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ABC: Ammonium Bicarbonate (Bicarbonato de amonio)

ACN: Acetonitrilo
ADN: Acido desoxirribonucleico
ATP: Adenosin trifosfato

CCREF-SB: Linfocitos B pertenecientes a una linea celular de leucemia linfoblastica
aguda

CIGn: Cloruro de guanidinio

cm: centimetros

cm 2: centimetros cuadrados

CO.: dioxido de carbono

CoA: coenzima A

DTT: Ditiotreitol

ESI: Electro Spray lonization (lonizacion por electrospray)
FDR: False Discovery Rate (Tasa de identificaciones falsas)
Fig.: Figura

HPLC: High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia de liquidos de
alto rendimiento)

IAM: lodoacetamida

IC50: Inhibitory Concentration 50 (Concentracion inhibitoria 50)
KDa: Kilodaltones

LLA: Leucemia Linfoblastica Aguda

LMA: Leucemia Mieloblastica Aguda

m/z: relacibn masa/carga

M: Molar

MALDI: Matrix Assisted Laser Desorption / lonization (Desorcién/ionizacion
mediante laser asistida por matriz)

mg: Miligramos



min: Minutos

miR: Micro RNA

mL: Mililitros

mm: Milimetros

mM: Milimolar

MS: Mass Spectrometry (Espectrometria de Masas)
N2: Nitrégeno

Nano HPLC: Nano High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia de
liquidos de alto rendimiento de nanoflujos)

PBS: Phosphate Buffered Saline (Solucién amortiguadora de
fosfatos salina)

Q: Quadrupole (Cuadrupolo)

rpm: Revoluciones por minuto

RPMI: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
SDS: Sodium dodecyl sulfate (Dodecil sulfato de sodio)
TFA: Trifluoracetic acid (Acido trifluoroacético)

TOF: Time of flight (Tiempo de vuelo)

Tris: Tris-hidroximetil aminometano

VCN: Vincristina

°C: Grados Celsius

Mg: Microgramos

pL: Microlitros

pm: Micrémetros
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En el ano 2020 se registraron 1,086,743 defunciones en México, de las cuales 8%
(90,603) fue a causa de tumores malignos. La tasa de defunciones por esta causa
aumentd durante la ultima década, al pasar de 6.18 defunciones por cada 10 mil
personas en 2010 a 7.17 defunciones por cada 10 mil en 2020. Al analizar la
informacion por grupos de edad, destaca que, el principal tipo de cancer que afecta
a la poblacién de entre 0 y 14 afos es la leucemia, en especifico la LLA, que
comprende aproximadamente la mitad de todos los casos reportados en los ultimos
cinco anos. La supervivencia global estimada para todos los tipos de cancer en
menores de edad es del 56 %. Si bien esto representa un avance significativo en
relacion con anos previos, México aun se encuentra por debajo de los estandares
encontrados en paises desarrollados, donde se espera que el 80 % de los pacientes
se cure. La principal causa de muerte no evitable en los pacientes con LLA es la
recaida o falta de remision, debido a la quimio resistencia que pueden generar las

células leucémicas durante el tratamiento.

Actualmente muchos pacientes con cancer pediatrico son tratados con vincristina
como parte de su esquema de quimioterapia en enfermedades hematologicas o
tumores solidos, debido al mayor nivel de sensibilidad y a la mejor tolerancia de los
ninos a dosis relevantemente mayores de vincristina en comparacién con el

tratamiento en adultos.

Una de las razones de la quimio resistencia a vincristina en LLA es la proteccion que
las células de la médula 6sea brindan a los blastos malignos durante los cursos de
quimioterapia. Las proteinas extracelulares y procesos intracelulares a través de las
cuales se lleva a cabo esa proteccion no han sido completamente caracterizadas. La
identificacion de esas proteinas podria facilitar en el futuro el disefo de estrategias

para bloquear las sefales involucradas y asi reducir la tolerancia a farmacos



2.1 LEUCEMIA

2.1.1 Definicion

La leucemia es una enfermedad que se distingue por una proliferacion descontrolada
de células progenitoras hematopoyéticas en la médula ésea, debido a mutaciones

en el proceso de regulacion celular.’

2.1.2 Antecedentes Histéricos

No existe una sélida evidencia de casos clinicos descritos que satisficieran la

descripcion de leucemia antes del siglo XIX.

El primer informe se atribuye a Velpeau, escrito en 1827, en donde observé un
paciente de 63 afios con fiebre, debilidad y crecimiento descomunal del abdomen. El
encontré en la autopsia que el higado y bazo eran enormes (el bazo peso 4 kilos), y
la "sangre era como una papilla de avena que recordaba la consistencia y el color

de las levaduras del vino tinto”.

Un cambio de rumbo en la hematologia ocurrié en 1845, cuando John Bennett, en
Edimburgo, sefald una serie de pacientes que murieron con los bazos aumentados y
cambios en los colores y estados de su sangre; él utilizé el término “leucocythemia”

para describir esta condicién patoldgica.2

Virchow introdujo el término “leucemia” (griego: “sangre blanca”) después de publicar
su segundo caso en 1847, donde describidé el exceso anormal de los glébulos
blancos en pacientes con el sindrome clinico descrito por Velpeau y Bennett. El
mismo Virchow informé un tercer caso en 1849, el de un paciente con
esplenomegalia, y concluy6 que habia dos tipos de la enfermedad, la esplénica y la

linfatica, segun fuera el sitio de origen.2 3



En 1857, Friedrich Wirzburg usé por primera ocasion el término leucemia aguda
(LA) para describir la enfermedad de un paciente de 46 afios que fallecié después
de solo seis semanas de evolucion. En 1868, Ernst Neumann informé los cambios
que presenta la médula 6sea (MO) en la leucemia y establecié una relacion entre la
fuente de la sangre y la MO. Neumann efectué dos aportaciones fundamentales al
estudio dela hematopoyesis: que las células de la sangre se originan en la MO y que

la hematopoyesis es un proceso continuo.

En 1877 Paul Ehrlich desarrollé un método de tinciodn triacida, capaz de distinguir por
vez primera entre el nucleo, el citoplasma y los demas componentes celulares, cobmo
los granulos. Ehrlich introdujo los términos: acidofilo (eosindfilo), basdfilo y neutrofilo
para describir los tres tipos de granulocitos. La disponibilidad de estas tinciones
ayudd a simplificar la clasificacion de las leucemias en dos grandes grupos, el

mieloide, de células de la MO, y el linfoide, de células no granulosas.3

Entonces, hacia finales del siglo XIX, se habia descrito el origen de la sangre; se
descubrieron los medios y técnicas para identificar las distintas células sanguineas
y algunos de sus precursores inmediatos; se establecieron las dos grandes estirpes

celulares; y se realiz6 la clasificacion de los diferentes tipos de leucemia.
2.1.3 Clasificacion

Se clasifican segun la estirpe celular afectada en mieloide o linfoide, su evolucion
varia desde las que evolucionan con lentitud, hasta las que conducen rapidamente a

la muerte y se les conoce como crénicas o agudas respectivamente.*

A) Leucemias agudas y crénicas

El nombre de las leucemias corresponde a la rapidez con la que se forma y empeora
la enfermedad:

e Agudas: El numero de las células leucémicas aumenta rapidamente. Existe
una alta concentracién en la médula 6sea de células inmaduras que no

realizan el trabajo de los glébulos blancos normales, por lo que las personas
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que padecen este tipo de leucemia, suelen sentirse fatigadas y contraen

infecciones facilmente.

e Cronicas: La leucemia cronica se forma lentamente. La mayor parte de las
células anormales son maduras y realizan funciones semejantes a los
glébulos blancos normales. En la mayoria de los casos no se presenta
sintomatologia, pero si no es tratada a tiempo puede desplazar a las células

normales del torrente sanguineo.®

B) Leucemias mieloides y linfoides

¢ Mieloides: Este tipo de cancer afecta a alguno de los siguientes tipos de
células tempranas
» Mieloblastos: forman los glébulos blancos llamados granulocitos
(neutrdfilos, eosindfilos y basdfilos).
» Monoblastos: estas células normalmente se convierten en los glébulos
blancos llamados monocitos y macréfagos.
» FEritroblastos: al madurar se convierten en glébulos rojos
» Megacarioblastos: son llamados megacariocitos después de la etapa
de maduracion, finalmente producen las células llamadas plaquetas.
e Linfoides: Se ven afectadas las células productoras de linfocitos, que se
llaman linfoblastos, forman parte del sistema inmune para combatir agentes

extrafos.57
Con base en la clasificacion anterior se tienen cuatro principales grupos:
1. Leucemia linfoblastica aguda (LLA)
2.Leucemia mieloide aguda (LMA)
3.Leucemia linfoblastica crénica (LLC)

4. Leucemia mieloide crénica (LMC)

11



La determinacion del tipo de leucemia es util para predecir el prondstico del paciente,

asi como facilitar la eleccién del tratamiento.
2.1.4 Epidemiologia

El cancer infantil en México es un problema de salud publica, al ser la principal causa
de muerte por enfermedad entre los 5 y 14 afios de edad, cobrando mas de 2,000
vidas anuales (Figura 1). Comparado con las enfermedades neoplasicas en los
adultos, el cancer en la infancia y adolescencia representa una proporcion baja, ya
que solo el5 % de los casos de cancer ocurren en nifos. Sin embargo, esta
enfermedad provoca un mayor numero de afos de vida potencialmente perdidos, ya
gue se estima que por cada niflo que no sobrevive al cancer, se pierden en promedio
70 anos de fuerza laboral y tiempo productivo a nivel sociedad. Ademas de ser un

factor negativo para la salud emocional y la dindamica familiar.8
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Figura 1. Principales causas de mortalidad en nifios de 5 a 14 afios en México.
Modificado de INEGI °
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En México, de acuerdo con los registros del Centro Nacional para la Salud de la
Infancia y la Adolescencia (CeNSIA), la supervivencia global estimada a 5 afios para
todos los tipos de cancer en menores de edad, en Unidades Médicas Acreditadas
(UMA) para la atencién de esta enfermedad, es del 56 %. Si bien esto representa un
avance significativo en relacion con afios previos, México aun se encuentra por debajo
de los estandares encontrados en paises desarrollados, donde se espera que el 80
% de los pacientes se curen. En los paises desarrollados, el cancer es la segunda
causa de muerte en nifios solo precedido por accidentes. El tipo mas comun es la

LLA, qgue comprende aproximadamente la mitad de todos los casos.?

En un estudio realizado en pacientes de la base de datos oficial de nifios con cancer
de 0 a 18 anos registrados ante el Seguro Popular se encontrd que, en un total de
14,178 pacientes con cancer, el mas comun correspondié a leucemia (49 %),
seguido de linfomas (11 %) y tumores del sistema nervioso central (9.4 %) Figura 2.
Cuando todos estos nifios fueron agrupados por edad, se mostré que la maxima
incidencia en el afio fue entre 0 y 4 afos con 57.1, de 5 a 9 afios de 45.2, entre 10
a 14 anos de 38.2 y de 15 a 18 afios de 27.5. La incidencia por edad se definié por
el numero total de casos de cada grupo / poblacién total registrada en ese grupo de
edad por 1,000,000 de poblacién /afo. En relacién con el género, predominé el
masculino con 7,868 casos (55.5 %) mientras que el femenino fue de 6,310 pacientes
(44.5 %) con una relacién Masculino: Femenino de 1.2:1.71

Leucemia 49 %

Linfomas

11%

Figura 2. Tipos de cancer en nifios de 0 a 18 afios en México. En un total de
14,178 pacientes, (6,947) 9% corresponden a Leucemia, (1,560)11%a linfomas,
(1,276) 9% a tumores del SNC y (4,395) 31% a otros tumores Modificado de
Rivera-Luna R. et.al. 1!
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La prevalencia de la leucemia en los 6 anos del registro fue de 49.8 %, con predominio de
la LLA en comparacién con otros tipos en la poblacion pediatrica (Figura 3). 12
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Figura 3. Tipos de leucemias en nifios de 0 a 18 afios en México.

Leucemia linfoblastica aguda (LLA) Leucemia mieloide aguda (LMA) Leucemia de
células Pre B (células Pre B), Leucemia de células T (células T) y leucemia de células
B (células B). Modificado de Pérez-Saldivar M.R. et.al. 12

2.1.5 Factores deriesgo

Aunque las causas de la mayoria de las leucemias pediatricas son desconocidas, se
han realizado estudios que sugieren la relacion de sindromes genéticos con mayor
riesgo de manifestar LLA, tales como el sindrome de Down, anemia de Fanconi,
sindrome de Bloom, inmunodeficiencia hereditaria o adquirida, por ejemplo;
deficiencia de inmunoglobulina A, agammaglobulinemia y sindrome de Wiskott-
Aldrich.13
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El factor hereditario es raro, solo juega un papel pequefno sobre el origen de este
padecimiento (5 %). Sin embargo, hay varios factores de riesgo para padecer

leucemia linfoblastica, entre los cuales se destacan:

e Ambientales: Exposicion a rayos X en utero, o a reacciones nucleares.

e Ocupacionales: Principalmente en tareas agricolas, de soldadura, en la
industria de la madera, al igual que el uso de pesticidas, plaguicidas, tintes de
cabello y solventes.

¢ Quimioterapia y radioterapia previas.

¢ Algunos farmacos como la fenitoina.

e Tabaquismo antes y durante el embarazo, consumo materno de alcohol en el
embarazo.

e Dieta rica en nitratos 4

No existe una manera conocida de prevenir la leucemia, sin embargo, hacer cambios

en el estilo de vida puede evitar ciertos factores de riesgo.
2.1.6 Manifestaciones clinicas

La aparicion de LLA varia segun sus manifestaciones clinicas, que reflejan el grado
de insuficiencia de la médula 6sea, de infiltracién extramedular y de agudeza. Casi
la mitad de los pacientes cursa con fiebre y la tercera parte tiene como origen de la

fiebre un foco infeccioso.

Otros sintomas frecuentes son astenia y adinamia debidas a anemia. Del 33 al 43 %
tiene sangrado por trombocitopenia y 25 % refiere dolor articular u 6seo debido a la
infiltracion leucémica del periostio, hueso o articulacién. Los sintomas menos
comunes son cefalea, vomito, alteraciones de las funciones mentales, oliguria y

anuria. 3

Los signos que se observan en la piel y las mucosas son petequias y equimosis. El
higado, bazo y los ganglios linfaticos son los sitios extramedulares mas afectados,
y el grado de organomegalia es mas importante en nifios que en adultos: en 17 % se

encuentra hepatomegalia; en 44 % esplenomegalia, y en 15 % linfadenopatia.3
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Otras manifestaciones clinicas que aparecen en pacientes con leucemia linfoblastica

son:

Masa mediastinica, observada en 7 a 10 % de nifios y 15 % de adultos, que se
localiza en el mediastino anterior como resultado de infiltracion del timo. Esta
masa puede llegar a comprimir los grandes vasos y la traquea e incluso
ocasionar sindrome de vena cava superior, o sindrome mediastinico superior,
qgue se manifiesta con tos, disnea, ortopnea, disfagia, estridor, cianosis,
edema facial, aumento de la tension intracraneal y en ocasiones sincope.
Engrosamiento escrotal que puede ser signo de leucemia testicular o
hidrocele secundario a obstruccién linfatica, ambas se diagnostican por
ultrasonografia.

Afecciones oculares, debidas a la infiltracion leucémica de la érbita, retina,
cérnea, nervio 6ptico o conjuntiva.*

La LLA casi siempre produce signos o sintomas y se detecta en el examen rutinario

(Figura 4). La anemia, la neutropenia y la trombocitopenia son hallazgos comunes que

muestran grave afeccion de la médula 6sea por células leucémicas.
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Figura 4. Manifestaciones clinicas en Leucemia. Modificado de Dreamstime. 4
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2.1.7 Diagndstico y subclasificacion

Es indispensable valorar los estudios de laboratorio: biometria hematica, quimica
sanguinea, electrolitos séricos completos y pruebas de la funcién hepatica. La
puncién lumbar es una prueba importante que debe practicarse a todo paciente con
leucemia linfoblastica, en especial la que se origina en estirpe B. El aspirado de
médula ésea es el procedimiento diagnostico por excelencia, pues sirve para el

estudio morfologico de las células leucémicas.*
Los siguientes son algunos procesos que también se consideran de importancia:

o Radiografia de torax: Necesaria para detectar crecimiento del timo, de
ganglios y masas mediastinicas, o derrame pleural. Los pacientes pueden
manifestar anormalidades 6seas como ostedlisis y osteopenia.

e Ultrasonografia: Util para valorar la manifestacién de hepatoesplenomegalia
0 edema testicular.

e Tomografia: Principalmente para localizar ganglios retroperitoneales

Ademas de estos examenes, se debe realizar uno de tipo citogenético para identificar
en el cariotipo anomalias cromosomales y el inmunofenotipo por citometria de flujo
para identificar algunos marcadores de superficie que ayuden a diagnosticar el

subtipo de la leucemia. 7

Toda leucemia se diagnostica con base en su aparicion clinica y el resultado del

aspirado de médula 6sea, que se clasifica de acuerdo con los siguientes criterios:

A) Clasificacion Francesa-Americana-Britanica (FAB) de la leucemia

linfoblastica aguda

Segun la FAB, la LLA presenta tres variantes morfologicas definidas: L-1, L-2 y L-3.
La diferencia entre un grupo y otro se basa en el tamano, el grado de maduracién

del nucleo y la presencia de nucleolos y vacuolas. (Figura 5)
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e LLA tipica o LLA-L1: Los linfoblastos son pequenos y las caracteristicas
nucleares y citoplasmicas son uniformes con escaso citoplasma azul, forma
nuclear regular, cromatina parcialmente condensada con nucléolos apenas

visibles y alta relacion nucleocitoplasmica.

e LLA atipica o LLA-L2: Los linfoblastos son de tamafio variable con contornos
nucleares irregulares, cromatina de encaje heterogénea, citoplasma
moderadamente abundante débilmente basdfilo y relacion

nucleocitoplasmatica variable.

e LLA tipo Burkitt o LLA-L3: Los linfoblastos son muy grandes y bastante
homogéneos con cromatina nuclear punteada finamente granular con
nucléolos prominentes. El citoplasma es azul y esta vacuolado; la mayoria de
estos casos ahora se reconoce que representan el linfoma no Hodgkin en
lugar de LLA.7

LLA-L%

X o

| A) LLA-L1[ B) LLA-L2[ C)

Figura 5. Variantes morfolégicas comunes de LLA en médula 6sea. Modificado de
Chiaretti S. et.al. 7
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Esta clasificacion se propuso hace mas de 20 afos un grupo franco-
americanobritanico (FAB) de investigadores; es la clasificacion morfologica de mayor
aceptacion internacional. Sin embargo, la morfologia ofrece poca objetividady
numerosas variantes en la interpretacion; no revela con claridad las caracteristicas
biologicas de la célula, y es poco util para predecir con certeza el prondstico de la
enfermedad; por ello, en la hematologia moderna las leucemias linfoblasticas se
clasifican en subtipos, no sélo de acuerdo con criterios morfolégicos, claramente
insuficientes, también sin perder de vista su origen inmunoldgico y las caracteristicas

genéticas de la diferenciacién del linfoblasto.

B) Clasificacién basada en el inmunofenotipo de LLA

Nuevos tipos de pruebas de laboratorio pueden ayudar a determinar el subtipo de
LLA y el prondstico del paciente. Estas pruebas ayudan a dividir la LLA en grupos

con base en el inmunofenotipo de la leucemia.
En términos inmunolégicos se reconocen tres tipos o subgrupos de LLA: 2

e “Pre-B temprano o LLA pro-B”: 65 %, CD10+ (antigeno comun de la LLA,
CALLA+).

o “Pre-B”: 20 %, Ig citoplasmica+ (cig+).

e “B madura o tipo Burkitt”: (2 %), CD19, CD22 e Ig de superficie+ (sig+).

e “Pre-T”: 13 %, CD2+, CD3+y CD7+.

En alrededor de 80 % a 85 % de los nifnos con LLA, la leucemia comienza en las
células B. Aproximadamente de 15 a 20 % de los nifios con diagnéstico de LLA
presentan un inmunofenotipo positivo a células T. Este tipo de leucemia afecta a los
ninos mas que a las ninas, y generalmente afecta a nifos de mas edad que la LLA
de células B. Este tipo de leucemia causa con frecuencia un agrandamiento del timo,
lo que algunas veces puede causar problemas respiratorios. También se puede
propagar al liquido cefalorraquideo en las etapas tempranas de la enfermedad ©
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C) Clasificacion Francesa-Americana-Britanica (FAB) de la leucemia mieloide
aguda

El sistema antiguo FAB divide a la LMA en subtipos, segun el tipo de célula de la que

se origind la leucemia y la madurez de esta. Se conocen 8 para LMA: de M0 a M7.

X/
L X4

X/
L X4

MO: Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada

M1: Leucemia mieloblastica aguda con maduracién minima

M2: Leucemia mieloblastica aguda con maduracion (el subtipo mas
comun de AML en nifios)

M3: Leucemia promielocitica aguda (APL)

M4: Leucemia mielomonocitica aguda (mas comun en nifios menores de
dos anos de edad)

M5: Leucemia monocitica aguda (mas comun en nifios menores de dos
afos de edad)

M6: Leucemia eritroide aguda

M7: Leucemia megacarioblastica aguda

Los subtipos MO al M5 comienzan todos en formas inmaduras de glébulos

blancos. La LMA M6 comienza en formas inmaduras de globulos rojos, mientras

que la AML M7 se inicia en formas inmaduras de células que producen

plaquetas.5(Figura6)
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Figura 6. Variantes morfoldgicas comunes de LMA en médula 6sea. Modificado de
ACS. 6

D) Clasificacion de la LMA de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO)

El sistema de clasificacion FAB se sigue usando comunmente para agrupar la
LMA en subtipos. Sin embargo, no toma en cuenta muchos otros factores que
actualmente se sabe afectan el pronéstico, tal como cambios cromosémicos en
las células leucémicas. El sistema mas reciente de la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO) incluye algunos de estos factores para ayudar a clasificar mejorla
LMA basandose en el prondstico de una persona.t
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% LMA con ciertas anomalias genéticas:
LMA con ciertas anomalias genéticas
LMA con una translocacién entre los cromosomas 8 y 21
LMA con una translocacién o inversion en el cromosoma 16
LMA con una translocacion entre los cromosomas 9y 11
APL (M3) con una translocacion entre los cromosomas 15y 17
LMA con una translocacién entre los cromosomas 6y 9
LMA con una translocacioén o inversion en el cromosoma 3
LMA (megacarioblastica) con una translocacion entre los cromosomas 1
y 22
+» LMA con cambios relacionados con mielodisplasia
+» LMA relacionado con administracion previa de quimioterapia o radiacion
% LMA no especificada de otra manera (Esto incluye casos de LMA que no
corresponde a uno de los grupos anteriores, y es similar a la clasificacion
FAB.)
LMA con maduracion minima (M1)
LMA con maduracion (M2)
LMA con maduracion (M2)
Leucemia mielomonocitica aguda (M4)
Leucemia monocitica aguda (M5)
Leucemia eritroide aguda (M6)
Leucemia megacarioblastica aguda (M7)
Leucemia basdfila aguda

Panmielosis con fibrosis aguda

El desarrollo y estandarizacion de nuevas herramientas de diagndstico en el campo
de las neoplasias malignas hematoldgicas han permitido realizar diagndsticos cada
vez mas rapidos y preciso durante la ultima década, varias técnicas moleculares han
aportado nuevas perspectivas en la clasificacion y el seguimiento de la efectividad
del tratamiento de este tipo de patologias. ©
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2.1.8 Tratamiento

Los pacientes con sospecha de leucemia deben ser referidos con un especialista en
hemato-oncologia para confirmar el diagnéstico. El tipo de tratamiento dependera en
la clasificacion de la leucemia, asi como, en los resultados de los estudios

citogenéticas y moleculares, edad del paciente y condiciones comorbidas.

El esquema puede incluir quimioterapia, radiacion, uso de anticuerpos monoclonales
o trasplante de células progenitoras hematopoyéticas. EI manejo optimo de los
pacientes con leucemia requiere, ademas, la minuciosa atencion de puntos
importantes en el cuidado de soporte, la prevencion de complicaciones metabdlicas

o infecciosas y la administracién de derivados de productos sanguineos. 4

La duracién del tratamiento es de aproximadamente 2-2.5 afios y comprende tres
fases: Induccion a la remisién, intensificacion o consolidacién y continuacion o
mantenimiento, aunque algunos autores refieren una cuarta fase que consiste en

terapia dirigida al sistema nervioso central (SNC) para la prevencién de recaidas. 516

A) Induccién a la remision

El objetivo principal es destruir a la mayor parte de células leucémicas y reestablecer
la hematopoyesis. Los agentes mas empleados son vincristina, corticoesteroides
(prednisona o dexametasona) y L-asparaginasa, se pueden incluir antraciclicos
como daunorrubicina o mitoxantroma. Esta fase tiene una duracién aproximada de

4 a 6 semanas.'®
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B) Consolidacién

Se inicia justo después de recuperar la hematopoyesis normal y su principal objetivo
es eliminar las células residuales que hayan superado la etapa de remision, dura de
entre 6 a 9 meses y es administrada sin necesidad de internamiento hospitalario.
Incluye quimioterapéuticos no utilizados en la fase de induccién en combinaciones
que maximizan la sinergia y minimizan los efectos de resistencia. Entre ellos se

incluyen mercaptopurina, metrotexate, ciclofosfamida, citarabina y tiogiuanina.'3

C) Mantenimiento.

Tiene como objetivo destruir las ultimas células residuales leucémicas y es a largo
plazo (2-3 afos). Se utilizan farmacos que afectan la sintesis de ADN, como 6-
mercaptopurina administrado via oral diariamente y metrotexato semanal, también se

puede incluir vincristina y prednisona administradas cada 3 meses.3

D) Terapia dirigida a Sistema Nervioso Central SNC

A pesar de que se logre alcanzar una remision completa, muchos pacientes generan
recaida debido la infiltracion de la enfermedad en el SNC. Esto puede evitarse
mediante un tratamiento profilactico dirigido, el cual consiste en administracion
intratecal de quimioterapia, ya que de forma sistémica el farmaco no es capaz de
penetrar la barrera hematoencefalica. Comunmente se emplea metrotexate solo o

en combinacion con citarabina e hidrocortisona.®
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2.1.9 Vincristina

Este farmaco es un alcaloide natural presente en pequefas cantidades en las hojas
de la planta Catharantus roseus. Desde el siglo XVII ha sido conocida por sus
propiedades medicinales, algunos extractos eran utilizados para detener las
hemorragias, sanar el escorbuto, ulceras diabéticas, aliviar el dolor de muelas, y bajar

el nivel de azucar en sangre.!’

La estructura molecular de vincristina es asimétrica y dimérica, compuesta de un
nucleo de dihidroindol, vindolina, unida por un enlace carbono-carbono a un nucleo
indol, catarantina (Figura 7), es comercializada como sulfato de vincristina, que es

la sal de sulfato 1: 1 del alcaloide extraido de la planta.

Catarantina

OH\

Indol

\ DihidrcTJindoI 4

Vindolina

Figura 7. Estructura quimica de la Vincristina. Modificado de Watt J.

et.al. 17
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En 1957 Noble demostré que al administrar en ratas ciertas fracciones de
Catharantus roseus se producia granulocitopenia periférica y supresion de medula
O0sea. Esto no solo prolongaba la vida, sino que también curaba la leucemia en
ratones con un rango aceptable de efectos secundarios. En 1962 se publicé por
primera vez el uso de la vincristina, entonces llamada leucrostina. Desde entonces
se han encontrado varias aplicaciones clinicas como quimioterapéutico del

cancer.18.19

Actualmente muchos pacientes con cancer pediatrico son tratados con este farmaco
en su esquema de quimioterapia para enfermedades hematoldgicas o tumores
sélidos, debido a un mayor nivel de sensibilidad y a una mejor tolerancia de los nifios

a dosis relativamente mayores, en comparacién con el tratamiento en adultos.20

A) Mecanismo de accion

La vincristina ejerce muchos efectos sobre las células, usando una gran variedad de
mecanismos para generar el efecto antitumoral. EI mecanismo mas comun es la
interferencia con los microtubulos del huso mitético, que tiene como consecuencia la

inhibiciéon de la mitosis y provoca la muerte celular.?!

Son estructuras muy dindmicas que estan involucradas en varios procesos celulares,
tales como movimiento celular, transporte intracelular y division. Estan constituidos
por una estructura basica de heterodimeros de tubulina, los cuales se conforman por

ay B tubulina.22

Los alcaloides de la vinca se unen a la subunidad 8 de la a-B tubulina en la fase S
del ciclo, provocando su desestabilizacion, lo cual evita la polimerizacion de tubulina
e induce la despolimerizacion de los microtubulos formados. Una vez que se suprime
la dindmica microtubular se provoca un bloqueo en la transicion metafase-anafase
durante la mitosis, lo cual es detectado por el punto de regulacion celular e induce la
apoptosis.23 (Figura 8)
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Figura 8. Mecanismo de accion de vincristina. Modificado de Ying Z. et.al. 24

B) Farmacocinética

La vincristina se administra exclusivamente por via parenteral. Se distribuye
ampliamente en los tejidos corporales y se fija rapidamente a los eritrocitos y
plaquetas. Se admite que el farmaco experimenta una cinética tricompartimental, con
semividas plasmaticas de 0.8, 74 y 164 min. No atraviesa la barrera
hematoencefalica, no puede ser eliminada del liquido cefalorraquideo, por lo que la
administracién intratecal accidental produce inexorablemente la muerte del

paciente.?®

C) Farmacodinamia

Aproximadamente el 50 % de la dosis es metabolizada en el higado, siendo
excretada en su mayor parte en la bilis y las heces, bien como farmaco nativo, o en
forma de metabolitos. EI 66 % de la dosis es eliminada por via biliar en las 72 horas
siguientes a su administracién. La semivida final de eliminacién oscila entre 23 y 85
horas. Esta larga semivida de eliminacién es la responsable de la neurotoxicidad

que inducen las dosis repetidas, por la acumulacién del farmaco (Figura 9) 25
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Debido a su extensa eliminacién por via biliar, los pacientes con obstrucciones
biliares pueden necesitar un reajuste de la dosis. Se utiliza usualmente una
reduccion del 75 % de la dosis cuando los niveles de bilirrubina directa son > 3
mg/dL.%®

D) Posologia en pacientes pediatricos con LLA

Nifos > 10 kg: 1.5-2 mg/m? (maximo = 2 mg) semanalmente durante la fase de

induccion.

Nifos < 10 kg: 0.05 mg/kg una vez a la semana, con un aumento progresivo de la

dosis hasta un maximo de 2 mg, durante la fase de induccion.2

La sobredosis con vincristina produce extensiones de efectos adversos comunes.
Las dosis que son 10 veces mayor a la dosis habitual recomendada han sido letales
en nifos menores de 13 anos de edad, y se han observado manifestaciones graves
de toxicidad después de la administracion de 3- 4 mg/m2en este grupo de edad. Se
puede esperar que dosis Unicas de 3 mg/m? produzcan manifestaciones toéxicas
graves en adultos.26

1.5-2 mg/m? P
a— = Farmacocinéticay

l. : Farmacodinamia
i |

Figura 9. Eliminacion de vincristina. Modificado de Dreamstime. 14
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2.1.10 Quimio resistencia

Los mecanismos involucrados en la resistencia /in vitro incluyen la retencidn
intracelular del farmaco, asi como cambios en la tubulina, que producen deficiencia
de afinidad en la union entre la tubulina y la vincristina, lo cual interfiere en la
acumulacion del farmaco en la célula. De igual manera estos cambios alteran el
equilibrio entre los microtubulos que estan polimerizados y los que no lo estan, esta
estabilidad es esencial durante los procesos de mitosis, por lo que la citotoxicidad

del farmaco se puede ver alterada. 23

La sobreexpresion anormal de Blll tubulina puede afectar la respuesta de agentes
tubulares de unién a células tumorales. Las proteinas que regulan los microtubulos

como la estatmina, también estan asociada a la resistencia a vincristina.23

En la figura 10 se representa: en lineas punteadas azules el curso de la
hematopoyesis normal y en lineas punteadas café la contraparte leucémica en
individuos sensibles a la quimioterapia, la linea solida roja muestra la permanencia
de la hematopoyesis leucémica a expensas de la normal en situaciones de quimio

resistencia a vincristina
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Figura 10. Cinética y tratamiento clinico de LLA pediatrica. Modificado de Rivera-
Luna R. et.al. 11
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2.2MICROAMBIENTE TUMORAL

Los regimenes de tratamiento de LLA han mejorado drasticamente la supervivencia
de los pacientes. Sin embargo, la enfermedad minima residual que es quimio
resistente puede persistir una vez que la terapia termina, esto contribuye a una
recaida agresiva. El microambiente de la médula 6sea (BMM) es un "sitio de
santuario" para la LLA, esta ubicacion anatomica le confiere sefales que

contribuyen a la resistencia a los medicamentos. 27

Dado que la leucemia no se propaga en cualquier parte del cuerpo y es dificil de
crecer ex vivo, se penso que las células cancerosas dependen del microambiente
de la médula 6sea (BMM). Ademas, también se pensd que las células madre
leucémicas (LSC) interactuan con el BMM de maneras que pueden afectar tanto al
LSC como al BMM, tal vez modulando las vias moleculares de las que dependen las
células normales. Examinar el BMM puede proporcionar oportunidades para

alterarlo de tal manera que sea menos hospitalario para las células malignas. 27

La composiciéon del BMM es compleja e incluye multiples poblaciones de células
diferentes que se ha informado que participan en el soporte de células progenitoras
y hematopoyéticas normales. Estos incluyen células de tipo arterioloar y sinusoidal,
células endoteliales, células de oste linaje, osteoclastos, osteocitos, adipocitos,
neuronas simpaticas, células de Schwann no mielinizantes, células madre
mesenquimales, células reticulares abundantes en Cxcl12, macréfagos,
megacariocitos y la matriz extracelular (Figura 11). Estos elementos afectan el
numero de células madre / progenitoras hematopoyéticas (HSC), la ubicacién, la
proliferaciéon, la autorrenovacion y la diferenciacion, y probablemente alteren

parametros similares de las LSC. 27
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Figura 11 Composicion del nicho de la medula ésea 2’

Segun hallazgos en la médula 6sea normal, se probé la alteracion del BMM y se
descubrié que conducia a anomalias hematoldgicas. Asi como el BMM puede influir
en la leucemia, esta puede moldear el BMM de la manera mas beneficiosa para la

supervivencia de las células leucémicas.

Se han descrito varios mecanismos que conducen a la quimio resistencia en las
células leucémicas mediadas por el BMM. En un modelo murino de LLA y en
pacientes humanos, quedaron pequefos focos de células propagadoras de
leucemia después de la quimioterapia. EI microambiente tumoral también inhibe el
ataque de las células tumorales, que han sido atacadas por anticuerpos, macrofagos

y muerte mediada por macréfagos. 28

31



La evidencia continua demostrando que las interacciones dinamicas entre las
células B y su microambiente tumoral (MAT) influyen profundamente en el
comportamiento del otro. Hace mas de una década, se propuso el concepto de
resistencia a los medicamentos mediada por la adhesion celular para delinear una
forma de resistencia a los medicamentos mediada por MAT que protege los tumores
malignos de células B y otras células tumorales hematopoyéticas del efecto inicial

de diversas terapias. 2°

Desde entonces, se han afirmado estos hallazgos y han demostrado que los
efectos de MAT en la respuesta al farmaco son multifactoriales, involucrando:
citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento e interacciones malignas de
células B con otros constituyentes de MAT, incluidas, pero no limitadas, a células
estromales. Por lo tanto, el término Resistencia a los Medicamentos Mediada por
el Microambiente, (EMDR) por sus siglas en inglés, se ha utilizado como un
término mas amplio para describir los multiples aspectos que contribuyen a la
influencia de MAT en la respuesta y resistencia a los medicamentos (ademas de

la adhesion celular). 30

Como tal, se ha planteado la hipotesis de que, aunque la mayoria de las células
tumorales sucumben a la terapia, un subconjunto de células malignas tiene refugio
dentro del MAT. Dentro de estos santuarios, las células malignas sobreviven al
estrés de la terapia, lo que resulta en una enfermedad minima residual. Con el
tiempo, la inestabilidad genética inherente a las células de cancer combinada con la
fuerte presion selectiva de la terapia (y MAT) conducen a cambios sucesivos que
causan el desarrollo de fenotipos de resistencia adquirida mas complejos, diversos
y permanentes. Estas células tumorales persistentes eventualmente causan
recurrencia de la enfermedad y son mucho menos propensas a responder a la

terapia posterior después de que se desarrolla la resistencia adquirida (Figura 12 )31
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Figura 12. Desarrollo de resistencia adquirida en el microambiente tumoral 3!
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2.3LINEAS CELULARES

2.3.1 CCRF-SB

La linea celular CCRF-SB fue obtenida a partir de sangre periférica de humano
Homo sapiens género masculino de edad 11.5 anos con LLA diagnosticada de

estirpe celular Linfoblasto B.

Dicha linea celular se mantiene en suspension y se propaga en medio de
crecimiento RPMI 1640 al 90 % con suero fetal bovino al 10 % o con medio
modificado de Iscove’s Dubelco’s al 90 % y suero fetal bovino al 10 %. 32

ATCC Number: CCL-120
Designation: ~ CCRF-SB [CCRF SB]
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Figura 13. Células de CCRF-SB. CCL-120 vistas al microscopio. Su morfologia se distingue
por tener un citoplasma escaso y nucléolos indistinguibles. 32
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2.3.2 OP9

La linea celular OP9 es obtenida de médula 6sea de raton Mus musculus de linaje
(C57BL/6 x C3H)F2 op/op en etapa embrionaria.

Esta linea celular se propaga en medio de crecimiento Alpha Minimum Essential
Medium (a-MEM) con ausencia de ribonucledsidos y deoxiribonucleésidos y 2.2 g/L
de bicarbonato de sodio, el medio de crecimiento se complementa con suero fetal
bovino a una concentracion final de 20 %. 33

ATCC Number: CRL-2749 ™
Designation: OP9

Low Density Scale Bar = 100pm

High Density Scale Bar = 100pm

Figura 14. Células de OP9. CRL-2749 vistas al microscopio. Son células madre
embrionarias de tipo adherentes con morfologia similar a fibroblasto 33
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2.4PROTEOMICA

La comprension de las neoplasias hematoldgicas a nivel de proteinas es importante
ya que el desarrollo de tratamientos dirigidos debe basarse en el conocimiento sobre
la patogenia del tumor, la variacién genética heredada y el modo de accion de los

farmacos. 34

La proteémica es un conjunto de metodologias empleadas para la separacion,
identificacion y caracterizacion de las proteinas expresadas en un genoma especifico
con respecto a su funcidén y a las interacciones que se establecen entre ellas. El
analisis protedmico proporciona una mejor comprension de la regulacion de la funcion
celular a través de las senalizaciones y la respuesta a estimulos especificos para
poder entender los procesos celulares tales como; proliferacion, apoptosis, motilidad
y desarrollo; y poder relacionar estos cambios en las proteinas con estados normales

y procesos patoldgicos.35

Uno de los métodos utilizados para separar mezclas muy complejas de proteinas es
la electroforesis bidimensional, tras su separacion inicial por su punto isoeléctrico
seguida de una separacion por su masa molecular. Otra técnica de separacion muy
util es la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). La identificacion de proteinas
se hace por espectrometria de masas (MS). La protedlisis con tripsina genera
numerosos péptidos que se convierten en iones en fase gaseosa por técnicas de
ionizacion suave. Si la muestra es solida se usa la ionizacién por desorcion laser
asistida con matriz (MALDI), si es liquida la ionizacién por electrospray (ESI). La
separacion de iones por su relacibn masa/carga (m/z) en un analizador de masas
(tiempo de vuelo, TOF, cuadrupolo, Q, o trampa i6nica, Tl) permite determinar las
masas y obtener un espectro que refleja la abundancia de los iones frente al valor
m/z. Usando un espectrometro de masas en tandem (MS/MS), que combina dos
analizadores diferentes, se puede llevar a cabo la fragmentacién de los iones
peptidicos seleccionados. Una vez que se obtiene el espectrograma, se puede
utilizar una base de datos para relacionar el espectro con secuencias peptidicas
contenidas en las bases de datos y a su vez identificar las proteinas que se

encuentran presentes dentro de la muestra.36.37
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2.4.1 Cromatografialiquida de alta eficacia HPLC

La cromatografia liquida de alta eficacia es altamente compatible con el posterior
analisis de espectrometria de masas debido a que proporciona una separacion de
alta resolucion de la muestra. Este proceso se basa en la hidrofobicidad del analito
con respecto a la fase estacionaria, la cual consiste en una columna con cadenas de
alquilo de 8 o 18 carbonos de longitud. Este sistema esta acoplado a un
espectrometro de masas en el cual se realiza el analisis. Las moléculas de la muestra
deben estar cargadas eléctricamente y secas, para que esto ocurra se utiliza una

ionizacion por electrospray (ESI).38

/]

[T

QUL

LTI

HNRNRRRARANARARAR MR

Figura 15. HPLC Equipo de cromatografia de liquidos de alta eficacia.
Thermo Fisher Ultimate 3000. En este estudio se utilizé un cromatografo como éste
en configuracién de nanoflujo (250 nL/min). 2°
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2.4.2 Espectrometria de masas

Por definicidn, un espectrometro de masas consiste en una fuente de iones, un
analizador de masas que mide la relacion masa-carga (m / z) de los analitos
ionizados, y un detector que registra el numero de iones en cada valor de m/ z. Las
mediciones de espectrometria de masas se llevan a cabo en fase gaseosa de los

analitos ionizados.

Para la identificacion de péptidos en mezclas complejas, la medicion de la masa del
péptido por si solo no es suficientemente informativo, el enfoque mas aplicable
implica el analisis de la fragmentacion de componentes. En un escaneo inicial, las
masas de los componentes intactos se miden, y luego, en un escaneo subsiguiente,
los componentes individuales se aislan en el espectrometro de masas y luego se
fragmentan. Una seleccion de diferentes configuraciones en los instrumentos puede

ser empleada para realizar este tipo de andlisis.40

A) Fuente de iones

La ionizacién por electrospray ESI es un proceso de nebulizaciéon continua que
produce iones directamente desde la solucién y facilita la interaccion de
cromatografia liquida (LC) con MS ya que convierte la muestra liquida en una niebla
de carga por medio de gotas pequefnas. Se inyecta la muestra a una velocidad de 1
a 10 pL / min a través de un capilar mantenido a un alto potencial con respecto al
contraelectrodo. El fuerte campo eléctrico obtenido induce la acumulacién de carga
en la superficie del liquido situada en el extremo del capilar y conduce a la formacién
de una niebla de gotitas altamente cargadas. Estas gotas se encogen a medida que
el solvente se evapora y expulsan mas iones en la fase gaseosa, el proceso se
detiene cuando la densidad de carga en la gota alcanza un nivel critico. (Figura 14)
ESI generalmente se opera a presion ambiental, mientras que el espectrometro de
masas esta funcionando en alto vacio. El proceso ESI resulta en la formacién de
iones con carga multiple. Esta es una de las principales ventajas de este método, ya
que permite el analisis de iones de moléculas de alta masa molecular, como
proteinas y péptidos, utilizando espectrometros de masas con un rango de relacién
m / z limitado.38
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Figura 16. lonizacion por Electrospray. Modificado de Cristea .M. et al.40

B) Analizador de masas

El analizador de masas es, la parte central de la tecnologia en el contexto de la
protedmica, sus parametros clave son sensibilidad, resolucion, precisién de masa y
la habilidad generar espectros de masa ricos en informacion a partir de los
fragmentos de péptidos. Hay varios tipos de analizador de masas, actualmente los
mas utilizados en la investigacion protedmica son la trampa de iones, tiempo de
vuelo (TOF) y cuadrupolo, todos son muy diferentes en disefio y rendimiento, cada
uno con su propia fuerza y debilidad. Estos analizadores pueden ser independientes,

en algunos casos se encuentran unidos en tandem.36

e Trampa de iones (IT)

En los analizadores de trampa de iones, los iones son primero capturados durante
un cierto intervalo de tiempo y luego son liberados selectivamente para ser
sometidos a un analisis MS o MS / MS. Una desventaja de las trampas de iones es
gue su precision de masa es relativamente baja, debido en parte a la cantidad
limitada de iones que se pueden acumular antes de que la carga espacial distorsione
su distribucion y, por lo tanto, la precisién de la medicion de masa. La trampa de

iones "lineal" o "bidimensional" es un desarrollo reciente donde los iones se
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almacenan en un volumen cilindrico que es considerablemente mas grande que el
de las tradicionales trampas de iones tridimensionales, o que permite aumentar
sensibilidad, resolucién y precision de masa, un ejemplo de estas trampas es la

reciente orbitrap. 36

ring electrode

exit endcap electrode

ionsin H» | _-detector

entrance endcape electrode tﬁpped ions

Figura 17. Trampa de iones. Modificado de Aebersold R. et al.36

e Cuadrupolo (Q)

Es un conjunto de cuatro barras lineales, similar a una trampa de iones linear, pero
sin las tapas finales. Las variaciones existen con seis (hexapolo) u ocho barras
(octopolo), pero todas son funcionalmente iguales. Basicamente seleccionan
campos eléctricos variables en un determinado tiempo, lo que permite una
trayectoria estable solo para iones de m/ z particular, los cuales atraviesan con éxito
la camara. Un cuadrupolo puede ser operado en modo de seleccidon masiva, donde
todos los iones de un cierto m / z pueden separarse de los demas y atravesar la
camara, o en un modo de escaneo, donde los voltajes se amplifican enun rango de
valores y en un tiempo determinado. Los iones que atraviesan la camara pueden ser
posteriormente  inducidos en una celda de colision para ser
fragmentados.4'(Figura16)
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Figura 18. Cuadrupolo. Los valores de radiofrecuencias en un momento dado permiten
el paso de los iones con trayectoria anaranjada, mientras que los de trayectoria verde
son desviados y descartados. Unos milisegundos mas tarde los valores de
radiofrecuencias cambian y permiten el paso y deteccidn de iones con valores de m/z
diferentes. Modificado de Cristea I.M. et al.4?

e Tiempo de vuelo (TOF)

La base del analisis de masa por tiempo de vuelo (TOF) reside en el hecho de que
cuando los iones se aceleran con la misma energia cinética, los iones de mayor m /
z tendran una velocidad menor. Por lo tanto, al medir el tiempo que tardan los iones
en viajar a lo largo de una trayectoria de vuelo hacia un detector es posible
determinar su m / z. La mayoria de los espectrdmetros de masas TOF, en lugar de
tener una ruta de vuelo lineal simple para el detector, emplean un espejo idnico o un
reflector que "rebota" los iones hacia un detector en el otro extremo del tubo. Este es
un mecanismo que permite la compensacion parcial de cualquier variacién en la
energia cinética inicial que los iones puedan haber tenido; si dos iones de la misma
m / z tienen energias cinéticas iniciales ligeramente diferentes, entonces el que tiene
una energia cinética mas alta tendra una velocidad ligeramente mas alta y asi
penetrara mas profundamente en el reflector de iones, por lo que le tomara mas
tiempo reflejarse. Si se tiene el detector posicionado con un enfoque correcto, los
dos iones con el mismo m/ z, pero energias cinéticas iniciales ligeramente diferentes

seran detectados al mismo tiempo (Figura 17). El uso de un reflector mejora la
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resolucién y la precision en la deteccion de la masa de los espectrometros de masas
TOF, proporcionando un rendimiento mejor en comparacion con el de una trampa de

iones cuadrupolar.2

Pulsed laser Detector
II: T,
| TOF Him

Sample plate

Reflector

Figura 19. Tiempo de vuelo con reflector. Modificado de Cristea I.M. et al.40

C) Detector

Los detectores convierten el flujo de iones en una sefal eléctrica que puede ser
amplificada, almacenada y presentada de forma que se pueda interpretar. Sus
caracteristicas mas importantes son: sensibilidad, exactitud, resolucién, tiempo de
respuesta, estabilidad, amplio intervalo dinamico y un nivel de ruido bajo. Debido a
la cantidad de informacidn que se genera se necesita un sistema informatico para el
control del equipo, asi como para la adquisicién, almacenado y presentacién de
espectros. Se incluyen software para la interpretacion de espectros e identificacion

de compuestos mediante la utilizacion de bibliotecas de espectros.43
2.4.3 Bioinformética

Una vez que los datos de LC-MS / MS han sido adquiridos, necesitan ser procesados
y convertidos antes de realizar una busqueda en la base de datos que conlleve a la
identificacion de péptidos y proteinas. Una vez que se ha determinadouna lista de
todas las proteinas presentes en una muestra, se puede utilizar un software

bioinformatico referente a la funcion, localizacion, e interacciones conocidas 44
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Producir una lista de alta calidad a partir de los datos brutos es crucial para obtener
un resultado de datos de proteinas que sea confiable. La lista de picos ideal deberia
contener los fragmentos de los iones peptidicos en el espectro MS / MS y sin picos

de ruido o masas extranas, pero en la practica esto puede ser dificil de lograr y no

siempre es necesario ya que los motores de busqueda de las bases de datos pueden

hacer frente a una buena cantidad de ruido.3%

Hay varios métodos diferentes para identificar las proteinas en la muestra, y el mas
utilizado es la busqueda de datos no interpretados. Para realizar este método con
datos de MS / MS no interpretados de un solo péptido o de una ejecucion completa
de LC-MS / MS, se utiliza software que relaciona listas de fragmentos de iones de
masa y valores de intensidad a péptidos en una base de datos. La masa precursora
se utiliza como filtro para encontrar una lista de secuencias peptidicas candidatas en
una base de datos de digestiones teoricas. Se utilizan una variedad de sistemas
diferentes para puntuar el espectro experimental de MS / MS frente a los espectros
predichos a partir de las secuencias peptidicas candidatas. Los algoritmos de
puntuacion van desde filtros simples a algoritmos de correlacion cruzada a métodos
probabilisticos verdaderos, y se usa un umbral de identidad para determinar qué

péptidos son significativos.4% 46

La informacién sobre proteinas se almacena en una variedad de fuentes en todo el
mundo. Las fuentes de datos utilizadas en este proyecto provienen de programas
como: MaxQuant, MASCOT, DAVID, Reactome y String. La informacion que proveen
dichos programas varia desde la secuencia de ADN o aminoacidos hasta la
estructura tridimensional de una proteina, las modificaciones postraduccionales

conocidas, la funcion, localizacion y las interacciones*’
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En la poblacién infantil mexicana, el cancer es la segunda causa de muerte en nifos
solo precedida por accidentes. El tipo mas comun de cancer es la LLA, que
comprende aproximadamente la mitad de todos los casos reportados en los ultimos

cinco anos.

La supervivencia global estimada para todos los tipos de cancer en menores de edad
es del 56 %. Si bien esto representa avance significativo en relacion con afios
previos, México aun se encuentra por debajo de los estandares encontrados en
paises mas desarrollados, ya que en estos lugares se estima que el 80 % de los

pacientes alcance la remision completa.

La principal causa de muerte no evitable en los pacientes con LLA es la recaida o
falta de remision, debido a la quimio resistencia que pueden generar las células
leucémicas durante el tratamiento. Una de las razones de la quimio resistencia en
LLA es la proteccion que las células de la médula ésea brindan a los blastos malignos
durante los cursos de quimioterapia. Las proteinas extracelulares y los procesos
intracelulares a través de las cuales se lleva a cabo esa proteccion no han sido
completamente caracterizadas. La identificacion de los cambios protedmicos que
ocurren durante esa proteccidén podria facilitar en el futuro el disefio de estrategias
para bloquear las sefnales involucradas y asi reducir la tolerancia a farmacos.
Especialmente a Vincristina que es utilizado mayormente en los esquemas de

quimioterapia infantil.
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El analisis protedmico de las sefales celulares en cocultivos de células leucémicas
y células estromales de médula 6sea, en presencia y ausencia de vincristina,
permitira identificar algunas proteinas clave en el fenémeno de quimio resistencia

inducida por el microambiente tumoral.
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5.10BJETIVO GENERAL

Identificar las proteinas a través de las cuales se establece la comunicacion
intercelular que conduce a la proliferacion y quimio resistencia de células leucémicas

cuando se cocultivan con células estromales de médula 6sea.

5.20BJETIVOS PARTICULARES

e Generar estructuras tridimensionales tipo organoide (cocultivos 3D) que
simulan el contexto del microambiente tumoral en la médula 6sea.

e Determinar la sensibilidad de las células del cocultivo 3D a las 24 horas de
exposicién a vincristina.

e Determinar la sensibilidad de las células CCRF-SB en monocultivo a las 24
horas de exposicion a vincristina.

e Conocer el nivel de proteccion que brinda el microambiente tumoral a las
células CCRF-SB mediante la comparacion de la concentracion inhibitoria 50
(IC50) en monocultivo y cocultivo.

e Extraer y purificar el proteoma total de los cultivos celulares expuestos a
vincristina durante 24 horas.

e Analizar el proteoma en un equipo de nanoHPLC-MS para identificar los
péptidos y las proteinas presentes.

e Relacionar las proteinas presentes con los mecanismos de proliferacion y
quimio resistencia mediante un analisis bioinformatico en las principales

bases de datos.
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6.1 DISENO DEL ESTUDIO

6.1.1 Tipo de estudio
El tipo de estudio utilizado tiene una finalidad analitica, secuencia temporal

longitudinal y prospectiva, y con control de asignacion experimental.

6.1.2 Universo

En cada experimento se utilizaron muestras provenientes de una linea celular CCRF-
SB de LLA estirpe B establecida a partir de sangre periférica de un paciente
masculino caucasico de 11.5 afios. Asi como de una linea celular OP9
correspondiente a células estromales de medula ésea de tipo adherente obtenidas

de ratén. Ambas lineas fueron obtenidas comercialmente.

6.1.3 Variables

» Independientes
Concentracion de vincristina (nM)
Tiempo de exposicidon

Numero de células empleadas

» Dependientes
Concentracion inhibitoria 50 (ICso)
Viabilidad celular

Proteinas y péptidos expresados
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6.1.4 Anaélisis estadistico

Todos los resultados experimentales fueron expresados como la media de los datos
obtenidos. Se utilizd la prueba de normalidad U de Mann-Whitney debido a que se
tiene una n menor a 30. Para comparar los dos grupos de datos se uso la prueba de
t de Student, esta prueba se utiliza ya que los dos grupos son independientes entre

si. Un valor de P < 0.05 fue considerado significativo.

6.2 MATERIAL Y METODO

6.2.1 Cultivo celular

La linea celular CCRF-SB fue el modelo de célula leucémica ya que proviene de
linfocitos B malignos de un paciente pediatrico de LLA, y la linea OP9 de célula
estromal debido a que su origen es de células estromales de médula 6sea no

tumorales.

Las células CCRF-SB se colocaron en cajas para cultivo de 15 cm?2 con medio RPMI
1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 1TmM de piruvato, TmM de
glutamina y 1 % de antibioticos (penicilina y estreptomicina), se incubaron a 37 °C
con 5 % de COa.

El mismo proceso se utilizé para OP9, se colocaron en cajas para cultivo de 15 cm?
con medio a-MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino, 1 mM de piruvato,
1 mM de glutamina y 1 % de antibioticos (penicilina y estreptomicina), se incubaron
a 37 °C con 5 % de COz.

Se mantuvieron ambas lineas celulares en estas condiciones con cambios de
medio de cultivo, cada segundo o tercer dia en una confluencia no menor a 85 %

de sobrevida.
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6.2.2 Evaluacion de la sensibilidad a vincristina del monocultivo CCRF- S

Se utilizd el ensayo colorimétrico XTT para evaluar la viabilidad de las células CCRF-
SB después de la exposicion a vincristina de 24 horas. El ensayo mide la disminucién
de la viabilidad de las células debido a que las células viables y con metabolismo
activo convierten el reactivo del XTT (amarillo), por medio de la deshidrogenasa

mitocondrial, en formasan (naranja), cuya absorbancia puede ser detectada.

Para determinar la ICso se colocan las células en una placa de 96 pozos de fondo
plano, en cada pozo se colocan 50,000 células con una viabilidad inicial superior al
85 %. En cada pozo se coloca una concentracion diferente de vincristina (3, 6, 9, 12,
15 y 100 nM) en un volumen total de 100 pL de medio RPMI. Como controles se
utilizan células sin vincristina y medio sin células. El ensayo se realizé por triplicado.
Se incuban a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas, pasado este tiempo se
agregan 50 pL el reactivo XTT y se incuba en las mismas condiciones por 4 horas.
Finalmente se mide la absorbancia de cada pozo en un lector de placas de ELISA a
una longitud de onda de referencia de 620 nm y una longitud de onda de fondo de
450nm.

Para calcular la viabilidad se rest6 la absorbancia obtenida del control de medio
sin células a todas las demas absorbancias de los pozos. Posteriormente, la
viabilidad celular se expres6 como el porcentaje tomando de referencia el control

de células sin farmaco.
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6.2.3 Generacion estructuras tridimensionales tipo organoide (cocultivos 3D)

Se generaron esferoides de la linea celular OP-9 cultivando de 2 a 4 millones de
células hasta alcanzar una confluencia del 80 %, en ese momento la monocapa se
tripsinizé y se colocaron 50,000 células (en suspension con medio a-MEM) por pozo
en placas de 96 pozos con fondo redondo y recubrimiento de agarosa al 1 %, la
formacion de esferoides ocurrio a las 24 horas. Transcurrido este tiempo se
agregaron 50,000 células CCRF-SB (en suspension con medio RPMI) y se
cocultivaron por 24 horas hasta que se observo al microscopio éptico la asociacion

de células CCRF-SB alrededor de los esferoides.

6.2.4 Evaluacion de la sensibilidad a vincristina del cocultivo CCRF-SB y
OP9

Para determinar la ICso se generd el cocultivo 3D como se menciona en el punto
anterior, una vez que se observo la asociacion de las células CCRF-SB alrededor de
los esferoides se colocd en cada pozo una concentracion diferente de vincristina (50,
100, 200, 350 y 450 nM) en un volumen total de 100 pL de medio RPMI. Se decidio
utilizar estas concentraciones debido a que la curva dosis-respuesta en cocultivo
present6 una tendencia lineal a concentraciones bajas del farmaco. Como controles
se utilizaron células sin vincristina y medio sin células. El ensayo se realiz6 por
triplicado. Se incubaron a 37 °C con 5 % de CO2 durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo de incubacion se procedid a disgregar los esferoides para obtener
unicamente las células CCRF-SB, las cuales se colocaron en placas de 96 pozos de
fondo plano con medio RPMI a un volumen final de 100 pL y 50,000 células por pozo.
Posteriormente se agregaron 50 pL el reactivo XTT y se incubaron a 37 °C con 5 %
de CO2 durante 4 horas, pasado este tiempo se midi6 la absorbancia de cada pozo
en un lector de placas de ELISA a una longitud de onda de referencia de 620 nmy

una longitud de onda de fondo de 450 nm.

Para calcular la viabilidad se resto6 la absorbancia obtenida del control de medio sin
células a todas las demas absorbancias de los pozos. Posteriormente, la viabilidad
celular se expresd como el porcentaje tomando como referencia el control de células

sin farmaco.
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6.2.5 Obtencion de biomasa para analisis protedmico

Para el monocultivo se utilizaron 2X108 células CCRF-SB en dos cajas para cultivo
de 15 cm? (1 X106 células en cada caja). El nimero de células se determina contando
en una camara de Neubauer usando azul de Tripan. A una de las cajas se le agregd
vincristina en concentracion final de 3 nM (aproximadamente 65 % de viabilidad

después de 24 horas de exposicion a Vincristina) y la otra sin farmaco.

Para el cocultivo se generaron 40 esferoides para obtener 2X106 células CCRF-SB
A 20 de los esferoides se les agrego vincristina en concentracion final de 40 nM
(aproximadamente 65 % de viabilidad después de 24 horas de exposicion a
Vincristina) y a los esferoides restantes no se les agrego farmaco. Transcurrido el
tiempo de exposicidn se disgregaron los esferoides para obtener unicamente

células leucémicas.

Una vez obtenidas las células en condicion de monocultivo y cocultivo, con y sin

farmaco, se les extrajo el proteoma celular para analizarlo.

6.2.6 Extraccion del proteoma total

Para llevar a cabo la lisis de las células, se transfirio la suspensién celular a un tubo
falcon y se centrifugd a 600 rpm 5 min para eliminar las células muertas, se descart6
el sobrenadante y se lavo el botdn celular con 4 mL de solucién amortiguadora de fosfatos
salina (PBS) 1X, la viabilidad celular en este punto fue de 85-90 %. Se recupero el
boton celular y se afadieron 300 pL de solucion amortiguadora de lisis, se

resuspendio el boton y se transfirid a un tubo eppendorf en donde se sonicé en frio.

Posteriormente se llevd a cabo la reduccion dejando en incubacion a 40 °C por 30
min para que actuara el ditiotreitol DTT transcurrido el tiempo se le agregé Tris pH
8.6 para llevarlo a 300 mM y lodoacetamida IAM a 200 mM para alquilar los grupos
tiol recién generados por el DTT y evitar que se vuelvan a formar los puentes
disulfuro, se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad por 30 min.
Posteriormente se tomo todo el volumen del extracto de proteinas y se afnadieron 9
volumenes de alcohol etilico absoluto grado biologia molecular, se incubé a -20 °C
toda la noche para que precipitaran las proteinas.
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Transcurrido el tiempo se centrifugd a 14000 rpm por 10 min a 15 °C, se descarto el
sobrenadante y se realizaron lavados con alcohol etilico al 90 % (no frio). Después
de tres lavados se retira el sobrenadante y se deja secar el boton a temperatura

ambiente.

Se resuspendid el botdn en bicarbonato de amonio (ABC) y cloruro de guanidinio
(GndCl) a una concentracion final de 50 mM, posteriormente se cuantifico la proteina
por el método de Bradford y se realizaron los calculos necesarios para estimar la
concentracion de proteina del extracto celular crudo. Una vez conocida la cantidad
de proteina se anadié tripsina 1 pug por cada 50 pg de proteina y se incub6 a 37 ° C
en agitacion por 18 horas. Transcurrido este tiempo se acidificd la muestra con acido
féormico al 0.1 % hasta pH 2-3.

6.2.7 Separacion por nano HPLC

Las muestras fueron centrifugadas a 11000 xG por 5 min, se extrajo el sobrenadante
y se coloco en un vial de inyeccion con inserto conico para realizar la separacién por
medio de un Ultimate 3000 RSLC nano HPLC de Thermo Scientific Inc., el cual tiene
una columna de preconcentracién de C18 PepMap 100, 5 pm, 100 A conectada a
columna analitica C18 de 75 pym de diametro interior y 25 cm de longitud, ambas
columnas de Thermo Scientific Inc. Para la separacion se muestra se utilizé un
gradiente que consistia en una fase B compuesta por acetonitrilo / acido formico al
0.1 % y una fase A compuesta de Agua MilliQ / acido férmico al 0.1 %, los porcentajes

se especifican en la Tabla 1

Tabla 1. Gradiente de HPLC para la separacion del proteoma total

Flujo yL/min Tiempo % Fase A % Fase B
0.250 0 98.0 2.0
0.250 5 95.0 5.0
0.250 95 68.0 32.0
0.250 100 5.0 95.0
0.250 110 5.0 95.0
0.250 111 98.0 2.0
0.250 125 98.0 2.0
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Los perfiles de elucién de péptidos de las corridas cromatograficas se muestran en los Anexos 1-
8.
6.2.8 Espectrometria de masas

El nanoHPLC estuvo acoplado a un espectrémetro de masas tipo cuadrupolo-TOF
modelo Impact Il de Bruker Daltonics. Se utiliz6 una fuente CaptiveSpray
nanoBooster operada con ionizacion por electrospray acoplada a un embudo de iones
doble, un hexapolo y un cuadrupolo para la separacion de iones. Este equipo utiliza
un analizador de tiempo de vuelo con reflector para identificar los iones que son
fragmentados por la celda de colisidén, este sistema estd configurado para la
deteccion de iones positivos. El esquema del equipo se muestraen la Figura 18. Cada

una de las muestras se inyecto por triplicado en el equipo.

Reflectron

Flight Tube
Sprayer .

Y Dry Gas Collision
3\ Heater Dual lon Funnel  Hexapole Gas Supply

= ] Analytical

I L i ']l ”»U,lj‘”il”l | U Quadrupole l P E U

j !\E E I__ -
Glass | = “'l )
= Capillary ..|]]_|_|]|III| M " Orthogonal
5 ollision Accelerator Detector
Cell

API| Spray Chamber

Figura 20. Esquema del Impact Il Bruker Daltonics. Modificado de S. Beck et al. 48
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6.2.9 Anadlisis Bioinformético

Los espectrogramas obtenidos mediante el Impact Il Bruker Daltonics fueron
procesados mediante el software Data analysis, utilizando los parametros o-
TOFDefault.m para generar un archivo TXT. Posteriormente se utilizé el software
Protein Scape para generar una lista de proteinas presentes en la muestra mediante
la herramienta Protein Search la cual usa el motor de busqueda MASCOT vy
contrastando con la base de datos Maxis-Human. Esta lista de proteinas se exporto
a un archivo Excel y fue utilizada para comparar la presencia o ausencia de proteinas
en las diferentes muestras analizadas mediante el uso de diagramas de Venn
generados mediante el software Gene Venn

(http://bicinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/)  perteneciente a Genth

University Venn. Para obtener las categorias funcionales de las proteinas se utilizé

el programa DAVID (https://david.ncifcrf.gov/). Se obtuvieron datos relacionados con

cada una de las proteinas como nombre, funcién y localizacién mediante la base de

datos de UniProt (http://www.uniprot.org/).
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7.1 GENERACION ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES TIPO ORGANOIDE
(CO-CULTIVOS 3D)

El modelo de esferoide celular en 3D ilustrado en la Tabla 2 simula la arquitectura de
la médula désea y la interaccion microambiente-linfoblasto. Este modelo fue
estandarizado durante la elaboracion de este trabajo y se ha encontrado la relacion
adecuada entre la cantidad de células leucémicas y células estromales, creando un
ambiente favorable para la comunicacion extracelular. Se utilizé el modelo para
evaluar la sensibilidad de las células leucémicas en exposicion a vincristina con el
objetivo de identificar el efecto protector que ejercen las células estromales sobre las

células leucémicas.
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Esferoide de linea celular or-9

Adicion de células leucémicas
(ccrr-sB) a esferoides

Obtencion de co-cultivo 3D

Tabla 2. Establecimiento del cocultivo de esferoides de células estromales de
meédula ésea (oP9) con células leucémicas de LLA (CCRF-SB)
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7.2 EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD A VINCRISTINA EN CELULAS CCRF-sB

7.2.1 Monocultivo de cCRF-sB

Tabla 3. Resultados de dosis - respuesta obtenidos en la exposicion a 24h de
vincristina con células leucémicas de LLA (ccrrF-sB) medidas a una absorbancia de
450/620 nm

Vincristina Abso rbancia 450/ 620 Desv Resta Viabilidad
[NM] ni n2 n3 Promedio Std blanco %
0 2.706 2.838 2.803 2.7823 0.0684 2.48367 100

3 2.052 1.861 1.82 1.911 0.1238 1.59 64.0183
6 1.425 1.526 1.369 1.44 0.0796 1.119 45.0544
9 1.422 1.444 1.36 1.4087 0.0436 1.08767  43.7928
12 1.239 1.633 0.983 1.285 0.3274 0.964 38.8136

15 0.906 1.689 0.901 1.1653  0.4535 0.84433  33.9954
100 0.933 1.061 0.853 0.949 0.1049 0.628 25.2852

Tabla 4 . Controles utilizados como blanco para los calculos de viabilidad

Absorban:ia 450/620 Desv
Controles nl n2 n3 Promedio Std
Medio ¢ /XTT 0.318 0.309 0.269 0.2987 0.15084
Medio c /vincris +
XTT 0.346 0.299 0.318 0.321 0.16166
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Figura 21. Curva dosis-respuesta en monocultivo celular con exposicion a 24 h de
vincristina

7.2.2 Cocultivo de CCRF-SB con OP-9

Tabla 5. Resultados de dosis - respuesta obtenidos en la exposicion a 24h de

vincristina en cocultivo de esferoides de células estromales de médula ésea (OP9)

con células leucémicas de LLA (CCRF-SB) medidas a una absorbancia de 450/620

nm

Vincristina Absorbancia Absorbancia Desv  Resta
[nM] nl n2 Promedio Std blanco Porcentaje

0 1.673 1.726 1.6995 0.0375 1.3822 100

50 1.097 1.247 1.172 0.1061 0.846  61.2082
100 1.069 1.053 1.061 0.0113 0.735  53.1774
200 1.107 1.008 1.0575 0.07 0.7315 52.9242
350 1.088 1.023 1.0555 0.046 0.7295 52.7795
450 1.225 0.996 1.1105 0.1619 0.7845 56.7587
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Tabla 6. Controles utilizados como blanco para los calculos de viabilidad

Desv
Controles nl n2 n3 Promedio Std
Medio c/XTT 0.302 0.316 0.334 0.3173 0.01604
Medio 0.326 0.309 0.343 0.326 0.017
c/vinerisXTT
Viabilidad de CCRF-B cocultivo
120
100
s 80
§ 60
3 - o—°
> 40
20
0
0 100 200 300 400 500

Concentracién de Vincristina (nM)

Figura 22. Curva dosis-respuesta en cocultivo celular con exposicion a 24 h de
Vincristina

Con base en los resultados de la dosis-respuesta en el monocultivo y cocultivo (Tabla 3 y 5),
se logré estimar la concentracion de vincristina a la cual la viabilidad era del 50 %, asi como el
nivel de proteccidén que se confiere en el cocultivo (Tabla 7),

Tabla 7. Comparacion de las concentraciones inhibitorias 50 de células CCRF-SB
con vincristina

IC50 en monocultivo IC50 en cocultivo 3D Nivel de proteccion
5.21 nM 113.88 nM 21.85 X
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7.3 PROTEINAS ENCONTRADAS EN MONOCULTIVO ccrr-sB Y COCULTIVO
DE ccrr-sB CON opP-9

7.3.1 Monocultivo CCRF-SB

Mono 0

Mono 3

Figura 23. Diagrama tipo Venn de proteinas exclusivas y compartidas de
monocultivo sin exposicidn a vincristina (Mono 0) y de monocultivo con exposicion
avincristina 3nM (Mono 3). Las listas de proteinas exclusivas de cada grupo se
muestran en el Anexo 9.

7.3.2 Cocultivo CCRF-SBy OP-9

Co0

Co 40

Figura 24. Diagrama tipo Venn de proteinas exclusivas y compartidas resultantes
del analisis de proteoma de CCRFB en cocultivo en ausencia de vincristina (Co 0)
y en presencia a vincristina 40nM (Co 40). Las listas de proteinas exclusivas de
cada grupo se muestran en el Anexo 9.
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7.4 RUTAS BIOLOGICAS ENCONTRADAS EN PROTEINAS EXCLUSIVAS DE
MONOCULTIVO ccrr-sB Y COCULTIVO DE ccrr-sB CON op-9

Se utilizé el programa de Reactome (https:/reactome.org/) para identificar las rutas

biologicas en las cuales participan las proteinas que se expresan de forma
significativa en cada analisis. Siendo asi las de coloracién amarilla aquellas que se

encuentran sobre expresadas y de color gris las que no se ven activadas.
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7.4.2 Monocultivo ccrr-sB con exposicién a vincristina 3nM

Metabolism of proteins

Figura 26. Descripcion general de las rutas biolégicas donde se encuentran las
proteinas exclusivas de monocultivo con exposicion a vincristina [3nM]
(https://reactome.org/) . Las cinco categorias mas representadas fueron: Amino
acid metabolism (p=0.0722), RUNX1 regulates expression of components of
tight junctions (p= 0.0722), HIF signaling (p=0.0722), G2/M DNA
replication checkpoint (p=0.0722), Translation (p=0.0722).
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7.4.3 Cocultivo ccrr-sB y OP-9 sin exposicion a vincristina
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Figura 27. Descripcion general de las rutas biolégicas donde se encuentran las
proteinas exclusivas de cocultivo sin exposicidon a vincristina [0nM]
(https://reactome.org/) . Las cinco categorias mas representadas fueron:
Formation of tubulin folding intermediates by CCT/TriC (p=1.90E-04), Prefoldin
mediated transfer of substrate to CCT/TriC (p=2.52E-04), Cooperation of
Prefoldin and TriC/CCT in actin and tubulin folding (p=4.66E-04), Chaperonin-
mediated protein folding (p=4.98E-04), Beta oxidation of palmitoyl-CoA to
myristoyl-CoA(p=4.98E-04)
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7.4.4 Cocultivo ccrr-sBy OP-9 con exposicion a vincristina [40nM]

Figura 28. Descripcion general de las rutas biolégicas donde se encuentran las
proteinas exclusivas de cocultivo con exposicion a vincristina [40nM]
(https://reactome.org/) . Las cinco categorias mas representadas fueron: Antigen
Presentation: Folding, assembly and peptide loading of class | MHC (p=5.26E-
01), VEGFA-VEGFR2 Pathway (p=5.33E-01), Mitotic Anaphase (p=5.38E-01),
COPI-mediated anterograde transport (p=5.40E-01), Mitotic Metaphase and
Anaphase (p=5.41E-01).
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7.5 ANALISIS BIOESTADISTICO COMPARANDO EL PROTEOMA DE CELULAS

CCRF-SB DE MONOCULTIVO EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE VINCRISTINA

Los analisis protedmicos que se realizaron permiten identificar proteinas que se
hayan detectado exclusivamente en una condicion como se muestra en las Figuras
21y 22. Ademas, con las proteinas que son comunes, es decir las proteinas en los
traslapes de los diagramas de Venn, se puede estimar si hay diferencias en su
abundancia relativa mediante la herramienta “cuantificacion libre de etiquetas”. Para
ello, se calcula un valor llamado intensidad de cuantificacion libre de etiquetas (LFQ,
label free cuantification intensity). Ese valor se basa en la intensidad de la sefial de
los picos cromatograficos de los péptidos y en el numero de veces que se haya
identificado cada péptido. El valor de LFQI sirve como un indicador de la abundancia
de cada proteina en las muestras y permite hacer calculos estadisticos para estimar
la similitud entre muestras con el Analisis de Componentes Principales (PCA) y
ademas, buscar diferencias significativas en abundancia. Una de las maneras mas
comunes de mostrar las proteinas con diferencias significativas en abundancia es el
diagrama tipo volcano. Ademas del PCA, otra manera de hacer una estimacioén de la
similitud entre las muestras es con el uso del agrupamiento jerarquico no
supervisado en donde se forma un dendograma en la parte superior que se va
dividiendo en ramas compartidas entre muestras similares. Los graficos para este
tipo de comparacion a menudo son en forma de diagrama de calor (heat map) en
donde se usa el color rojo para muestras con mayor abundancia y el color verde para

muestras con menor abundancia.
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7.5.1 Anélisis PCA
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I

Component 2 (17.1%)
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Component 1 (50.7%5>
Figura 29. Diferenciacion de grupos por agrupamiento de analisis de
componentes principales (PCA). Circulos rojos, triplicado de analitico de
monocultivo de células CCRF-SB en ausencia de vincristina. Cuadros violetas,
triplicado de analitico de monocultivo a exposicion de vincristina en concentracion
[3nM]. Las muestras mas similares se agrupan entre ellas. En este analisis se
consideran todas las proteinas identificadas y sus valores de LFQI.

o
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7.5.2 Diagrama volcano
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Figura 30. Proteinas con diferencias significativas en su abundancia por
diagrama volcano en monocultivo de células CCRF-SB en ausencia de
vincristina y monocultivo a exposicién de vincristina en concentraciéon 3nM.
Las proteinas con diferencias significativas se indican en rojo. Las proteinas
rojas del lado derecho fueron mas abundantes sin vincristina que con
vincristina. Las proteinas del lado izquierdo mostraron el patrén inverso de
regulacion, los nombres de las proteinas senaladas se indican en el Anexo 9.

La significancia estadistica se determina por la prueba t de Student con la
herramienta de False Discovery Rate basada en permutaciones. FDR=0.05y un fold
change >1.5. Los cuadros representan proteinas, los cuadros rojos son las proteinas
con diferencias significativas en su abundancia. Las letras y numeros representan
las claves de acceso de cada proteina en la base

de datos UNIPROT.
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7.5.3 Diferenciacién por agrupamiento jerarquico no supervisado

Cluster 409

I Cluster 424

il

Figura 31. Diferenciacién de proteinas significativas agrupadas en clusters por
la herramienta de agrupamiento jerarquico no supervisado (heat map) en
monocultivo con ausencia de vincristina y monocultivo a exposicion de vincristina
en concentracion [3nM] , los nombres de las proteinas en los clusters se indican
en el Anexo 9.

Se sefalan los grupos de proteinas con regulacién diferencial como Cluster 429
en el que las proteinas son mas abundantes en monocultivo sin vincristina que
con 3 Nm, y el Cluster 424 en el que la regulacion es inversa
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7.6 ANALISIS BIOESTADISTICO COMPARANDO EL PROTEOMA DE CELULAS CCRF-SB DEL
COCULTIVO EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE VINCRISTINA

7.6.1 Anélisis PCA
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Figura 32. Diferenciacion de grupos por agrupamiento de analisis de
componentes principales (PCA). Circulos azul marino, triplicado de analitico de
células CCRFSB de cocultivo en ausencia de vincristina. Cuadros cian, triplicado
de analitico de células de CCRFSB de cocultivo a exposicion de vincristina en
concentracion [40nM]. Las muestras mas similares se agrupan entre ellas. En
este analisis se consideran todas las proteinas identificadas y sus valores de
LFQl.
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7.6.2 Diagrama volcano
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Figura 33. Proteinas con diferencias significativas en su abundancia por
diagrama volcano en células CCRF-SB del cocultivo en ausencia de
vincristina y cocultivo a exposicion de vincristina en concentracion [40nM]. Las
proteinas con diferencias significativas se indican en rojo. Las proteinas rojas
del lado derecho fueron mas abundantes sin vincristina que con vincristina.
Las proteinas del lado izquierdo mostraron el patrén inverso de regulacion, los
nombres de las proteinas sefaladas se indican en el Anexo 9.
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7.5.4 Diferenciacion por agrupamiento jerarquico no supervisado
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Figura 34. Diferenciacion de proteinas significativas agrupadas en clusters por
la herramienta de agrupamiento jerarquico no supervisado (heat map) en
células CCRF-SB del cocultivo en ausencia de vincristina y cocultivo a
exposicion de vincristina a concentracion [40nM] , los nombres de las proteinas
en los clusters se indican en el Anexo 9.
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7.7 ANALISIS BIOESTADISTICO COMPARANDO EL PROTEOMA DE CELULAS CCRF-SB EN
MONOCUI TIVO Y COCUIL TIVO EN AUSENCIA DE VINCRISTINA

7.7.1 Anélisis PCA
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Figura 35. Diferenciacion de grupos por agrupamiento de andlisis de
componentes principales (PCA). Circulos de contorno rojo, triplicado de analitico
de células CCRF-SB de monocultivo en ausencia de vincristina. Circulos azul
marino, triplicado de analitico de células de CCRFSB de cocultivo en ausencia
de vincristina. Las muestras mas similares se agrupan entre ellas. En este
analisis se consideran todas las proteinas identificadas y sus valores de LFQI.
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7.7.2 Diagrama volcano
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Figura 36. Proteinas con diferencias significativas en su abundancia por
diagrama volcano en células CCRF-SB de monocultivo y cocultivo en ausencia
de vincristina. Las proteinas con diferencias significativas se indican en rojo.
Las proteinas rojas del lado derecho fueron mas abundantes en monocultivo
gue en cocultivo. Las proteinas del lado izquierdo mostraron el patrén inverso
de regulacion, los nombres de las proteinas sefialadas se indican en el Anexo
9.
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7.7.3 Diferenciacion por agrupamiento jerarquico no supervisado
—_—
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Figura 37. Diferenciacion de proteinas significativas agrupadas en clusters por
la herramienta de agrupamiento jerarquico no supervisado (heat map) en
células CCRF-SB del monocultivo y cocultivo en ausencia de vincristina, los
nombres de las proteinas en los clusters se indican en el Anexo 9.
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7.8 ANALISIS BIOESTADISTICO COMPARANDO EL PROTEOMA DE CELULAS

CCRE-SB EN MONOCUL TIVO Y COCULTIVO EN PRESENCIA DE VINCRISTINA__

7.8.1 Anélisis PCA
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Figura 38. Diferenciacion de grupos por agrupamiento de analisis de
componentes principales (PCA). Cuadrados purpura, triplicado de analitico de
células CCRF-SB de monocultivo en presencia de vincristina a concentracion
[3nM]. Cuadrados cian, triplicado de analitico de células de CCRF-SB de
cocultivo en presencia de vincristina a concentracion [40nM]. Las muestras mas
similares se agrupan entre ellas. En este analisis se consideran todas las
proteinas identificadas y sus valores de LFQI.
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7.8.2 Diagrama volcano
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Figura 39. Proteinas con diferencias significativas en su abundancia por
diagrama volcano en células CCRF-SB de monocultivo en presencia de
vincristina a concentracion [3nM] y cocultivo en presencia a vincristina a
concentracion [40nM]. Las proteinas con diferencias significativas se indican en
rojo. Las proteinas rojas del lado derecho fueron mas abundantes en
monocultivo con 3 nM que en cocultivo con 40 nM . Las proteinas del lado
izquierdo mostraron el patrén inverso de regulacion, los nombres de las
proteinas senaladas se indican en el Anexo 9.



7.8.3 Diferenciacién por agrupamiento jerarquico no supervisado
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Figura 40. Diferenciacién de proteinas significativas agrupadas en clusters por
la herramienta de agrupamiento jerarquico no supervisado (heat map) en células
CCRF-SB del monocultivo en presencia de vincristina a concentracion [3nM] y
cocultivo en presencia a vincristina a concentracion [40nM] , los nombres de las
proteinas en los clusters se indican en el Anexo 9.
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El modelo de esferoide celular 3D fue utilizado para evaluar la sensibilidad de las
células leucémicas en exposicion a vincristina e identificar el efecto protector que
ejercen las células estromales sobre las células leucémicas. De esta forma se obtuvo
la curva dosis-respuesta para conocer la concentracién a la cual se inhibe la
viabilidad de la poblacion celular en un 50 % (IC50). En la Figura 21 se observa que
la IC50 para el monocultivo de células leucémicas corresponde a una concentracion
del farmaco de 5.21nM y que para el cocultivo la concentracion se eleva a 113.88
nM (Figura 22).

Al realizar la comparacion de IC50 en cocultivo / IC50 en monocultivo se observa
qgue la dosis de farmaco necesaria para disminuir la viabilidad celular en el cocultivo
es 21.85 veces mayor a la requerida en el monocultivo (Tabla 7), lo cual puede
explicarse debido a que las células leucémicas, al estar en contacto con las células
estromales de médula 6sea, no funcionan de manera independiente, sino que se
crea un nicho de proteccion contra el farmaco debido a una comunicacién intima

entre ambas células mediada por citosinas, quimiocinas y contacto célula-célula.

En Las figuras 23 y 24 podemos observar que la cantidad de proteinas compartidas
en ambos grupos es mayor que las proteinas exclusivas (612 en monocultivo y 140
en cocultivo), esto nos indica que dichas proteinas compartidas forman parte de los
mecanismos intrinsecos de las células ya que se encontraron tanto en ausencia

como en presencia de vincristina.

Cabe mencionar que el numero de proteinas encontradas en las células CCRF-SB
del cocultivo es menor que el numero de proteinas encontradas en las células del
monocultivo ya que la biomasa utilizada de células de cocultivo fue menor (500, 000)
a comparacion de las utilizadas en monocultivo (1 millén). Esto se hizo debido a la
complejidad que tiene el proceso de generar un cocultivo esferoidal 3D, ademas que
durante este proyecto se estandarizdO el proceso de cocultivo, aun queda
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estandarizar el analisis del proteoma de células provenientes de cocultivo. La
proyecciéon para futuro seria analizar el proteoma de células leucémicas
provenientes de un cocultivo con células de medula 6sea humana para asi tener un
panorama mas amplio en cuanto a las interacciones en el microambiente tumoral.
La complejidad de la generacion de cocultivos 3D en esferoides estromales también
parece haber contribuido a la alta variabilidad en los proteomas de células CCRF-
SB en cocultivo, lo que se observa en la separacion de los puntos de cocultivo en los
graficos de Analisis de Componentes Principales y en algunas ramificaciones de los

mapas de calor.

Debido a que el enfoque de este estudio esta basado en la hipotesis de que las
proteinas expresadas y ausentes en condiciones de exposicion al farmaco se
relacionan con los mecanismos que ayudan a la quimio resistencia, el analisis
bioestadistico se enfatizé en aquellas proteinas presentes en los grupos exclusivos

de cada comparacion

Al analizar las proteinas encontradas exclusivamente en las células CCRF-SB sin
exposicion a vincristina (Figuras 25 y 27) se logré observar que gran parte de ellas
estan involucradas en el proceso co-transcripcional de corte y empalme, también
llamado splicing, estudios realizados en este tema han relacionado la presencia de
mutaciones genéticas que afectan el correcto proceso de splicing en mRNA con
células cancerigenas. Dichas mutaciones estan presentes principalmente en
oncogenes y genes supresores de tumor. Aunque el cancer se origina a partir de
alteraciones en el ADN, éstas tienen un impacto en el transcriptoma, el cual puede
inducir y mantener diferentes mecanismos vinculados al desarrollo del cancer, ya
que al ser el transcriptoma aquel que define la capacidad funcional de una célula, se
puede considerar que es el transcriptoma el que de una forma u otra da lugar al

estado tumoral. 4°
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Otras de las funciones de las proteinas identificadas en este analisis son aquellas
relacionadas con los receptores NOTCH, estos receptores pertenecen a una via de
sefalizacion altamente conservada que se basa en el contacto célula-célula para
inducir una respuesta a sefiales ambientales en animales multicelulares. Se han
reportado mutaciones de empalme en receptores NOTCH PEST presentes en

células B tumorales asi como en casos de leucemia linfocitica cronica. 5051

La principal ruta afectada en las células de monocultivo que han sido expuestas a
vincristina (Figura 26) es el metabolismo de aminoacidos y sus derivados. Para
apoyar la acumulacion sostenida de biomasa, las células tumorales se someten a
una reprogramaciéon metabdlica en la cual los transportadores de nutrientes y las
enzimas estan regulados por las mismas sefales oncogénicas que impulsan la
progresion del ciclo celular. Muchos canceres exhiben una mayor demanda de
aminoacidos especificos y se convierten en dependientes de un suministro exégeno

0 una sintesis de novo.

Estudios en el metabolismo celular de células cancerigenas han revelado una serie
de caracteristicas comunes: (I) aumento en la demanda de nitrogeno para
suministrar reacciones biosintéticas; (lI) consumo elevado de aminoacidos y
desregulacion de los transportadores correspondientes; (lll) demanda de
aminoacidos no esenciales que exceden el suministro intracelular, lo que lleva a la
dependencia de fuentes exdgenas; y (IV) niveles alterados de enzimas que catalizan

la sintesis de aminoacidos y / o catabolismo. %2

Otra ruta de suma importancia que se ha visto alterada en este grupo de células es
la traduccion de proteinas, el inicio de la traduccidon es un proceso bioldgico
multifacético altamente regulado, que requiere al menos nueve factores de inicio
eucariotas, la evidencia que respalda el factor elF4F como oncogén ahora es
bastante convincente y se ha demostrado en multiples entornos que la
sobreexpresion de este factor acelera el inicio de la formacion de tumores y agrava

su respuesta al farmaco. %3
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De la misma forma se encontrd una sobreexpresion de proteinas relacionadas con
hipoxia y la sefalizacion mediada por el activador transcripcional HIF, las cuales
juegan un papel crucial en la leucemia y los procesos leucemogénicos. Se ha
comprobado la eficacia de terapias que tienen como diana las rutas de hipoxia y HIFs
en el tratamiento de modelos murinos, por lo que se presume que podrian beneficiar

de igual manera a los pacientes leucémicos. 5

Las funciones de las proteinas identificadas exclusivamente en el cocultivo sin
vincristina (Figura 27) estan relacionadas con el citoesqueleto de tubulina y con la
generacion de energia por beta oxidacién. Esto puede indicar la mayor produccion
de proteinas que modulan la sintesis de tubulina en cocultivo sin farmaco en
comparacién con células en presencia de vincristina. Ademas de que, sin el farmaco,
la generacidon de ATP por degradacion de lipidos puede ser mayor en comparacion

con células en cocultivo con vincristina.

Las funciones de las proteinas identificadas exclusivamente en el cocultivo con 40nM
de vincristina (Figura 28) estan relacionadas con la presentacion de antigenos,
regulacion por el Factor de crecimiento endotelial vascular A (VEGFA) y la regulacién
del ciclo celular. Esto puede estar relacionado con la intensa induccién de la
sefalizacion intracelular que ocurre en presencia de vincristina, lo cual ya se ha

encontrado en estudios previos del laboratorio.

Las funciones de las proteinas con regulacion diferencial y que se identificaron en
monocultivo, con y sin vincristina (Figuras 30 y 31), estan relacionadas basicamente
con la regulacion del ciclo celular y la remodelacién de la cromatina. Esto puede
reflejar la reduccion de la divisidn celular en presencia del farmaco y la intensa
regulacion transcripcional necesaria para enfrentar el estrés por la desestabilizacién
del citoesqueleto. No se identificaron categorias relacionadas con apoptosis como
era de esperar, probablemente con mayor tiempo de exposicién al farmaco se

induzcan esas categorias.
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Las funciones de las proteinas con regulacién diferencial y que se identificaron en
cocultivo con y sin vincristina (Figuras 33 y 34), estan relacionadas con inflamacién,
transporte a través de la membrana plasmatica y transporte de vesiculas
intracelulares. Esto puede indicar que la respuesta combinada al otro tipo celular y
al farmaco induce el intercambio de senales intercelulares inflamatorias mediante
endocitosis y exocitosis. Debemos reconocer que la alta variabilidad en los
proteomas de cocultivo hacen que estas interpretaciones deban tomarse con
cautela. Es necesario hacer mas réplicas experimentales para obtener mejores

conclusiones.

Las funciones de las proteinas con regulacion diferencial y que se identificaron en
monocultivo y cocultivo sin vincristina (Figuras 36 y 37), estan relacionadas con
metabolismo celular, traduccion, dinamica de la membrana nuclear y la cromatina,
splicing y respuesta a estrés. Dado que las células de las que se obtuvieron estos
proteomas no estaban en presencia de vincristina, estas categorias funcionales

pueden reflejar el metabolismo normal de la linea celular leucémica de linaje B.

Finalmente, las funciones de las proteinas con regulacion diferencial y que se
identificaron en presencia de vincristina tanto en monocultivo y en cocultivo (Figuras
39 y 40), estan relacionadas con glicélisis, splicing, muerte celular y dafio a la
membrana nuclear. Estas categorias pueden reflejar condiciones de estrés causadas
por el farmaco, mayor demanda de energia por glicdlisis para enfrentar el estrés, y

los efectos de la desestabilizacion del citoesqueleto.
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Es posible simular la proteccién contra la vincristina debida al microambiente tumoral

con un cocultivo esferoidal 3D de células leucémicas y células de médula ésea.

El cocultivo 3D provoca un factor de proteccidon de 21 veces en las células CCRF-SB

expuestas a vincristina.

No es posible analizar con certeza el proteoma de 500,000 células CCRF-SB
provenientes de cocultivo con la metodologia utilizada, sin embargo, si es posible

analizar el proteoma de 1 millén de células con este procedimiento.

Las afectaciones mas significativas encontradas en este estudio son aquellas
relacionadas con el proceso co-transcripcional de splicing y transcriptoma tumoral,
sintesis de aminoacidos; receptores NOTCH y proteinas relacionadas con hipoxia y
la senalizacion mediada por HIF. Todas estas senalizaciones participan
conjuntamente en las células CCRF-SB para asegurar la supervivencia al ser
afectadas por la accion de vincristina, esto nos proporciona informacion para el

desarrollo de posibles terapias oncoldgicas de tipo personalizadas.
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11.ANEXOS

ANEXO 1 Cromatograma de monocultivo sin exposicion a vincristina [0 nM]
traslape del triplicado
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ANEXO 2 Cromatograma de monocultivo sin exposicion a vincristina [0 nM] por

triplicado
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ANEXO 3 Cromatograma de monocultivo con exposicion a vincristina [3 nM]
traslape del triplicado
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ANEXO 4 Cromatograma de monocultivo con exposicion a vincristina [3 nM] por
triplicado
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ANEXO 5 Cromatograma de cocultivo sin exposicion a vincristina [0 nM] traslape
del triplicado
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ANEXO 6 Cromatograma de cocultivo sin exposicion a vincristina [0 nM] por
triplicado
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ANEXO 7 Cromatograma de cocultivo con exposicion a vincristina [40 nM] traslape
del triplicado
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ANEXO 8 Cromatograma de cocultivo con exposicion a vincristina [40 nM] por
triplicado
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ANEXO 9 Listas de proteinas identificadas como exclusivas o con regulacion diferencial

Proteinas identificadas exclusivamente en Monocultivo 0 nM Vincristina (Figura 23)

Protein Protein names Gene names
IDs
P62308 Small nuclear ribonucleoprotein G;Putative SNRPG
small nuclear ribonucleoprotein G-like protein
15
Q13765 Nascent polypeptide-associated complex NACA

subunit alpha;Nascent polypeptide-associated
complex subunit alpha, muscle-specific form

000231 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD11
subunit 11

000232 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD12
subunit 12

000425 Insulin-like growth factor 2 mRNA-binding IGF2BP3
protein 3

000479 High mobility group nucleosome-binding HMGN4

domain-containing protein 4
014744 Protein arginine N-methyltransferase 5;Protein | PRMTS5
arginine N-methyltransferase 5, N-terminally
processed

014818 Proteasome subunit alpha type-7;Proteasome | PSMA7
subunit alpha type-7-like

014828 Secretory carrier-associated membrane SCAMP3
protein 3
P19105 Myosin regulatory light chain 12A;Myosin MYL12A

regulatory light chain 12B

014974 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A | PPP1R12A

014976 Cyclin-G-associated kinase GAK

015145 Actin-related protein 2/3 complex subunit 3 ARPC3

015212 Prefoldin subunit 6 PFDN6

015260 Surfeit locus protein 4 SURF4

015355 Protein phosphatase 1G PPM1G

015372 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3H
H

015397 Importin-8 IPO8

043169 Cytochrome b5 type B CYB5B

043242 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD3
subunit 3

043264 Centromere/kinetochore protein zw10 ZW10
homolog

043310 CBP80/20-dependent translation initiation CTIF
factor

043598 2-deoxynucleoside 5-phosphate N-hydrolase 1 | DNPH1

043615 Mitochondrial import inner membrane TIMM44
translocase subunit TIM44

043684 Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3
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043765 Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat- | SGTA
containing protein alpha
043809 Cleavage and polyadenylation specificity NUDT21
factor subunit 5
043818 U3 small nucleolar RNA-interacting protein 2 RRP9
043823 A-kinase anchor protein 8 AKAP8
060232 Sjoegren syndrome/scleroderma autoantigen | SSSCA1
060264 SWI/SNF-related matrix-associated actin- SMARCA5
dependent regulator of chromatin subfamily A
member 5
060610 Protein diaphanous homolog 1 DIAPH1
Q13492 Phosphatidylinositol-binding clathrin assembly | PICALM
protein;Clathrin coat assembly protein AP180
075352 Mannose-P-dolichol utilization defect 1 protein | MPDU1
075369 Filamin-B FLNB
075607 Nucleoplasmin-3 NPM3
075694 Nuclear pore complex protein Nup155 NUP155
075821 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3G
G
075822 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3J
J
095299 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha NDUFA10
subcomplex subunit 10, mitochondrial
095372 Acyl-protein thioesterase 2 LYPLA2
095747 Serine/threonine-protein kinase OSR1 OXSR1
095777 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm8 LSM8
095782 AP-2 complex subunit alpha-1;AP-2 complex AP2A1
subunit alpha-2
095926 Pre-mRNA-splicing factor SYF2 SYF2
P00491 Purine nucleoside phosphorylase PNP
P00966 Argininosuccinate synthase ASS1
Q93077 Histone H2A type 1-C;Histone H2A type HIST1H2AC
3;Histone H2A type 1-B/E
P05023 Sodium/potassium-transporting ATPase ATP1A1
subunit alpha-1
P05114 Non-histone chromosomal protein HMG-14 HMGN1
P06730 Eukaryotic translation initiation factor 4E EIF4E
P06737 Glycogen phosphorylase, liver form PYGL
P07602 Prosaposin;Saposin-A;Saposin-B- PSAP
Val;Saposin-B;Saposin-C;Saposin-D
P07741 Adenine phosphoribosyltransferase APRT
P07954 Fumarate hydratase, mitochondrial FH
P08574 Cytochrome c1, heme protein, mitochondrial CYC1
P08621 U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa SNRNP70
P09104 Gamma-enolase ENO2
POCS5J1 Putative protein N-methyltransferase FAM86B2

FAM86B2
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P10412 Histone H1.4;Histone H1.3 HIST1H1E
P10515 Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase DLAT
component of pyruvate dehydrogenase
complex, mitochondrial
P11413 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD
P11908 Ribose-phosphate pyrophosphokinase 2 PRPS2
P13995 Bifunctional methylenetetrahydrofolate MTHFD2
dehydrogenase/cyclohydrolase,
mitochondrial;NAD-dependent
methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase;Methenyltetrahydrofolate
cyclohydrolase
P14209 CD99 antigen CD99
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] AKR1A1
P14635 G2/mitotic-specific cyclin-B1 CCNB1
P15311 Ezrin EZR
P15927 Replication protein A 32 kDa subunit RPA2
P17066 Heat shock 70 kDa protein 6 HSPAG6
P18077 60S ribosomal protein L35a RPL35A
P18858 DNA ligase 1 LIG1
P18859 ATP synthase-coupling factor 6, mitochondrial | ATP5J
P20618 Proteasome subunit beta type-1 PSMB1
P21291 Cysteine and glycine-rich protein 1 CSRP1
P22059 Oxysterol-binding protein 1 OSBP
P22061 Protein-L-isoaspartate(D-aspartate) O- PCMT1
methyltransferase
P22087 rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin FBL
P24666 Low molecular weight phosphotyrosine protein | ACP1
phosphatase
P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial ACAT1
P25786 Proteasome subunit alpha type-1 PSMA1
P25787 Proteasome subunit alpha type-2 PSMA2
P25788 Proteasome subunit alpha type-3 PSMA3
P25789 Proteasome subunit alpha type-4 PSMA4
P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit U2AF2
P26640 Valine--tRNA ligase VARS
P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase;DNA- | APEX1
(apurinic or apyrimidinic site) lyase,
mitochondrial
P28074 Proteasome subunit beta type-5 PSMB5
P28838 Cytosol aminopeptidase LAP3
P30049 ATP synthase subunit delta, mitochondrial ATP5D
P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHS1
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein PEBP1

1;Hippocampal cholinergic neurostimulating
peptide
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P30154 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65 PPP2R1B
kDa regulatory subunit A beta isoform
P30566 Adenylosuccinate lyase ADSL
P31930 Cytochrome b-c1 complex subunit 1, UQCRCT1
mitochondrial
P33176 Kinesin-1 heavy chain KIF5B
P33240 Cleavage stimulation factor subunit 2 CSTF2
P33991 DNA replication licensing factor MCM4 MCM4
P34913 Bifunctional epoxide hydrolase 2;Cytosolic EPHX2
epoxide hydrolase 2;Lipid-phosphate
phosphatase
P35249 Replication factor C subunit 4 RFC4
P35250 Replication factor C subunit 2 RFC2
P35606 Coatomer subunit beta COPB2
P35610 Sterol O-acyltransferase 1 SOAT1
P35637 RNA-binding protein FUS FUS
P35998 26S protease regulatory subunit 7 PSMC2
P37108 Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14
P38606 V-type proton ATPase catalytic subunit A ATP6V1A
P38919 Eukaryotic initiation factor 4A-Ill;Eukaryotic EIF4A3
initiation factor 4A-Ill, N-terminally processed
P41252 Isoleucine--tRNA ligase, cytoplasmic IARS
P42167 Lamina-associated polypeptide 2, isoforms TMPO
beta/gamma; Thymopoietin; Thymopentin
P42285 Superkiller viralicidic activity 2-like 2 SKIV2L2
P42704 Leucine-rich PPR motif-containing protein, LRPPRC
mitochondrial
P43487 Ran-specific GTPase-activating protein RANBP1
P43490 Nicotinamide phosphoribosyltransferase NAMPT
P46063 ATP-dependent DNA helicase Q1 RECQL
P46778 60S ribosomal protein L21 RPL21
P46779 60S ribosomal protein L28 RPL28
P47897 Glutamine--tRNA ligase QARS
P48507 Glutamate--cysteine ligase regulatory subunit | GCLM
P48729 Casein kinase | isoform alpha CSNK1A1
P49207 60S ribosomal protein L34 RPL34
P49327 Fatty acid synthase;[Acyl-carrier-protein] S- FASN
acetyltransferase
P49458 Signal recognition particle 9 kDa protein SRP9
P49590 Probable histidine--tRNA ligase, mitochondrial | HARS2
P49720 Proteasome subunit beta type-3 PSMB3
P49750 YLP motif-containing protein 1 YLPM1
P50402 Emerin EMD
P50416 Carnitine O-palmitoyltransferase 1, liver CPT1A
isoform
P51114 Fragile X mental retardation syndrome-related | FXR1

protein 1
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P51571 Translocon-associated protein subunit delta SSR4
P51659 Peroxisomal multifunctional enzyme type HSD17B4
2;(3R)-hydroxyacyl-CoA
dehydrogenase;Enoyl-CoA hydratase 2
P51970 NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha NDUFAS
subcomplex subunit 8
P53634 Dipeptidyl peptidase 1;Dipeptidyl peptidase 1 CTSC
exclusion domain chain;Dipeptidyl peptidase 1
heavy chain;Dipeptidyl peptidase 1 light chain
P53985 Monocarboxylate transporter 1 SLC16A1
P53999 Activated RNA polymerase |l transcriptional SUB1
coactivator p15
P54136 Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic RARS
P54577 Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic;Tyrosine-- | YARS
tRNA ligase, cytoplasmic, N-terminally
processed
P54709 Sodium/potassium-transporting ATPase ATP1B3
subunit beta-3
P54886 Delta-1-pyrroline-5-carboxylate ALDH18A1
synthase;Glutamate 5-kinase;Gamma-
glutamyl phosphate reductase
P55884 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3B
B
P56134 ATP synthase subunit f, mitochondrial ATP5J2
P60900 Proteasome subunit alpha type-6 PSMAG
P60953 Cell division control protein 42 homolog CDC42
P61006 Ras-related protein Rab-8A RABS8A
P61158 Actin-related protein 3 ACTR3
P61160 Actin-related protein 2 ACTR2
P84077 ADP-ribosylation factor 1;ADP-ribosylation ARF1
factor 3;ADP-ribosylation factor 5;ADP-
ribosylation factor 4
P61221 ATP-binding cassette sub-family E member 1 ABCE1
P61923 Coatomer subunit zeta-1 COPz1
P62136 Serine/threonine-protein phosphatase PP1- PPP1CA
alpha catalytic subunit
P62750 60S ribosomal protein L23a RPL23A
P62879 Guanine nucleotide-binding protein GNB2
G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2;Guanine
nucleotide-binding protein subunit beta-4
P62995 Transformer-2 protein homolog beta TRA2B
P63173 60S ribosomal protein L38 RPL38
P67870 Casein kinase Il subunit beta CSNK2B
P68036 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 L3 UBE2L3
P68366 Tubulin alpha-4A chain TUBA4A
P68431 Histone H3.1;Histone H3.1t;Histone H3.3C HIST1H3A
P78347 General transcription factor Il-I GTF2I
P84095 Rho-related GTP-binding protein RhoG RHOG
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P84098 60S ribosomal protein L19 RPL19
Q00341 Vigilin HDLBP
Q00534 Cyclin-dependent kinase 6 CDK®6
Q00796 Sorbitol dehydrogenase SORD
Q01813 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, PFKP
platelet type
Q01826 DNA-binding protein SATB1 SATB1
Q01844 RNA-binding protein EWS EWSR1
Q03252 Lamin-B2 LMNB2
Q04837 Single-stranded DNA-binding protein, SSBP1
mitochondrial
Q04917 14-3-3 protein eta YWHAH
Q06323 Proteasome activator complex subunit 1 PSME1
Q08257 Quinone oxidoreductase CRYZ
Q08945 FACT complex subunit SSRP1 SSRP1
Q08J23 tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase NSUN2
Q12788 Transducin beta-like protein 3 TBL3
Q12849 G-rich sequence factor 1 GRSF1
Q12874 Splicing factor 3A subunit 3 SF3A3
Q12904 Aminoacyl tRNA synthase complex-interacting | AIMP1
multifunctional protein 1;Endothelial monocyte-
activating polypeptide 2
Q12931 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial TRAP1
Q12962 Transcription initiation factor TFIID subunit 10 | TAF10
Q13057 Bifunctional coenzyme A COASY
synthase;Phosphopantetheine
adenylyltransferase;Dephospho-CoA kinase
Q13177 Serine/threonine-protein kinase PAK 2;PAK- PAK2
2p27;PAK-2p34
Q13283 Ras GTPase-activating protein-binding protein | G3BP1
1
Q13310 Polyadenylate-binding protein 4 PABPC4
Q13409 Cytoplasmic dynein 1 intermediate chain 2 DYNC112
Q13422 DNA-binding protein Ikaros IKZF1
Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2
Q13573 SNW domain-containing protein 1 SNW1
Q13724 Mannosyl-oligosaccharide glucosidase MOGS
Q13740 CD166 antigen ALCAM
Q13838 Spliceosome RNA helicase DDX39B DDX39B
Q14008 Cytoskeleton-associated protein 5 CKAPS
Q14157 Ubiquitin-associated protein 2-like UBAP2L
Q14166 Tubulin--tyrosine ligase-like protein 12 TTLL12
Q14444 Caprin-1 CAPRIN1
Q14676 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 | MDC1
Q14847 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1
Q14978 Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 NOLC1
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Q15005 Signal peptidase complex subunit 2 SPCS2
Q15056 Eukaryotic translation initiation factor 4H EIF4H
Q15149 Plectin PLEC
Q15181 Inorganic pyrophosphatase PPA1
Q15370 Transcription elongation factor B polypeptide 2 | TCEB2
Q15459 Splicing factor 3A subunit 1 SF3A1
Q15555 Microtubule-associated protein RP/EB family MAPREZ2
member 2
Q15631 Translin TSN
Q15637 Splicing factor 1 SF1
Q15645 Pachytene checkpoint protein 2 homolog TRIP13
Q16531 DNA damage-binding protein 1 DDBH1
Q16576 Histone-binding protein RBBP7 RBBP7
Q16630 Cleavage and polyadenylation specificity CPSF6
factor subunit 6
Q16666 Gamma-interferon-inducible protein 16 IFI16
Q16740 ATP-dependent Clp protease proteolytic CLPP
subunit, mitochondrial
Q3ZCM7 | Tubulin beta-8 chain TUBBS8
Q3ZCQ8 | Mitochondrial import inner membrane TIMM50
translocase subunit TIM50
Q53GS9 | U4/U6.U5 tri-snRNP-associated protein 2 USP39
Q53H12 Acylglycerol kinase, mitochondrial AGK
Q56VL3 OCIA domain-containing protein 2 OCIAD2
Q58FF6 Putative heat shock protein HSP 90-beta 4 HSP90AB4P
Q58FF8 Putative heat shock protein HSP 90-beta 2 HSP90AB2P
Q61BS0O Twinfilin-2 TWF2
Q6P2E9 Enhancer of mRNA-decapping protein 4 EDC4
Q6P2QY9 | Pre-mRNA-processing-splicing factor 8 PRPF8
Q6PIU2 Neutral cholesterol ester hydrolase 1 NCEH1
Q6UX04 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CWC27 CwceC27
homolog
Q725L9 Interferon regulatory factor 2-binding protein 2 | IRF2BP2
Q72627 E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 HUWE1
Q86UP2 | Kinectin KTN1
Q86XP3 | ATP-dependent RNA helicase DDX42 DDX42
Q8IVT2 Mitotic interactor and substrate of PLK1 MISP
Q8N1F7 Nuclear pore complex protein Nup93 NUP93
Q8N1G4 | Leucine-rich repeat-containing protein 47 LRRC47
Q8N1K5 | Protein THEMIS THEMIS
Q8NBXO0 | Saccharopine dehydrogenase-like SCCPDH
oxidoreductase
Q8NI27 THO complex subunit 2 THOC2
Q8WWM7 | Ataxin-2-like protein ATXN2L
Q8WXF1 | Paraspeckle component 1 PSPC1
Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 DDX1
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Q92556 Engulfment and cell motility protein 1 ELMO1
Q92598 Heat shock protein 105 kDa HSPH1
Q92619 Minor histocompatibility protein HA-1;Minor HMHA1
histocompatibility antigen HA-1
Q92900 Regulator of nonsense transcripts 1 UPF1
Q92922 SWI/SNF complex subunit SMARCC1 SMARCC1
Q969G3 | SWI/SNF-related matrix-associated actin- SMARCET1
dependent regulator of chromatin subfamily E
member 1
Q96A26 Protein FAM162A FAM162A
Q96CT7 Coiled-coil domain-containing protein 124 CCDC124
Q96CWS | Gamma-tubulin complex component 3 TUBGCP3
Q96EPS DAZ-associated protein 1 DAZAP1
Q96EU6 Ribosomal RNA processing protein 36 RRP36
homolog
Q96EY1 DnaJ homolog subfamily A member 3, DNAJA3
mitochondrial
Q96F07 Cytoplasmic FMR1-interacting protein CYFIP2;CYFIP1
2;Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1
Q96HE7 | ERO1-like protein alpha ERO1L
Q96N23 Cilia- and flagella-associated protein 54 CFAP54
Q96P70 Importin-9 IPO9
Q96PZ0 Pseudouridylate synthase 7 homolog PUS7
Q99426 Tubulin-folding cofactor B TBCB
Q99459 Cell division cycle 5-like protein CDC5L
Q99598 Translin-associated protein X TSNAX
Q99627 COP9 signalosome complex subunit 8 COPS8
Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B | HNRNPAB
Q9BQ52 | Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 ELAC2
Q9BQ69 | O-acetyl-ADP-ribose deacetylase MACROD1 MACROD1
Q9BQGO | Myb-binding protein 1A MYBBP1A
Q9BS26 Endoplasmic reticulum resident protein 44 ERP44
Q9BT67 NEDD4 family-interacting protein 1 NDFIP1
Q9BTTO | Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 | ANP32E
family member E
Q9BUJ2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U- HNRNPUL1
like protein 1
Q9BVP2 | Guanine nucleotide-binding protein-like 3 GNL3
Q9BWF3 | RNA-binding protein 4 RBM4
QI9BXPS5 | Serrate RNA effector molecule homolog SRRT
Q9BZE4 | Nucleolar GTP-binding protein 1 GTPBP4
Q9BZF1 Oxysterol-binding protein-related protein 8 OSBPLS8
Q9BZZ5 | Apoptosis inhibitor 5 APIS
Q9GZL7 | Ribosome biogenesis protein WDR12 WDR12
Q9HOU4 | Ras-related protein Rab-1B RAB1B
Q9H307 Pinin PNN
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Q9HS583 HEAT repeat-containing protein 1;HEAT HEATR1
repeat-containing protein 1, N-terminally
processed
Q9H910 Hematological and neurological expressed 1- | HN1L
like protein
Q9H9J2 39S ribosomal protein L44, mitochondrial MRPL44
QINQC3 | Reticulon-4 RTN4
Q9NR46 | Endophilin-B2 SH3GLB2
QI9NRN7 | L-aminoadipate-semialdehyde AASDHPPT
dehydrogenase-phosphopantetheinyl
transferase
QINSD9 | Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit FARSB
Q9NUQY | Protein FAM49B FAM49B
Q9NUU7 | ATP-dependent RNA helicase DDX19A;ATP- DDX19A
dependent RNA helicase DDX19B
QONVS9 | Pyridoxine-5-phosphate oxidase PNPO
QO9NWRS8 | Calcium uniporter regulatory subunit MCUb, CCDC109B
mitochondrial
Q9NWV4 | UPF0587 protein C1orf123 C1orf123
QINXG2 | THUMP domain-containing protein 1 THUMPD1
QINY12 H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 1 GAR1
QI9NY33 | Dipeptidyl peptidase 3 DPP3
QINYL9 | Tropomodulin-3 TMOD3
Q9NZz45 CDGSH iron-sulfur domain-containing protein | CISD1
1
Q9NZzZ3 | Charged multivesicular body protein 5 CHMPS
Q9P000 COMM domain-containing protein 9 COMMD9
Q9UBX3 | Mitochondrial dicarboxylate carrier SLC25A10
Q9UEWS | STE20/SPS1-related proline-alanine-rich STK39
protein kinase
Q9UGP8 | Translocation protein SEC63 homolog SEC63
Q9UHDS8 | Septin-9
Q9UHVY | Prefoldin subunit 2 PFDN2
Q9UJZ1 Stomatin-like protein 2, mitochondrial STOML2
Q9UK76 | Hematological and neurological expressed 1 HN1
protein;Hematological and neurological
expressed 1 protein, N-terminally processed
Q9UKY7 | Protein CDV3 homolog CDV3
Q9UN86 | Ras GTPase-activating protein-binding protein | G3BP2
2
Q9UNZ2 | NSFL1 cofactor p47 NSFL1C
Q9UQ35 | Serine/arginine repetitive matrix protein 2 SRRM2
Q9Y224 UPF0568 protein C140rf166 C140rf166
Q9Y262 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit | EIF3L
L
Q9Y265 RuvB-like 1 RUVBL1
Q9Y295 Developmentally-regulated GTP-binding DRG1

protein 1
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Q9Y2Q3 | Glutathione S-transferase kappa 1 GSTK1

Q9Y2S7 Polymerase delta-interacting protein 2 POLDIP2

Q9Y333 U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm2 LSM2

Q9Y3F4 Serine-threonine kinase receptor-associated STRAP

rotein

Q9Y3P8 gignaling threshold-regulating transmembrane | SIT1
adapter 1

Q9Y5A9 | YTH domain-containing family protein 2 YTHDF2

Q9Y6CY9 | Mitochondrial carrier homolog 2 MTCH2

Proteinas identificadas exclusivamente en Monocultivo 3 nM Vincristina (Figura 23

Protein Protein names Gene names

IDs

000233 | 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD9
subunit 9

014745 | Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE- | SLC9A3R1
RF1

015144 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 2 ARPC2

043324 | Eukaryotic translation elongation factor 1 EEF1E1
epsilon-1

043399 | Tumor protein D54 TPD52L2

043504 | Ragulator complex protein LAMTORS LAMTORS

043670 | BUBS-interacting and GLEBS maotif-containing | ZNF207
protein ZNF207

043681 | ATPase ASNA1 ASNA1

060711 Leupaxin LPXN

060831 PRA1 family protein 2 PRAF2

060832 | H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 4 DKCA1

060880 | SH2 domain-containing protein 1A SH2D1A

075425 | Motile sperm domain-containing protein 3 MOSPD3

075489 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur | NDUFS3
protein 3, mitochondrial

075533 | Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1

075947 | ATP synthase subunit d, mitochondrial ATP5H

094776 | Metastasis-associated protein MTA2 MTA2

095319 | CUGBP Elav-like family member 2 CELF2

095379 | Tumor necrosis factor alpha-induced protein 8 | TNFAIP8

095433 | Activator of 90 kDa heat shock protein ATPase | AHSA1
homolog 1

095684 | FGFR1 oncogene partner FGFR10P

095816 | BAG family molecular chaperone regulator 2 BAG2

P0O0568 | Adenylate kinase isoenzyme 1 AK1

P02794 Ferritin heavy chain;Ferritin heavy chain, N- FTHA1
terminally processed

P04083 | Annexin A1 ANXA1
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P04179 | Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial SOD2
P04259 | Keratin, type Il cytoskeletal 6B KRT6B
P04818 | Thymidylate synthase TYMS
P05161 Ubiquitin-like protein ISG15 ISG15
P06239 | Tyrosine-protein kinase Lck LCK
P06493 | Cyclin-dependent kinase 1 CDKA1
P07108 | Acyl-CoA-binding protein DBI
P07766 | T-cell surface glycoprotein CD3 epsilon chain CD3E
P09972 Fructose-bisphosphate aldolase C ALDOC
P10606 Cytochrome c oxidase subunit 5B, mitocondrial | COX5B
P11310 | Medium-chain specific acyl-CoA ACADM
dehydrogenase, mitochondrial
P11498 | Pyruvate carboxylase, mitochondrial PC
P12236 ADP/ATP translocase 3;ADP/ATP translocase SLC25A6
3, N-terminally processed;ADP/ATP
translocase 1
P13473 | Lysosome-associated membrane glycoprotein LAMP2
2
P14174 Macrophage migration inhibitory factor MIF
P14317 Hematopoietic lineage cell-specific protein HCLS1
P63162 Small nuclear ribonucleoprotein-associated SNRPN
protein N;Small nuclear ribonucleoprotein-
associated proteins B and B
P15153 | Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 RAC2
P15531 Nucleoside diphosphate kinase A NME1
P15924 Desmoplakin DSP
P18065 | Insulin-like growth factor-binding protein 2 IGFBP2
P18621 60S ribosomal protein L17 RPL17
P19623 | Spermidine synthase SRM
Q9NRH3 | Tubulin gamma-2 chain;Tubulin gamma-1 chain | TUBG2
P24534 | Elongation factor 1-beta EEF1B2
P24941 Cyclin-dependent kinase 2;Cyclin-dependent CDK2
kinase 3
P26639 | Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic TARS
P27816 | Microtubule-associated protein 4 MAP4
P27824 | Calnexin CANX
P28072 | Proteasome subunit beta type-6 PSMB6
P30520 | Adenylosuccinate synthetase isozyme 2 ADSS
P31327 | Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], CPS1
mitochondrial
P35244 | Replication protein A 14 kDa subunit RPA3
P35613 | Basigin BSG
P35754 | Glutaredoxin-1 GLRX
P36873 | Serine/threonine-protein phosphatase PP1- PPP1CC
gamma catalytic subunit
P40261 Nicotinamide N-methyltransferase NNMT
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P41567 | Eukaryotic translation initiation factor EIF1
1;Eukaryotic translation initiation factor 1b
P46087 | Probable 28S rRNA (cytosine(4447)-C(5))- NOP2
methyltransferase
P46100 | Transcriptional regulator ATRX ATRX
P46776 | 60S ribosomal protein L27a RPL27A
P46977 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein STT3A
glycosyltransferase subunit STT3A
P49589 | Cysteine--tRNA ligase, cytoplasmic CARS
P49591 Serine--tRNA ligase, cytoplasmic SARS
P49756 | RNA-binding protein 25 RBM25
P50502 Hsc70-interacting protein;Putative protein ST13
FAM10A4;Putative protein FAM10A5
P51610 Host cell factor 1;HCF N-terminal chain 1;HCF HCFC1
N-terminal chain 2;HCF N-terminal chain 3;HCF
N-terminal chain 4;HCF N-terminal chain 5;HCF
N-terminal chain 6;HCF C-terminal chain 1;HCF
C-terminal chain 2;HCF C-terminal chain 3;HCF
C-terminal chain 4;HCF C-terminal chain 5;HCF
C-terminal chain 6
P52434 DNA-directed RNA polymerases |, Il, and ll| POLR2H
subunit RPABC3
P52597 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein HNRNPF
F;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F,
N-terminally processed
P53597 | Succinyl-CoA ligase [ADP/GDP-forming] SUCLGH1
subunit alpha, mitochondrial
P53618 | Coatomer subunit beta COPB1
P54725 UV excision repair protein RAD23 homolog A RAD23A
P55036 | 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD4
subunit 4
P55327 | Tumor protein D52 TPD52
P55786 | Puromycin-sensitive aminopeptidase NPEPPS
P56192 Methionine--tRNA ligase, cytoplasmic MARS
P58546 | Myotrophin MTPN
P59998 | Actin-related protein 2/3 complex subunit 4 ARPC4
P62837 | Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D2;Ubiquitin- | UBE2D2
conjugating enzyme E2 D3
P61956 | Small ubiquitin-related modifier 2;Small SUMO2
ubiquitin-related modifier 4;Small ubiquitin-
related modifier 3
P61960 | Ubiquitin-fold modifier 1 UFM1
P62191 26S protease regulatory subunit 4 PSMC1
P62495 | Eukaryotic peptide chain release factor subunit | ETF1
1
P62854 40S ribosomal protein S26;Putative 40S RPS26
ribosomal protein S26-like 1
P62861 40S ribosomal protein S30 FAU
P62910 | 60S ribosomal protein L32 RPL32
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P63151 Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 PPP2R2A
kDa regulatory subunit B alpha
isoform;Serine/threonine-protein phosphatase
2A 55 kDa regulatory subunit B beta
isoform;Serine/threonine-protein phosphatase
2A 55 kDa regulatory subunit B delta isoform

P63167 | Dynein light chain 1, cytoplasmic;Dynein light DYNLLA1
chain 2, cytoplasmic

P63261 Actin, cytoplasmic 2;Actin, cytoplasmic 2, N- ACTG1
terminally processed

P63313 | Thymosin beta-10 TMSB10

P82909 28S ribosomal protein S36, mitochondrial MRPS36

P84243 | Histone H3.3 H3F3A

Q01196 | Runt-related transcription factor 1 RUNX1

Q02978 | Mitochondrial 2-oxoglutarate/malate carrier SLC25A11
protein

Q10713 | Mitochondrial-processing peptidase subunit PMPCA
alpha

Q12873 | Chromodomain-helicase-DNA-binding protein CHD3
3;Chromodomain-helicase-DNA-binding protein
4;Chromodomain-helicase-DNA-binding protein
5

Q13011 Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, ECH1
mitocondrial

Q13094 | Lymphocyte cytosolic protein 2 LCP2

Q13148 | TAR DNA-binding protein 43 TARDBP

Q13526 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA- PIN1
interacting 1

Q13561 Dynactin subunit 2 DCTN2

Q13867 | Bleomycin hydrolase BLMH

Q14145 | Kelch-like ECH-associated protein 1 KEAP1

Q14257 | Reticulocalbin-2 RCN2

Q14651 | Plastin-1 PLS1

Q15369 | Transcription elongation factor B polypeptide 1 | TCEB1

Q15785 | Mitochondrial import receptor subunit TOM34 TOMM34

Q16186 | Proteasomal ubiquitin receptor ADRM1 ADRM1

Q16795 | NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 alpha NDUFA9
subcomplex subunit 9, mitochondrial

Q16836 | Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, HADH
mitocondrial

Q16891 MICOS complex subunit MIC60 IMMT

Q3MIT2 | Putative tRNA pseudouridine synthase Pus10 PUS10

Q9Y6H1 | Coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain- CHCHD2
containing protein 2;Putative coiled-coil-helix-
coiled-coil-helix domain-containing protein
CHCHD2P9, mitochondrial

Q6DD88 | Atlastin-3 ATL3

Q6UB35 | Monofunctional C1-tetrahydrofolate synthase, MTHFD1L

mitocondrial
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Q6ZMV7 | Leucine-, glutamate- and lysine-rich protein 1 LEKR1

Q7L1Q6 | Basic leucine zipper and W2 domain-containing | BZW1
protein 1

Q9BYJ9 | YTH domain-containing family protein 1;YTH YTHDFA1
domain-containing family protein 3

Q86Y13 | E3 ubiquitin-protein ligase DZIP3 DZIP3

Q8IUE6 | Histone H2A type 2-B HIST2H2AB

Q8IYD1 Eukaryotic peptide chain release factor GTP- GSPT2
binding subunit ERF3B

Q8IYT4 | Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2 | KATNAL2

QINP97 | Dynein light chain roadblock-type 1;Dynein light | DYNLRB1
chain roadblock-type 2

Q8WXC6 | Myeloma-overexpressed gene 2 protein MYEOQOV2

Q8WXE9 | Stonin-2 STON2

Q8WYJ6 | Septin-1 sep-01

Q92522 | Histone H1x H1FX

Q92526 | T-complex protein 1 subunit zeta-2 CCT6eB

Q92530 | Proteasome inhibitor P131 subunit PSMF1

Q92797 | Symplekin SYMPK

Q93045 | Stathmin-2 STMN2

Q93084 | Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATP2A3
ATPase 3

Q96C36 | Pyrroline-5-carboxylate reductase 2 PYCR2

Q96DA6 | Mitochondrial import inner membrane DNAJC19
translocase subunit TIM14

Q96DN2 | von Willebrand factor C and EGF domain- VWCE
containing protein

Q96G23 | Ceramide synthase 2 CERS2

Q96HQ2 | CDKN2AIP N-terminal-like protein CDKN2AIPNL

Q96HR8 | H/ACA ribonucleoprotein complex non-core NAF1
subunit NAF1

Q96KP4 | Cytosolic non-specific dipeptidase CNDP2

Q96P48 | Arf-GAP with Rho-GAP domain, ANK repeat ARAP1
and PH domain-containing protein 1

Q96S97 | Myeloid-associated differentiation marker MYADM

Q9BSD7 | Cancer-related nucleoside-triphosphatase NTPCR

Q9BVC6 | Transmembrane protein 109 TMEM109

Q9BY43 | Charged multivesicular body protein 4a CHMP4A

Q9GZP9 | Derlin-2 DERL2

Q9H299 | SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like SH3BGRL3
protein 3

Q9H3K6 | BolA-like protein 2 BOLA2

Q9HC38 | Glyoxalase domain-containing protein 4 GLOD4

Q9NP79 | Vacuolar protein sorting-associated protein VTA1
VTA1 homolog

QINQTS5 | Exosome complex component RRP40 EXOSC3

Q9NRPO | Oligosaccharyltransferase complex subunit OSTC

OSTC
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QINS69 | Mitochondrial import receptor subunit TOM22 TOMM22
homolog
QINTJ3 | Structural maintenance of chromosomes SMC4
protein 4
QINXH9 | tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase TRMT1
Q9NZ01 | Very-long-chain enoyl-CoA reductase TECR
QI9NZT1 | Calmodulin-like protein 5 CALML5
Q9UBQO | Vacuolar protein sorting-associated protein 29 | VPS29
QI9UHI6 | Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20 | DDX20
Q9UI30 | Multifunctional methyltransferase subunit TRMT112
TRM112-like protein
Q9UJUG | Drebrin-like protein DBNL
Q9UKKS9 | ADP-sugar pyrophosphatase NUDT5
Q9UL46 | Proteasome activator complex subunit 2 PSME2
Q9Y285 | Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit FARSA
Q9Y2V2 | Calcium-regulated heat stable protein 1 CARHSP1
Q9Y2W2 | WW domain-binding protein 11 WBP11
Q9Y3D6 | Mitochondrial fission 1 protein FIS1
Q9Y4Y9 | U6 snRNA-associated Sm-like protein LSm5 LSM5
Q9Y512 | Sorting and assembly machinery component 50 | SAMM50
homolog
Q9Y5MS8 | Signal recognition particle receptor subunit beta | SRPRB

Proteinas identificadas exclusivamente en Cocultivo 0 nM Vincristina (Figura 24)

Protein Protein names Gene names
IDs
000567 Nucleolar protein 56 NOP56
014744 Protein arginine N-methyltransferase PRMTS
5;Protein arginine N-methyltransferase 5, N-
terminally processed
075340 Programmed cell death protein 6 PDCD6
075369 Filamin-B FLNB
075390 Citrate synthase, mitochondrial CS
075396 Vesicle-trafficking protein SEC22b SEC22B
075431 Metaxin-2 MTX2
075533 Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1
075643 U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa SNRNP200
helicase
075746 Calcium-binding mitochondrial carrier protein | SLC25A12
Aralar1
075874 Isocitrate dehydrogenase [NADP] IDH1
cytoplasmic
095342 Bile salt export pump ABCB11
095373 Importin-7 IPO7
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096008 Mitochondrial import receptor subunit TOM40 | TOMMA40
homolog
P02751 Fibronectin;Anastellin;Ugl-Y1;Ugl-Y2;Ugl-Y3 | FN1
P04083 Annexin A1 ANXA1
P04843 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein RPN1
glycosyltransferase subunit 1
P05091 Aldehyde dehydrogenase, mitochondrial ALDH2
P05387 60S acidic ribosomal protein P2 RPLP2
P06454 Prothymosin alpha;Prothymosin alpha, N- PTMA
terminally processed;Thymosin alpha-1
P08133 Annexin A6 ANXA6
P08174 Complement decay-accelerating factor CD55
P08473 Neprilysin MME
P08559 Pyruvate dehydrogenase E1 component PDHA1
subunit alpha, somatic form, mitochondrial
P09525 Annexin A4 ANXA4
P09622 Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial DLD
P09661 U2 small nuclear ribonucleoprotein A SNRPAT1
P09960 Leukotriene A-4 hydrolase LTA4H
PODN76 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit;Splicing | U2AF1;U2AF1L4
factor U2AF 26 kDa subunit
P10412 Histone H1.4;Histone H1.3 HIST1H1E;HIST1H1D
P11177 Pyruvate dehydrogenase E1 component PDHB
subunit beta, mitochondrial
P11940 Polyadenylate-binding protein PABPC1;PABPC3
1;Polyadenylate-binding protein 3
P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5
P13807 Glycogen [starch] synthase, muscle GYSH1
P14868 Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic DARS
P15121 Aldose reductase AKR1B1
P17931 Galectin-3 LGALS3
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
P18669 Phosphoglycerate mutase 1 PGAM1
P19367 Hexokinase-1 HK1
P20674 Cytochrome c oxidase subunit 5A, COX5A
mitocondrial
P23528 Cofilin-1 CFL1
P26373 60S ribosomal protein L13 RPL13
P26447 Protein S100-A4 S100A4
P26583 High mobility group protein B2 HMGB2
P26641 Elongation factor 1-gamma EEF1G
P27635 60S ribosomal protein L10 RPL10
P27695 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) APEX1
lyase;DNA-(apurinic or apyrimidinic site)
lyase, mitochondrial
P29972 Aquaporin-1 AQP1
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P31946 14-3-3 protein beta/alpha;14-3-3 protein YWHAB
beta/alpha, N-terminally processed

P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1

P31949 Protein S100-A11;Protein S100-A11, N- S100A11
terminally processed

P32969 60S ribosomal protein L9 RPL9

P36542 ATP synthase subunit gamma, mitochondrial | ATP5C1

P36915 Guanine nucleotide-binding protein-like 1 GNLA1

P37837 Transaldolase TALDO1

P39019 40S ribosomal protein S19 RPS19

P39023 60S ribosomal protein L3 RPL3

P39656 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein DDOST
glycosyltransferase 48 kDa subunit

P39687 Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 | ANP32A
family member A

P39748 Flap endonuclease 1 FENA1

P40429 60S ribosomal protein L13a;Putative 60S RPL13A;:RPL13AP3
ribosomal protein L13a protein RPL13AP3

P40937 Replication factor C subunit 5 RFC5

Q9BY66 Lysine-specific demethylase 5D;Lysine- KDMS5D;KDM5C
specific demethylase 5C

P42677 40S ribosomal protein S27 RPS27

P42704 Leucine-rich PPR motif-containing protein, LRPPRC
mitochondrial

P43304 Glycerol-3-phosphate dehydrogenase, GPD2
mitocondrial

P45880 Voltage-dependent anion-selective channel VDAC2
protein 2

P46782 40S ribosomal protein S5;40S ribosomal RPS5
protein S5, N-terminally processed

P49748 Very long-chain specific acyl-CoA ACADVL
dehydrogenase, mitochondrial

P51991 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 | HNRNPA3

P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP

P55084 Trifunctional enzyme subunit beta, HADHB
mitochondrial;3-ketoacyl-CoA thiolase

P61019 Ras-related protein Rab-2A;Ras-related RAB2A;:RAB2B
protein Rab-2B

P62834 Ras-related protein Rap-1A;Ras-related RAP1A;RAP1B
protein Rap-1b;Ras-related protein Rap-1b-
like protein

P61254 60S ribosomal protein L26;60S ribosomal RPL26;RPL26L1
protein L26-like 1

P62195 26S protease regulatory subunit 8 PSMC5

P62241 40S ribosomal protein S8 RPS8

P62258 14-3-3 protein epsilon YWHAE

P62263 40S ribosomal protein S14 RPS14

P62269 40S ribosomal protein S18 RPS18

P62304 Small nuclear ribonucleoprotein E SNRPE
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P62316 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D2 SNRPD2
P62328 Thymosin beta-4;Hematopoietic system TMSB4X
regulatory peptide
P62701 40S ribosomal protein S4, X isoform;40S RPS4X;:RPS4Y1
ribosomal protein S4, Y isoform 1
P62829 60S ribosomal protein L23 RPL23
P62879 Guanine nucleotide-binding protein GNB2;GNB4
G(1)/G(S)/G(T) subunit beta-2;Guanine
nucleotide-binding protein subunit beta-4
P68371 Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain | TUBB4B;TUBB4A
P80723 Brain acid soluble protein 1 BASP1
P84098 60S ribosomal protein L19 RPL19
Q00325 Phosphate carrier protein, mitochondrial SLC25A3
Q01082 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 SPTBN1
Q02878 60S ribosomal protein L6 RPL6
Q07065 Cytoskeleton-associated protein 4 CKAP4
Q09028 Histone-binding protein RBBP4 RBBP4
Q12965 Unconventional myosin-le;Unconventional MYO1E;MYO1F
myosin-If
Q13151 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO | HNRNPAO
Q13247 Serine/arginine-rich splicing factor SRSF6;SRSF4
6;Serine/arginine-rich splicing factor 4
Q13509 Tubulin beta-3 chain TUBB3
Q14141 Septin-6 sep-06
Q14315 Filamin-C FLNC
Q15029 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein EFTUDZ2
component
Q15393 Splicing factor 3B subunit 3 SF3B3
Q15436 Protein transport protein Sec23A SEC23A
Q16629 Serine/arginine-rich splicing factor 7 SRSF7
Q16719 Kynureninase KYNU
Q1KMD3 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U- | HNRNPUL2
like protein 2
Q3LXA3 Bifunctional ATP-dependent DAK
dihydroxyacetone kinase/FAD-AMP lyase
(cyclizing);ATP-dependent dihydroxyacetone
kinase;FAD-AMP lyase (cyclizing)
Q6NZI2 Polymerase | and transcript release factor PTRF
Q8NB78 Lysine-specific histone demethylase 1B KDM1B
Q92504 Zinc transporter SLC39A7 SLC39A7
Q92945 Far upstream element-binding protein 2 KHSRP
Q96DN6 Methyl-CpG-binding domain protein 6 MBD6
Q96PK6 RNA-binding protein 14 RBM14
Q99832 T-complex protein 1 subunit eta CCT7
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1 ESYT1
Q9BTTO Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 | ANP32E

family member E
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Q9POLO Vesicle-associated membrane protein- VAPA
associated protein A

Q9UBGO | C-type mannose receptor 2 MRC2
Q9UNS2 | COP9 signalosome complex subunit 3 COPS3
Q9Y266 Nuclear migration protein hudC NUDC
Q9Y220 Suppressor of G2 allele of SKP1 homolog SUGT1
Q9Y3EQ Vesicle transport protein GOT1B GOLT1B
QY678 Coatomer subunit gamma-1 COPG1

Proteinas identificadas exclusivamente en Cocultivo 40 nM Vincristina (Figura 24)

Protein Protein names Gene names
IDs
A8MPP1 | Putative ATP-dependent RNA helicase DDX11L8
DDX11-like protein 8;Putative ATP-dependent
RNA helicase DDX12;Probable ATP-
dependent RNA helicase DDX11
015042 U2 snRNP-associated SURP motif-containing | U2SURP
rotein
043865 E‘utative adenosylhomocysteinase 2;Putative | AHCYLA1
adenosylhomocysteinase 3
095197 Reticulon-3 RTN3
095819 Mitogen-activated protein kinase kinase MAP4K4
kinase kinase 4
P00505 Aspartate aminotransferase, mitochondrial GOT2
P05386 60S acidic ribosomal protein P1 RPLP1
P06703 Protein S100-A6 S100A6
P06865 Beta-hexosaminidase subunit alpha HEXA
P07737 Profilin-1 PFN1
P08195 4F2 cell-surface antigen heavy chain SLC3A2
P09874 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 PARP1
Q71UI9 Histone H2A.V;Histone H2A.Z H2AFV
P12268 Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 2 IMPDH2
P12429 Annexin A3 ANXA3
P13073 Cytochrome c oxidase subunit 4 isoform 1, COX4I11
mitocondrial
P13667 Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4
P13693 Translationally-controlled tumor protein TPTA
P13797 Plastin-3 PLS3
P14174 Macrophage migration inhibitory factor MIF
P14314 Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH
P14550 Alcohol dehydrogenase [NADP(+)] AKR1A1
P16949 Stathmin STMN1
P17812 CTP synthase 1 CTPS1
P18124 60S ribosomal protein L7 RPL7
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P21281 V-type proton ATPase subunit B, brain ATP6V1B2;ATP6V1B1
isoform;V-type proton ATPase subunit B,
kidney isoform

P22102 Trifunctional purine biosynthetic protein GART
adenosine-3;Phosphoribosylamine--glycine
ligase;Phosphoribosylformylglycinamidine
cyclo-ligase;Phosphoribosylglycinamide
formyltransferase

P22392 Nucleoside diphosphate kinase B;Putative NME2
nucleoside diphosphate kinase

P24539 ATP synthase F(0) complex subunit B1, ATP5F1
mitochondrial

P26038 Moesin MSN

P27797 Calreticulin CALR

P28331 NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa NDUFS1
subunit, mitochondrial

P30041 Peroxiredoxin-6 PRDX6

P30044 Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5

P30048 Thioredoxin-dependent peroxide reductase, PRDX3
mitocondrial

P30050 60S ribosomal protein L12 RPL12

P31146 Coronin-12 CORO1A

P31942 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 | HNRNPH3

P33992 DNA replication licensing factor MCM5 MCM5

P34897 Serine hydroxymethyltransferase, SHMT2
mitocondrial

P36776 Lon protease homolog, mitochondrial LONP1

P38117 Electron transfer flavoprotein subunit beta ETFB

P38159 RNA-binding motif protein, X RBMX
chromosome;RNA-binding motif protein, X
chromosome, N-terminally processed;RNA
binding motif protein, X-linked-like-1

P40925 Malate dehydrogenase, cytoplasmic MDH1

P43243 Matrin-3 MATR3

P43686 26S protease regulatory subunit 6B PSMC4

P46783 40S ribosomal protein S10;Putative 40S RPS10
ribosomal protein S10-like

P48047 ATP synthase subunit O, mitochondrial ATP50

P49321 Nuclear autoantigenic sperm protein NASP

P49411 Elongation factor Tu, mitochondrial TUFM

P49755 Transmembrane emp24 domain-containing TMED10
protein 10

P49773 Histidine triad nucleotide-binding protein 1 HINT1

P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta GDI2

P50990 T-complex protein 1 subunit theta CCT8

P50991 T-complex protein 1 subunit delta CCT4

P51570 Galactokinase GALK1

P52566 Rho GDP-dissociation inhibitor 2 ARHGDIB
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P61026 Ras-related protein Rab-10 RAB10
P62249 40S ribosomal protein S16 RPS16
P62491 Ras-related protein Rab-11A;Ras-related RAB11A;RAB11B
protein Rab-11B
P62753 40S ribosomal protein S6 RPS6
P63010 AP-2 complex subunit beta AP2B1
P63220 40S ribosomal protein S21 RPS21
P63244 Guanine nucleotide-binding protein subunit GNB2L1
beta-2-like 1;Guanine nucleotide-binding
protein subunit beta-2-like 1, N-terminally
processed
Q04637 Eukaryotic translation initiation factor 4 EIF4G1
gamma 1
Q08945 FACT complex subunit SSRP1 SSRP1
Q12905 Interleukin enhancer-binding factor 2 ILF2
Q12906 Interleukin enhancer-binding factor 3 ILF3
Q13263 Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28
Q14684 Ribosomal RNA processing protein 1 homolog | RRP1B
B
Q14697 Neutral alpha-glucosidase AB GANAB
Q15008 26S proteasome non-ATPase regulatory PSMD6
subunit 6
Q15046 Lysine--tRNA ligase KARS
Q15555 Microtubule-associated protein RP/EB family | MAPRE2
member 2
Q5M9NO | Coiled-coil domain-containing protein 158 CCDC158
Q6PKGO | La-related protein 1 LARP1
Q7Z7K6 | Centromere protein V CENPV
Q8NC51 Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding | SERBP1
rotein
Q8NEZ4 ﬂistone-lysine N-methyltransferase 2C KMT2C
Q8WVB6 | Chromosome transmission fidelity protein 18 | CHTF18
homolog
Q92896 Golgi apparatus protein 1 GLG1
Q96FQ6 | Protein S100-A16 S100A16
Q9H8Q6 | Putative uncharacterized protein encoded by | HEXA-AS1
HEXA-AS1
Qaull2 ATPase inhibitor, mitochondrial ATPIF1
Q9UMXO0 | Ubiquilin-1;Ubiquilin-2 UBQLN1
Q9Y547 Intraflagellar transport protein 25 homolog HSPB11

Proteinas compartidas entre los monocultivos con 0 nM y 3 nM de vincristina y que mostraron diferencias
significativas en abundancia (Figura 30). Mas abundantes en 3nM vincristina que en 0 nM
Protein Protein names Gene
IDs names
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P06454 | Prothymosin alpha;Prothymosin alpha, N-terminally PTMA
processed;Thymosin alpha-1

PODP25 | Calmodulin-3 CALM3
P14314 | Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH
P61604 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1
P62328 | Thymosin beta-4;Hematopoietic system regulatory peptide TMSB4X
P67936 | Tropomyosin alpha-4 chain TPM4
Q99623 | Prohibitin-2 PHB2

Proteinas compartidas entre los monocultivos con 0 nM y 3 nM de vincristina y que mostraron diferencias
significativas en abundancia (Figura 30). Mas abundantes sin vincristina que en 3 nM

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1
P11940 Polyadenylate-binding protein 1;Polyadenylate-binding PABPC1
protein 3
P13639 Elongation factor 2 EEF2
P16403 Histone H1.2 HIST1H1C
P21333 Filamin-A FLNA
P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX2
P40227 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A
P48643 T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5
P61586 Transforming protein RhoA RHOA
P62081 408 ribosomal protein S7 RPS7
P62318 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 SNRPD3
P78371 T-complex protein 1 subunit beta CCT2
Q00610 Clathrin heavy chain 1 CLTC
Q14974 Importin subunit beta-1 KPNB1
Q16777 Histone H2A type 2-C;Histone H2A type 2-A HIST2H2AC
Q99832 T-complex protein 1 subunit eta CCT7

Proteinas compartidas entre los monocultivos con 0 nM y 3 nM de vincristina que se agruparon en
clusters de regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 31). Cluster 409 mas abundantes sin
vincristina que en 3 nM.

Protein Protein names Gene

IDs names
075367 Core histone macro-H2A.1 H2AFY
P30050 60S ribosomal protein L12 RPL12
P15880 40S ribosomal protein S2 RPS2
Q13263 Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28
P52565 Rho GDP-dissociation inhibitor 1 ARHGDIA
P62424 60S ribosomal protein L7a RPL7A
P55072 Transitional endoplasmic reticulum ATPase VCP
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Q01082 Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1 SPTBN1
P43243 Matrin-3 MATR3
P55769 NHP2-like protein 1;NHP2-like protein 1, N-terminally NHP2L1

processed
P61586 Transforming protein RhoA RHOA
P78417 Glutathione S-transferase omega-1 GSTO1
Q9Y3I0 tRNA-splicing ligase RtcB homolog RTCB
P09429 High mobility group protein B1;Putative high mobility HMGB1

group protein B1-like 1
P12814 Alpha-actinin-1 ACTN1
Q02790 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4;Peptidyl- FKBP4

prolyl cis-trans isomerase FKBP4, N-terminally

processed
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
P25789 Proteasome subunit alpha type-4 PSMA4
P55060 Exportin-2 CSE1L
P21333 Filamin-A FLNA
P50990 T-complex protein 1 subunit theta CCTS8
P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein HNRNPA1

A1;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1, N-

terminally processed;Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein Al-like 2
P26583 High mobility group protein B2 HMGB2
Q15185 Prostaglandin E synthase 3 PTGES3
Q3ZCM7 | Tubulin beta-8 chain TUBBS
Q01469 Fatty acid-binding protein, epidermal FABPS
P47914 60S ribosomal protein L29 RPL29
Q9UKY7 Protein CDV3 homolog CDV3
P16615 Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium ATPase 2 | ATP2A2
P28066 Proteasome subunit alpha type-5 PSMAS5
P37108 Signal recognition particle 14 kDa protein SRP14
P13639 Elongation factor 2 EEF2
Q9BWF3 | RNA-binding protein 4 RBM4
Q99832 T-complex protein 1 subunit eta CCT7
P16403 Histone H1.2 HIST1H1C
P30086 Phosphatidylethanolamine-binding protein PEBP1

1;Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide
Q92499 ATP-dependent RNA helicase DDX1 DDX1
P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5
Q16629 Serine/arginine-rich splicing factor 7 SRSF7
P26640 Valine--tRNA ligase VARS
Q9UNZ2 NSFL1 cofactor p47 NSFL1C
P15311 Ezrin EZR
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
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043143 Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent RNA DHX15
helicase DHX15
P78371 T-complex protein 1 subunit beta CCT2
P07195 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB
Q00325 Phosphate carrier protein, mitochondrial SLC25A3
P62318 Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 SNRPD3
000303 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit F EIF3F
Q15046 Lysine--tRNA ligase KARS
P62826 GTP-binding nuclear protein Ran RAN
Q14152 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A EIF3A
Q16777 Histone H2A type 2-C;Histone H2A type 2-A HIST2H2AC
P62140 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-beta PPP1CB
catalytic subunit
Q969Q0 60S ribosomal protein L36a-like;60S ribosomal protein RPL36AL
L36a
Q9Y266 Nuclear migration protein nudC NUDC
QI9NR30 Nucleolar RNA helicase 2 DDX21
P46783 40S ribosomal protein S10;Putative 40S ribosomal RPS10
protein S10-like
P50395 Rab GDP dissociation inhibitor beta GDI2
P62820 Ras-related protein Rab-1A RAB1A
Q9UHV9 | Prefoldin subunit 2 PFDN2
P36578 60S ribosomal protein L4 RPL4
P22234 Multifunctional protein PAICS
ADEZ2;Phosphoribosylaminoimidazole-
succinocarboxamide
synthase;Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
P61158 Actin-related protein 3 ACTR3
P17844 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 DDX5
Q5SSJ5 Heterochromatin protein 1-binding protein 3 HP1BP3
P32119 Peroxiredoxin-2 PRDX2
P49588 Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic AARS
P63173 60S ribosomal protein L38 RPL38
Q00610 Clathrin heavy chain 1 CLTC
000422 Histone deacetylase complex subunit SAP18 SAP18
P49368 T-complex protein 1 subunit gamma CCT3
Q86VP6 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 CAND1
P62081 40S ribosomal protein S7 RPS7
P62249 40S ribosomal protein S16 RPS16
P49736 DNA replication licensing factor MCM2 MCM2
Q14974 Importin subunit beta-1 KPNB1
P60900 Proteasome subunit alpha type-6 PSMAG
P12004 Proliferating cell nuclear antigen PCNA
Q8N1G4 Leucine-rich repeat-containing protein 47 LRRC47
P61221 ATP-binding cassette sub-family E member 1 ABCE1
Q9P2J5 Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic LARS
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P08670 Vimentin VIM

P11940 Polyadenylate-binding protein 1;Polyadenylate-binding | PABPCH1
protein 3

P55884 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B EIF3B

Q15181 Inorganic pyrophosphatase PPA1

P04844 Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein RPN2
glycosyltransferase subunit 2

P48643 T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5

P63241 Eukaryotic translation initiation factor 5A-1;Eukaryotic EIF5A
translation initiation factor 5A-1-like

043684 Mitotic checkpoint protein BUB3 BUB3

P00441 Superoxide dismutase [Cu-Zn] SOD1

Proteinas compartidas entre los monocultivos con 0 nM y 3 nM de vincristina que se agruparon en

clusters de regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 31). Cluster 424 mas abundantes con 3 nM

de vincristina que sin vincristina.

Protein Protein names Gene
IDs names
P07437 | Tubulin beta chain;Tubulin beta-2B chain;Tubulin beta- | TUBB
2A chain
P11413 | Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase G6PD
Q8NC51 | Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein SERBP1
P62979 | Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a;Ubiquitin;40S RPS27A
ribosomal protein S27a;Polyubiquitin-
B;Ubiquitin;Polyubiquitin-C;Ubiquitin
Q01130 | Serine/arginine-rich splicing factor 2 SRSF2
P52272 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M HNRNPM
P61247 | 40S ribosomal protein S3a RPS3A
P22087 | rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin FBL
P55327 | Tumor protein D52 TPD52
P05161 Ubiquitin-like protein ISG15 ISG15
P52597 | Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein HNRNPF
F;Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F, N-
terminally processed
P11310 | Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, ACADM
mitochondrial
P15153 | Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 RAC2
Q13247 | Serine/arginine-rich splicing factor 6;Serine/arginine- SRSF6
rich splicing factor 4
043175 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH
AOFGRS8 | Extended synaptotagmin-2 ESYT2
P25705 | ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1
P05387 | 60S acidic ribosomal protein P2 RPLP2
P61604 | 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1
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Q9BTTO | Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family ANP32E
member E

P24534 | Elongation factor 1-beta EEF1B2

P61956 | Small ubiquitin-related modifier 2;Small ubiquitin-related | SUMO2
modifier 4;Small ubiquitin-related modifier 3

P67936 | Tropomyosin alpha-4 chain TPM4

P14314 | Glucosidase 2 subunit beta PRKCSH

P00505 | Aspartate aminotransferase, mitochondrial GOT2

P06454 | Prothymosin alpha;Prothymosin alpha, N-terminally PTMA
processed;Thymosin alpha-1

Q16543 | Hsp90 co-chaperone Cdc37;Hsp90 co-chaperone CDC37
Cdc37, N-terminally processed

P62328 | Thymosin beta-4;Hematopoietic system regulatory TMSB4X

eptide

P67809 ll:\)lul:élease-sensitive element-binding protein 1 YBX1

Q02543 | 60S ribosomal protein L18a RPL18A

Q15366 | Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2

P14625 | Endoplasmin HSP90B1

P51149 | Ras-related protein Rab-7a RAB7A

Proteinas compartidas entre los cocultivos con 0 nM y 40 nM de vincristina y que mostraron diferencias

significativas en abundancia (Figura 33). Mas abundantes sin vincristina que en 40 nM

Protein Protein names Gene
IDs names
P02545 Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA
Q15149 Plectin PLEC

Proteinas compartidas entre los cocultivos con 0 nM y 40 nM de vincristina y que mostraron diferencias

significativas en abundancia (Figura 33). Mas abundantes con 40 nM que sin vincristina

Protein Protein names Gene
IDs names
P62807 Histone H2B type 1-C/E/F/G/I HIST1H2BC

Proteinas compartidas entre los cocultivos con 0 nM y 40 nM de vincristina que se agruparon en clusters
de regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 34). Cluster 90 mas abundantes sin vincristina que

en 40 nM.
Protein IDs Protein names Gene
names
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA
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P62424 60S ribosomal protein L7a RPL7A

P05141 ADP/ATP translocase 2;ADP/ATP translocase 2, | SLC25A5
N-terminally processed
P25705 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1
P12956 X-ray repair cross-complementing protein 6 XRCC6
P02545 Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA
P40937 Replication factor C subunit 5 RFC5
P61254;Q9UNX3 | 60S ribosomal protein L26;60S ribosomal protein | RPL26
L26-like 1
P68371;P04350 | Tubulin beta-4B chain;Tubulin beta-4A chain TUBB4B
Q15366 Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2
Q15149 Plectin PLEC
P36578 60S ribosomal protein L4 RPL4
P00387 NADH-cytochrome b5 reductase 3;NADH- CYB5R3

cytochrome b5 reductase 3 membrane-bound
form;NADH-cytochrome b5 reductase 3 soluble

form
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1 ESYT1
P35579 Myosin-9 MYH9
P17987 T-complex protein 1 subunit alpha TCP1
P17858 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver PFKL
type
075369 Fyillaamin-B FLNB
000410 Importin-5 IPO5

Proteinas compartidas entre el monocultivo y el cocultivo sin vincristina y que mostraron diferencias
significativas en abundancia (Figura 36). Mas abundantes en cocultivo que en monocultivo

Protein Protein names Gene
IDs names
000410 Importin-5 IPO5
P02545 Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA
P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B
P08670 Vimentin VIM
Q9BSJ8 Extended synaptotagmin-1 ESYT1

Proteinas compartidas entre el monocultivo y el cocultivo sin vincristina y que mostraron diferencias
significativas en abundancia (Figura 36). Mas abundantes en monocultivo que en cocultivo

Protein Protein names Gene names
IDs

P00338 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA
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P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
P06733 Alpha-enolase ENO1
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS8
P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5
P13639 Elongation factor 2 EEF2
P14618 Pyruvate kinase PKM PKM
P21333 Filamin-A FLNA
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1
P29401 Transketolase TKT
P40227 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A
P60709 Actin, cytoplasmic 1;Actin, cytoplasmic 1, N-terminally ACTB
processed
P62807 Histone H2B type 1-C/E/F/G/I HIST1H2BC
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;Peptidyl-prolyl cis- | PPIA
trans isomerase A, N-terminally processed
P68104 Elongation factor 1-alpha 1;Putative elongation factor 1- | EEF1A1
alpha-like 3
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU
Q99832 T-complex protein 1 subunit eta CCT7

Proteinas compartidas entre el monocultivo y cocultivo sin vincristina que se agruparon en clusters de
regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 37). Cluster 61 mas abundantes en cocultivo que en
monocultivo.

Protein Protein names Gene names
IDs

P08670 Vimentin VIM

P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B
P02545 Prelamin-A/C;Lamin-A/C LMNA
P48735 Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial IDH2

Proteinas compartidas entre el monocultivo y cocultivo sin vincristina que se agruparon en clusters de
regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 37). Cluster 52 mas abundantes en monocultivo que en
cocultivo.

Protein IDs Protein names Gene names
Q00839 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU
P14618 Pyruvate kinase PKM PKM
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS
P06733 Alpha-enolase ENO1
Q06830 Peroxiredoxin-1 PRDX1
P68104;Q5VTEOQ | Elongation factor 1-alpha 1;Putative elongation EEF1A1
factor 1-alpha-like 3
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P26599 Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1
P21333 Filamin-A FLNA
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;Peptidyl- PPIA
prolyl cis-trans isomerase A, N-terminally
processed
P62424 60S ribosomal protein L7a RPL7A
P60709 Actin, cytoplasmic 1;Actin, cytoplasmic 1, N- ACTB
terminally processed
Q71U36 Tubulin alpha-1A chain TUBA1A
P22314 Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1 UBA1
P20700 Lamin-B1 LMNB1
P78371 T-complex protein 1 subunit beta CCT2
P61254;Q9UNX3 | 60S ribosomal protein L26;60S ribosomal protein | RPL26
L26-like 1
P04075 Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA
Q15366 Poly(rC)-binding protein 2 PCBP2
Q86V81 THO complex subunit 4 ALYREF
P30101 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 XRCC5
P13639 Elongation factor 2 EEF2
P07900 Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
P61604 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1
Q99832 T-complex protein 1 subunit eta CCT7
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 | HNRNPA2B1
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
P40227 T-complex protein 1 subunit zeta CCT6A
P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1
P29401 Transketolase TKT
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1

Proteinas compartidas entre el monocultivo con 3 nM y el cocultivo con 40 nM de vincristina y que
mostraron diferencias significativas en abundancia (Figura 39). Mas abundantes en cocultivo con 40 nM

Protein IDs Protein names Gene names
P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B
P08670 Vimentin VIM

Proteinas compartidas entre el monocultivo con 3 nM y el cocultivo con 40 nM de vincristina y que
mostraron diferencias significativas en abundancia (Figura 39). Mas abundantes en monocultivo con 3

nM

Protein Protein names

IDs

Gene names
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043175 | D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH
P00338 | L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
P00558 | Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
P04406 | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
P06733 | Alpha-enolase ENO1
P07737 | Profilin-1 PFN1
P07900 | Heat shock protein HSP 90-alpha HSP90AA1
P10809 | 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1
P11142 | Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS8
P12956 | X-ray repair cross-complementing protein 6 XRCC6
P13639 | Elongation factor 2 EEF2
P14618 | Pyruvate kinase PKM PKM
P16401 | Histone H1.5 HIST1H1B
P22626 | Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1
P30101 | Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
P60709 | Actin, cytoplasmic 1;Actin, cytoplasmic 1, N-terminally ACTB

processed
P61604 | 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1
P62917 | 60S ribosomal protein L8 RPL8
P62937 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;Peptidyl-prolyl cis- PPIA

trans isomerase A, N-terminally processed
P68104 | Elongation factor 1-alpha 1;Putative elongation factor 1- EEF1A1

alpha-like 3
Q06830 | Peroxiredoxin-1 PRDX1
Q71DI3 | Histone H3.2 HIST2H3A
Q71U36 | Tubulin alpha-1A chain TUBA1A

Proteinas compartidas entre el monocultivo con 3 nM y el cocultivo con 40 nM de vincristina que se
agruparon en clusters de regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 40). Cluster 12 mas
abundantes en cocultivo 40 nM

Protein Protein names Gene
IDs names
P08670 Vimentin VIM
P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B

Proteinas compartidas entre el monocultivo con 3 nM y el cocultivo con 40 nM de vincristina que se
agruparon en clusters de regulacion diferencial en el mapa de calor (Figura 40). Cluster 41 mas
abundantes en monocultivo 3 nM

Protein Protein names Gene names
IDs

P62917 60S ribosomal protein L8 RPL8
P20700 Lamin-B1 LMNB1
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P30101 Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
P22626 Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 HNRNPA2B1
Q71U36 Tubulin alpha-1A chain TUBA1A
P14618 Pyruvate kinase PKM PKM
P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH
P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A;Peptidyl-prolyl cis- | PPIA
trans isomerase A, N-terminally processed
P60709 Actin, cytoplasmic 1;Actin, cytoplasmic 1, N-terminally ACTB
processed
P13639 Elongation factor 2 EEF2
P06733 Alpha-enolase ENO1
P12956 X-ray repair cross-complementing protein 6 XRCC6
P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS8
P00558 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
P25705 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1
P00338 L-lactate dehydrogenase A chain LDHA
P0O7737 Profilin-1 PFN1
043175 D-3-phosphoglycerate dehydrogenase PHGDH
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