la base de datos enriquecida, que llamaremos 

base de datos ROTS, se observa una buena separación de los grupos de estudio mostrando que la 

base de datos ROTS tiene características relevantes para cada grupo, que los diferencia. Las 

proteínas que se consideraron diferencialmente expresadas a partir de la base de datos ROTS, 

con valores de P inferiores a 0.05 y fold change mayor a 2, se muestran en la tabla 3-4. 

Adicionalmente se realizó un análisis de agrupación jerárquica con la función heatmap en R. La 

figura 3-17 muestra patrones de agrupamiento considerando diferentes grupos de proteínas en 

función de los valores de fold change y valores P ajustados. La parte A muestra el heatmap que 

considera todas las 460 proteínas cuantificadas y en este caso no se observa una separación clara 

de los grupos de estudio. La parte B presenta el heatmap obtenido con las 49 proteínas que 

tienen un fold change >2 y P ajustada BH <0.05. En este último caso se observa que las corridas se 

separan en los grupos controles y pacientes, sin embargo, las tres replicas técnicas del control 5 

se agrupan con los pacientes. La parte C muestra el heatmap obtenido con las 24 proteínas que 

tienen un fold change >2 y una P ajustada Bonferroni <0.05, el patrón de agrupamiento es similar 

al anterior, donde las tres réplicas de la muestra del control 5 se agrupan con el bloque de 

pacientes, aun así, la separación de grupos es buena. Finalmente, la parte D muestra el heatmap 

obtenido con las 12 proteínas que tienen un fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05, en este 

caso resulta una separación completa de grupos. Los resultados de la herramienta ROTS están 

disponibles en la información suplementaria Tabla S4.  
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Figura 3- 16: Análisis de componentes principales con la base de datos enriquecida ROTS 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCA no supervisado para controles y pacientes teniendo en cuenta la base de datos ROTS con 460 proteínas y los tres 
primeros componentes principales. Las burbujas rojas y negras representan las muestras de pacientes y controles 
respectivamente. El análisis resultó en una buena separación entre los grupos según el componente principal 1 (PC1) 
con el 64,56% de la varianza explicada, el componente principal 2 (PC2) 18,39% y el componente principal 3 (PC3) con el 
11,92%. 

 

 

A continuación se realizó nuevamente el proceso de bootstrapping de 1000 en ROTS, pero esta 

vez utilizando la lista de abundancia de proteínas que incluía únicamente proteínas cuantificadas 

con al menos dos péptidos únicos, en total 236 entradas de proteína. En la figura 3-18 se muestra 

el PCA-3D obtenido con esta base de datos de 236 entradas que llamaremos ROTS2, donde 

igualmente se observa una buena separación de los grupos de estudio mostrando que la base de 

datos ROTS2 también tiene características relevantes para cada grupo, que los diferencia. 

Asimismo se realizó el análisis de agrupamiento jerárquico con la función heatmap en R 

considerando las proteínas con un fold change >2 y un P ajustada Bonferroni <0.05, en total 16 

proteínas consideradas diferenciales que se muestra en la figura 3-19. Allí también se logra una 

buena separación, pero nuevamente las tres replicas técnicas del control 5 se agrupan con los 

pacientes, el listado de estas proteínas se muestra en la tabla 3-4.  

  

LLA-B 
Control 
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Figura 3- 17: Heat-maps a partir de base de datos enriquecida utilizando ROTS. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Heatmap no supervisado considerando 460 proteínas. B. Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P 
ajustada BH <0.05, en total 49 proteínas. El gradiente de color indica, en color rojo niveles aumentados y en color azul 
niveles disminuidos.  
 

 

A 

B 
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Figura 3- 17: Heat-maps a partir de base de datos enriquecida utilizando ROTS. 

 

 

 

 

C. Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05, en total 24 proteínas. D. Heatmap no 
supervisado filtrado fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05, en total 12 proteínas. El gradiente de color indica, en 
color rojo niveles aumentados y en color azul niveles disminuidos.  
 

  

C 

D 
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Tabla 3- 4: Proteínas diferencialmente expresadas, base de datos enriquecida ROTS 

Código 
Uniprot 

P ajustada 
BH 

P ajustada 
Bonferroni 

Log2Fold 
change*  

Péptidos 
únicos  

Expresión 
en pacientes  

Proteína Gen  

P00488a,b,c,d <0.001 <0.001 1.96 10 Disminuye  Factor de coagulación 13 cadena A F13A1 

P23142a,b,c,d <0.001 <0.001 1.80 11 Disminuye  Fibulina-1  FBLN1 

P16112a,b,c 5.00E-05 1.00E-03 2.36 1 Disminuye  Agrecano ACAN 

P51884a,b,d 2.78E-05 5.00E-04 1.26 18 Disminuye  Lumican  LUM 

Q9UJV3a,b,c <0.001 <0.001 1.60 1 Disminuye  Probable E3 ubiquitin ligasa MID2  MID2 

P07333a,b,c 5.00E-05 1.00E-03 2.02 1 Disminuye  Receptor del factor estimulante de 
colonias de macrófagos 1 

CSF1R 

P04278a,b,c,d <0.001 <0.001 1.78 18 Disminuye  Globulina fijadora de hormonas 
sexuales 

SHBG 

P54108a,b,c,d <0.001 <0.001 1.82 3 Disminuye  Proteína secretora rica en cisteína 
3 

CRISP3 

P06396a,b,c,d <0.001 <0.001 1.40 42 Disminuye  Gelsolina GSN 

P01717a,b 2.78E-05 5.00E-04 1.24 1 Disminuye  Ig cadena lambda V-IV región Hil LV403 

P05160a,b,c,d <0.001 <0.001 1.36 17 Disminuye  Factor de coagulación 13 cadena B F13B 

Q9HCU4a,b <0.001 <0.001 1.86 1 Disminuye  Caderina CELSR2  CELSR2 

P06276a,b,d <0.001 <0.001 1.38 13 Disminuye  Colinesterasa BCHE 

P02679a,b,d <0.001 <0.001 1.61 70 Disminuye  Cadena gama del fibrinógeno FGG 

P02675a,b,c,d <0.001 <0.001 1.58 91 Disminuye  Cadena beta del fibrinógeno  FGB 

P02765a,b,d 2.78E-05 5.00E-04 1.14 27 Disminuye  Fetuina  AHSG 

P04196a,b,d <0.001 <0.001 1.24 36 Disminuye  Glicoproteína rica en Histidina  HRG 

P02671a,b,d 2.78E-05 5.00E-04 1.33 130 Disminuye  Cadena alfa del fibrinógeno FGA 

P11597a,b,d 3.80E-04 9.50E-03 1.25 7 Disminuye  Proteína de transferencia de éster 
de colesterilo 

CETP 

Q9NP78a 4.52E-03 2.04E-01 1.50 1 Disminuye  ATP-binding cassette sub-familia B 
miembro 9  

ABCB9 

Q6UXB8a,b,d 1.00E-03 2.90E-02 1.13 7 Disminuye  Inhibidor de peptidasa 16 PI16 

P22105-3a 4.88E-03 2.39E-01 1.53 4 Disminuye  Isoforma 4 de la Tenascina-X TNXB 

Q32MH5a 2.50E-03 8.00E-02 4.92 1 Disminuye  Proteína FAM214A FAM214A 

Q13449a 2.65E-03 9.55E-02 1.93 1 Disminuye  Proteína de membrana asociada al 
sistema límbico 

LSAMP 

Q06830a 4.98E-03 2.49E-01 1.70 1 Disminuye  Peroxirredoína-1 PRDX1 

Q9C0K0a 8.58E-03 4.70E-01 1.20 1 Disminuye  Linfoma de células B/leucemia 11B BCL11B 

O00187a,b 2.73E-03 1.01E-01 1.35 1 Disminuye  Serin proteasa 2 de unión a 
manano 

MASP2 

P02751a 3.59E-03 1.44E-01 1.16 90 Disminuye  Fibronectina FN1 

P23083a 1.21E-02 8.22E-01 1.13 2 Disminuye  Ig cadena pesada V-I región V35 HV103 

O00533a,b,c 2.78E-05 5.00E-04 1.77 1 Disminuye  Molécula de adhesión de células 
neuronales L1-like 

CHL1 

P80748a 3.59E-03 1.42E-01 1.06 4 Disminuye  Ig cadena lambda V-III región LOI LV302 

A4D0V7a 7.83E-03 4.07E-01 1.31 1 Disminuye  Proteína que contiene el dominio 
cadherina like y PC-esterasa 1 

CPED1 

P01889a 4.88E-03 2.36E-01 1.08 1 Disminuye  Antígeno de histocompatibilidad 
HLA clase I, cadena alfa B-7 

HLA-B 

Q9Y4A5a 1.59E-02 1.00E+00 1.87 1 Disminuye  Proteína asociada al dominio de 
Transformación/ transcripción  

TRRAP 

* Calculado con la función log2FC en R con la base de datos ROTS  
a Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada BH <0.05. 
b Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05.  
c Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05. 
Listado organizado en función del valor de P de Bonferroni 
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Tabla 3- 4: Proteínas diferencialmente expresadas, base de datos enriquecida ROTS 
(continuación) 

Código 
Uniprot 

P ajustada 
BH 

P ajustada 
Bonferroni 

Log2Fold 
change*  

Péptidos 
únicos  

Expresión 
en pacientes  

Proteína Gen  

Q15121a 1.04E-02 6.88E-01 1.16 1 Disminuye  Fosfoproteína astrocítica PEA-15 PEA15 

P02776a 9.39E-03 5.26E-01 1.70 1 Disminuye  Factor plaquetario 4 PF4 

Q15063a 1.01E-02 5.83E-01 1.73 1 Disminuye  Periostina POSTN 

Q7Z7M0a,b 3.75E-04 9.00E-03 1.15 1 Disminuye  Multiple epidermal growth factor-
like domains protein 8 

MEGF8 

P55290a,b,c 6.25E-04 1.75E-02 1.57 1 Disminuye  Caderina-13 CDH13 

Q9BYZ2a 8.58E-03 4.72E-01 -2.32 1 Aumenta  L-lactato deshidrogenasa A-like 6B LDHAL6B 

Q9Y5E8a 4.55E-02 1.00E+00 1.07 1 Disminuye  Protocaderina beta-15 PCDHB15 

P30443a 1.03E-02 6.18E-01 -2.06 1 Aumenta  Antígeno de histocompatibilidad 
HLA clase I, cadena alfa A-1 

HLA-A 

P48740a,d 3.70E-04 8.50E-03 1.12 5 Disminuye  Serina proteasa 1 de unión a 
manano  

MASP1 

Q15643a 2.86E-02 1.00E+00 -4.13 1 Aumenta  Proteína que interactúa con el 
receptor de la tiroides 11 

TRIP11 

Q58EX2a 4.55E-02 1.00E+00 -3.58 1 Aumenta  Proteína sidekick-2 SDK2 

Q9HCL3a 3.28E-03 1.25E-01 -3.60 1 Aumenta  Homólogo Zinc finger proteína 14  ZFP14 

P07996a 4.14E-02 1.00E+00 -1.11 4 Aumenta  Trombospondina-1 THBS1 

Q14964a 4.35E-02 1.00E+00 -1.09 1 Aumenta  Proteína relacionada con Ras Rab-
39A 

RAB39A 

Q6ZMR3 1.03E-02 6.10E-01 -1.44 1 Aumenta  L-lactato deshidrogenasa tipo A 6A LDHAL6A 

* Calculado con la función log2FC en R con la base de datos ROTS  
a Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada BH <0.05. 
b Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05.  
c Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >3 y P ajustada Bonferroni <0.05. 
d Proteína agrupada en el Heatmap no supervisado filtrado fold change >2 y FDR <0.05 a partir de la base de datos 
ROTS2. 
Listado organizado en función del valor de P de Bonferroni 

Figura 3- 18: Análisis de componentes principales con la base de datos enriquecida ROTS2 

 
PCA no supervisado para pacientes y controles teniendo en cuenta la base de datos ROTS2 con 236 proteínas y los tres 
primeros componentes principales. Las burbujas rojas y negras representan las muestras de pacientes y controles 
respectivamente. El análisis resultó en una buena separación entre los grupos según el componente principal 1 (PC1) 
con el 64,56% de la varianza explicada, el componente principal 2 (PC2) 18,39% y el componente principal 3 (PC3) con el 
11,92%. 

 

LLA-B 
Control 
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Figura 3- 19: Heat-map a partir de base de datos enriquecida utilizando ROTS2 

 

Heatmap no supervisado filtrado con un fold change >2 y P ajustada Bonferroni <0.05, en total 16 proteínas. El 
gradiente de color indica, en color rojo niveles aumentados y en color azul niveles disminuidos. El gradiente de color 
indica, en color rojo niveles aumentados y en color azul niveles disminuidos.  
 

3.5.4 Cuantificación label free de proteínas en plasma sanguíneo- 
Análisis en PatternLab for proteomics   

Se identificaron y cuantificaron 241 proteínas en la plataforma PatternLab for proteomics. El 

ƳƽŘǳƭƻ άtǊƻŎŜǎǎ ·L/έ ƎŜƴŜǊŀ ǳƴ ŀǊŎƘƛǾƻ ŘŜ ŎǳŀƴǘƛŦicación con extensión .xic que permite ver los 

valores de cuantificación por proteína o péptido en cada corrida e incluso permite ver un modelo 

de integración de pico (Figura 3-20). PatternLab también ofrece una opción para rescatar la 

información cuantitativa de los péptidos que no fueron seleccionados para fragmentación. El 

ƳƽŘǳƭƻ ά·L/ ōǊƻǿǎŜǊέ ǊŜŀƭƛȊŀ ŜǎǘŜ ǇǊƻŎŜǎƻ Ŝƴ ƭŀ ǇŜǎǘŀƷŀ άfill in the gapsέ ōŀǎłƴŘƻǎŜ Ŝƴ ƭƻǎ 

tiempos de retención y las masas de los péptidos precursores identificados en una corrida para 

estimar el XIC de un péptido en otra corrida, en la que dicho péptido no se fragmentó. Los nuevos 

XICs, completados usando los tiempos de retención y las masas precursoras de péptidos 

identificados en ejecuciones compatibles, se muestran en verde en la tabla; las identificaciones 

sin XICs o con XICs que no superan un criterio de calidad mínimo aparecen en rojo con valores de 

-1 (figura 3-20).  Los resultados de la cuantificación por proteínas son los únicos que pueden ser 

exportados a un archivo de Excel, el resultado de identificación y cuantificación puede ser 

consultado en la información suplementaria Tabla S5.   
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Los resultados de la cuantificación se filtraron en función de parámetros estadísticos en el 

módulo TFold, en la misma plataforma de PatternLab. TFold resalta proteínas poco abundantes y 

mejora la sensibilidad de las proteínas que se pueden considerar diferenciales. El módulo TFold 

realiza una validación adicional por medio de la aplicación del parámetro F-stringency antes de 

usar el parámetro del estimador BH-FDR. El algoritmo de TFold tiene el potencial de eliminar aún 

más los probables falsos positivos relacionados con algunas de las proteínas poco abundantes, 

que solo considerando la aproximación BH-FDR. Según lo reportaron los autores del módulo 

TFold esas proteínas requieren experimentación adicional antes de considerarlas de forma 

definitiva como expresadas diferencialmente209. 

Los resultados del análisis estadístico se pueden ver en la figura 3-21, la cual presenta la 

comparación pacientes vs. controles, los puntos azules corresponden a proteínas que pueden 

considerarse con certeza como diferenciales, un total de 31 proteínas, los puntos naranjas son 

proteínas que, aunque cumplen con un P <0.05 y un fold change >2.0, requerirían una evaluación 

adicional, un total de 31 proteínas.  El listado de proteínas diferenciales marcadas como azules y 

naranjas se puede ver en la tabla 3-5, se consideraron únicamente proteínas cuantificadas al 

menos con dos péptidos únicos, y el valor de fold change se fijó en 2.0 teniendo en cuenta la 

robustez del módulo TFold.  

Figura 3- 20: Cuantificación XIC en PatternLab for proteomics 

 
aƻŘŜƭƻ ŘŜƭ ǇƛŎƻ ƛƴǘŜƎǊŀŘƻ ƻōǘŜƴƛŘƻ Ŝƴ ƭŀ ǇŜǎǘŀƷŀ άvǳŀƴǘ ·L/ .ǊƻǿǎŜǊέΣ Ŏƻƴ Ŝƭ ǘƛŜƳǇƻ Ře retención en x y el valor de 
intensidad en y. La tabla adyacente muestra los valores para cada punto en las tres dimensiones: valor m/z, la 
intensidad y el tiempo de retención para dibujar el XIC, el punto amarillo en el XIC corresponde al momento en que 
ocurrió un evento MS2 que dio lugar a la identificación de la secuencia del péptido. El valor m/z 441.2225 representa la 
masa (MH+) del ion peptídico.  

 
























































































































































