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A B R E V I A T U R A S 
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differentiation. 
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CMH Células madre hematopoyéticas  

DTT  DL-Dithiothreitol  

ERO Especies reactivas de oxígeno  

ESI Ionización por electrodispersión, por sus siglas en inglés, electrospray ionization 

FAB Clasificación Francesa- Americana- Británica 

FGF1 Factor de crecimiento de fibroblastos 1, por sus siglas en inglés fibroblast 

growth factor 1 

GO Ontología de genes, por sus siglas en inglés Gene ontology 

HPLC Cromatógrafo de líquidos de alta eficiencia, por sus siglas en inglés 

high performance liquid chromatography  

IAM Iodoacetamida 

IC50 Concentración inhibitoria media 

Ig inmunoglobulina  
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INEGI Instituto Nacional de Estadística, Geografía  

L1, L2 y L3 Subtipos de criterios FAB 

LCR líquido cefalorraquídeo 

LLA Leucemia linfoblástica aguda 

LLA-B Leucemia linfoblástica aguda de linaje B  

LLC Leucemia linfoblástica crónica 

LMA Leucemia mieloide aguda 

LMC Leucemia mieloide crónica 

m/z masa/carga  

MO Médula ósea 

NG2 Antígeno neuro-glial 2  

nHPLC Nano cromatografía de líquidos de alta eficiencia, por sus siglas en inglés 

nano high performance liquid chromatography  

OP-9 ATCC® CRL-2749™ Células estromales mesenquimales de ratón. 

SFB Suero Fetal Bovino 

SNC Sistema nervioso central 

TGF-β Factor de crecimiento transformante beta  

 

 

 

 



 

8 
 

Í N D I C E  D E  F I G U R A S 

. ..................................................... 13 

Figura 2 Cultivos celulares en 2D. ..................................................................... 22 

Figura 3. Técnicas comunes para la formación de esferoides. ....................... 23 

Figura 4 Descripción gráfica de los componentes de la médula ósea ........... 27 

Figura 5 Estructura química de fármaco vincristina.. ...................................... 28 

Figura 6 Análisis proteómicos tipo “shotgun”. ................................................ 31 

Figura 7. Prueba de sensibilidad en monocultivo.. .......................................... 39 

Figura 8 Prueba de sensibilidad a vincristina en cocultivo 2D. ...................... 39 

Figura 9. Prueba de sensibilidad en cocultivo 3D. ........................................... 40 

Figura 10 Descripción de secuencias para generar cocultivos 3D.. ............... 51 

Figura 11.Viabilidad celular en monocultivo. .................................................... 53 

Figura 12. Gráfica del porcentaje de viabilidad de monocultivo transformada a 

logaritmo base 10 y regresión lineal. ................................................................ 54 

Figura 13. Viabilidad celular en cocultivo 2D. ................................................... 56 

Figura 14. Gráfica de porcentaje de viabilidad transformada a logaritmo base 

10 y regresión lineal del cocultivo 2D ............................................................... 57 

Figura 15. Viabilidad celular en cocultivo 3D.. .................................................. 59 

Figura 16 Gráfica porcentaje de viabilidad transformada a logaritmo base 10 y 

regresión lineal del cocultivo 3D. ...................................................................... 60 

Figura 17 Comparación del patrón de bandas en gel de poliacrilamida de los 

extractos de proteínas.. ...................................................................................... 63 

Figura 18. Diagrama de Venn de las proteínas identificadas con cada solución 

amortiguadora. .................................................................................................... 65 

Figura 19. Localización celular de las proteínas extraídas con B2 expresada 

en un diagrama circular. ..................................................................................... 66 

Figura 20. Localización celular de las proteínas extraídas con el B3 expresada 

en un diagrama circular.. .................................................................................... 67 

Figura 21. Comparación del proteoma entre las células CCRF-CEM obtenidas 

de monocultivo y cocultivo 3D.. ......................................................................... 68 

Figura 1 Linajes de las células sanguíneas

file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379799
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379801
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379803
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379804
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379805
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379806
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379807
file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379808


 

9 
 

Figura 22. Gráfica de procesos celulares en función del factor de 

enriquecimiento (Fold Enrichment promedio).. ................................................ 71 

Figura 23. Porcentaje de procesos celulares presentes en monocultivo . .... 72 

Figura 24. Porcentajes de procesos celulares presentes en cocultivo 3D .... 72 

 

Í N D I C E  D E  T A B L A S 

Tabla 1 Anomalías citogenéticas comunes en LLA.. ....................................... 19 

Tabla 2. Composición de las diferentes soluciones amortiguadoras de lisis 42 

Tabla 3. Gradiente de elución. ............................................................................ 48 

Tabla 4 Viabilidad de células CCRF-CEM en monocultivo a diferentes 

concentraciones de vincristina. . ....................................................................... 52 

Tabla 5 Concentración de vincristina contra el logaritmo del promedio de 

viabilidad. ............................................................................................................. 53 

Tabla 6. Viabilidad de células CCRF-CEM en cocultivo 2D a diferentes 

concentraciones de vincristina. ......................................................................... 55 

Tabla 7. Concentración de vincristina contra el logaritmo de la viabilidad de 

las células CCRF-CEM en cocultivo 2D. ............................................................ 56 

Tabla 8. Viabilidad de células CCRF-CEM en cocultivo 3D a diferentes 

concentraciones de vincristina. ......................................................................... 58 

Tabla 9. Concentración de vincristina contra el logaritmo de la viabilidad de 

las células CCRF-CEM en cocultivo 3D ............................................................. 59 

Tabla 10. Comparación de las IC50 obtenidas en los diferentes modelos de 

cultivo celular. ..................................................................................................... 61 

Tabla 11 Concentración de proteínas totales.. ................................................. 62 

Tabla 12. Proteínas identificadas por nHPLC-MS/MS. ..................................... 64 

Tabla 13. Localización celular de las proteínas identificadas al lisar las células 

con B2 y B3.. ........................................................................................................ 66 

Tabla 14. Cantidad de proteínas identificadas en 3x106 células de cada tipo 

celular provenientes de cocultivo 3D. ............................................................... 68 

  

file:///C:/Users/brend/OneDrive/Escritorio/414053193%20VRDB%20VFT.docx%23_Toc146379809


 

10 
 

3) RESUMEN  

Introducción:  En México el cáncer infantil es la primera causa de muerte por 

enfermedad en niños de 5 a 14 años y la sexta en menores de 5. La leucemia 

linfoblástica aguda es el cáncer más común en niños y adolescentes mexicanos; un 

85 % de las leucemias linfoblásticas agudas son de estirpe B (LLA-B). Después de 

recibir el tratamiento, el 20 % de los pacientes presenta recaídas y la 

quimiorresistencia representa un serio problema, por lo que es de interés conocer 

el microambiente tumoral y su influencia sobre la tolerancia a los fármacos 

quimioterapéuticos, empleando estrategias globales como la proteómica. Es 

relevante mencionar que actualmente no hay reportes de análisis proteómicos de 

células de LLA-B en cocultivo 3D.   

Objetivo: Establecer un modelo de microambiente tumoral que permita realizar 

análisis proteómicos basados en espectrometría de masas usando una línea celular 

de leucemia linfoblástica aguda en cocultivo 3D con una línea celular estromal 

mesenquimal de médula ósea. 

Metodología: Se cultivaron las líneas celulares de células de leucemia linfoblástica 

T de humano (CCRF-CEM ATCC® CCL-119™) y células estromales 

mesenquimales de ratón (OP-9 ATCC® CRL-2749™) en monocultivo, cocultivo 2D 

y cocultivo 3D; y se determinó la sensibilidad a vincristina mediante el recuento 

manual empleando el colorante supra vital azul de tripán.  

Se generaron 3x106 de células CCRF-CEM en monocultivo y cocultivo, se extrajeron 

las proteínas y se cuantificaron, redujeron, alquilaron y digirieron a péptidos. Los 

péptidos se inyectaron en un equipo de nano cromatografía de líquidos de alta 

eficiencia (nHPLC) Ultimate 3000 System con columna Acclaim PepMap™ 100 75 

µm x 15 cm C18 marca Thermo acoplado a un espectrómetro de masas Impact II 

Q-TOF Bruker Daltonics. El análisis bioinformático se realizó con el software 

ProteinScape. 

Resultados: Se logro establecer modelo de cultivo celular en monocultivo, cocultivo 

2D y cocultivo 3D, por consiguiente, se determinó la concentración inhibitoria media 
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(IC50) para cada uno al fármaco vincristina cuyo valor fue de 6nM, 15nM y 55nM, 

respectivamente. Con respecto al tipo de cultivo modelo 2D tuvo un factor de 

protección de 2.5 veces, mientras que el cocultivo 3D de 8.5. En los análisis 

proteómicos de las células CCRF-CEM en monocultivo se identifican 1157 proteínas 

y 1108 en el cocultivo 3D. 

Conclusiones: En el presente estudio se estableció el modelo experimental que 

reproduce la protección contra fármacos quimioterapéuticos mediada por el 

microambiente tumoral y con el cuál es posible realizar análisis proteómicos de una 

línea celular de leucemia linfoblástica aguda de linaje T, en monocultivo y cocultivo 

3D. 

Palabras Clave: leucemia linfoblástica aguda, cultivo celular, cocultivo 2D, cocultivo 

3D, proteómica, espectrometría de masas. 
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4) INTRODUCCIÓN 

En México, el cáncer infantil es la primera causa de muerte en niños de 5 a 14 años, 

y la sexta en menores de 5(1). Cabe mencionar que el 85 % de las leucemias 

linfoblásticas son de precursor de células B(2), cerca del 80 % de los pacientes que 

completan su esquema de tratamiento se mantienen libres de cáncer, mientras que 

el 20 % presenta recaídas, y en este grupo la quimiorresistencia compromete el 

éxito del tratamiento(3,4); es por lo que éste trabajo se enfoca en la leucemia 

linfoblástica aguda de linaje B (LLA-B), ésta enfermedad se caracteriza por 

presentar un cuadro clínico con palidez, fiebre, cansancio, debilidad, en algunas 

ocasiones hepatomegalia y esplenomegalia(5–7). 

El cultivo celular es una técnica que permite reproducir células provenientes de un 

tejido de interés o líneas celulares (inmortalizadas)(8). Se ha podido realizar 

monocultivo, cocultivo 2D bidimensionales, cocultivo 3D esferoides(9,10) y tricultivo 

(tres líneas celulares)(11). Estos modelos han permitido estudiar la fisiología celular 

de células normales o tumorales, la acción de los fármacos, la producción de 

proteínas, entre otros(12). Se ha reportado su uso en múltiples investigaciones en 

el estudio de las leucemias para elucidar los principales mecanismos de 

quimiorresistencia y para conocer el impacto que tiene el microambiente celular en 

el desarrollo y progresión de la enfermedad(13–17). ´ 

Con el objetivo de obtener nuevos conocimientos sobre la enfermedad, revelar 

biomarcadores para diagnóstico, o posibles blancos terapéuticos, se puede emplear 

la proteómica (estudio a gran escala de las proteínas)(18), que proporciona una 

visión global de los cambios en la expresión de las proteínas bajo diferentes 

condiciones(19).  

Actualmente existen diversos estudios proteómicos sobre el microambiente tumoral 

de la leucemia(20–22), sin embargo, no se ha reportado uno de leucemia 

linfoblástica aguda de tipo B en cocultivo 3D.   
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5) MARCO TEÓRICO  

LEUCEMIA 

DEFINICIÓN  

La palabra leucemia (Leukämie) significa “sangre blanca”, término propuesto por el 

médico Rudolf Virchow en 1846(23,24). 

La leucemia es un cáncer en el tejido sanguíneo y la médula ósea (MO). Se  

caracteriza por el crecimiento desmedido de glóbulos blancos inmaduros, los cuales 

son incapaces de combatir infecciones y deterioran la capacidad de la médula ósea 

para producir glóbulos rojos y plaquetas(24–26). Dada la diversidad de células, es 

necesaria clasificarla adecuadamente. 

CLASIFICACIÓN 

De manera general las leucemias se clasifican dependiendo de la estirpe celular 

afectada: linfoide o mieloide (Figura 1). También de acuerdo con la rapidez con la 

que evoluciona la enfermedad: se denomina aguda cuando lo hace rápidamente y 

crónica cuando el progreso de la enfermedad es de forma lenta(24,27).  

Figura 1 Linajes de las células sanguíneas. Las células sanguíneas derivan de la 
célula madre hematopoyética que se suelen encontrar en la médula ósea, tras la 
exposición a diferentes factores de crecimiento se promueve el desarrollo de las 
diferentes líneas celulares. Tomado de Tomas J., et al(88)  
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De acuerdo con lo anterior existen cuatro tipos principales de leucemia: 

• Leucemia linfoblástica aguda (LLA) 

• Leucemia mieloide aguda (LMA)  

• Leucemia linfoblástica crónica (LLC)  

• Leucemia mieloide crónica (LMC).  

Es importante resaltar que los pacientes son afectados y tratados de forma diferente 

para cada tipo de leucemia(28). En este trabajo, nuestro enfoque se centrará en la 

leucemia linfoblástica aguda (LLA), que merece una atención particular debido a su 

impacto significativo en la población infantil. La LLA se clasifica como un grupo de 

neoplasias malignas de células linfoides en etapa precursora B/T. Estas neoplasias 

se originan a partir de alteraciones genéticas que interrumpen el proceso de 

diferenciación linfoide normal, impulsando, en su lugar, la proliferación y 

supervivencia celular de manera anómala(26).  

EPIDEMIOLOGÍA 

En México, el cáncer infantil es un problema de salud pública, debido a que es la 

primera causa de muerte por enfermedad en el grupo de edad de 5 a 14 años y la 

sexta en menores de 5 años(1). La leucemia linfoblástica aguda (LLA) es el cáncer 

más común en niños y adolescentes mexicanos. Madhusoodhan(2) menciona que 

la LLA tiene una incidencia mayor entre la población caucásica e hispana. El 85 % 
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de estas leucemias linfoblásticas son de precursor de células B, mientras que el 15 

% deriva de células T(2).  

Afortunadamente cerca del 80 % de los pacientes que completan su esquema de 

tratamiento, se mantienen libres de cáncer durante los siguientes 5 años, mientras 

que el 20 %  presenta recaídas y en este grupo la quimiorresistencia compromete 

el éxito de los tratamientos(1,3,4,29). La resistencia de las células cancerosas a los 

tratamientos convencionales compromete aún más las tasas de supervivencia. En 

estos entornos, donde los recursos son limitados y las opciones terapéuticas 

pueden ser escasas, la resistencia a la quimioterapia se convierte en un obstáculo 

significativo para el logro de resultados exitosos en el tratamiento del cáncer. Por lo 

tanto, comprender y abordar la quimiorresistencia de manera efectiva se vuelve 

esencial para mejorar las tasas de supervivencia. 

PATOGENESIS DE LA LLA DE LINAJE B 

El proceso de maduración de la célula madre hematopoyética pluripotente en la 

médula ósea (MO) hasta la célula B madura, está estrechamente controlado por la 

activación jerárquica de factores de transcripción y la selección a través de la 

transducción funcional de señales. Se ha encontrado que en LLA de linaje B (LLA-

B) se tienen anomalías cromosómicas que bloquean la diferenciación linfoide e 

impulsan la proliferación y supervivencia celular aberrante, sin embargo, estas 

lesiones por sí solas son insuficientes para inducir leucemia y se requiere de 

lesiones cooperantes. Muchos de los genes implicados codifican proteínas clave en 

el desarrollo linfoide por lo que se sugiere que el evento inicial confiere 

autorrenovación y mutación, lo que detiene el desarrollo. Eventos cooperativos 

secundarios en la desregulación del ciclo celular, la supresión de tumores y la 

modificación de la cromatina, eventualmente conducen al establecimiento del clon 

leucémico(26,30). 

FACTORES DE RIESGO DE LA LLA-B 

• GENÉTICOS 
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Los factores genéticos tienen un papel importante en la etiología de las leucemias 

agudas, ya que existe una estrecha asociación de la LLA y algunas traslocaciones 

cromosómicas, la frecuencia de presentar la enfermedad es mayor en familiares de 

pacientes con leucemia y ciertas enfermedades genéticas donde los niños nacen 

con un sistema inmunológico anormal o deficiente por lo que también tienen mayor 

tendencia a contraer leucemia, tales como: el síndrome de Li-Fraumeni, síndrome 

de Down (aproximadamente dos tercios de los casos de leucemia aguda en niños 

con síndrome de Down son LLA), el síndrome de Klinefelter, síndrome de Wiscott-

Aldrich y la anemia de Fanconi(6,31). 

• AMBIENTALES  

La radiación y exposición a productos químicos como el benceno, la exposición 

prenatal a los rayos X, la exposición postnatal a altas dosis de radiación, los 

pacientes tratados con radioterapia y quimioterapia por otros tipos de cáncer tienen 

un ligero riesgo de contraer un segundo cáncer, generalmente leucemia mieloide 

aguda. Los pacientes que reciben tratamiento intensivo para suprimir su función 

inmunológica, por ejemplo, pacientes con trasplantes de órganos, tienen mayor 

riesgo de contraer cáncer, especialmente del sistema linfoide y esto incluye la 

LLA(6,31). 

• INFECCIOSOS 

Se ha dado importancia al papel de los virus en la etiología de la leucemia debido a 

que la mayoría de las LLA se presentan cuando el sistema inmune está en 

desarrollo y podría ser susceptible a los efectos oncogénicos de determinados 

agentes virales(6), la metilación del ácido desoxirribonucleico (ADN), la expresión 

anormal de genes hematopoyéticos y de proliferación, los cuales persisten incluso 

después de la eliminación viral(32). Por ejemplo, se ha encontrado una clara 

asociación entre la infección por virus de Epstein-Barr en la LLA subtipo L3, 

Clasificación Francesa- Americana- Británica “FAB” subtipos L1, L2 y L3(6), y 

pacientes con antecedentes por parvovirus B19 quienes muestran una metilación 

anormal del ADN(32). 

MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA LLA 



 

17 
 

Los síntomas más frecuentes para su diagnóstico son los relacionados con la 

insuficiencia medular: anemia (palidez, astenia), trombopenia (equimosis, 

petequias) y neutropenia (fiebre) por lo que el paciente puede presentar infecciones 

recurrentes. Son frecuentes la linfadenopatía, hepatoesplenomegalia. A veces por 

infiltración de la médula ósea los pacientes presentan dolores en huesos largos y 

artralgias. De manera menos común el compromiso meníngeo puede provocar 

cefalea, defectos craneales. También puede ocurrir infiltración cutánea e hinchazón 

de encías(6,7,30). 

DIAGNÓSTICO Y SUBCLASIFICACIÓN DE LA LLA 

La evaluación inicial consiste en realizar una biometría hemática completa con 

revisión del frotis, química sanguínea que evalúe urea, creatinina y ácido úrico. 

Electrolitos séricos completos incluyendo el calcio, pruebas de función hepática, 

análisis de coagulación, deshidrogenasa láctica, amilasa sérica y fosfatasa 

alcalina(33).    

Los estudios de gabinete empleados son: radiografía de tórax, ecocardiograma, 

ultrasonografía, tomografía(33).  

La toma de muestra de medula ósea se realiza de acuerdo con la edad, en menores 

de 18 meses en la superficie anteromedial de la tibia, mientras que en niños 

mayores se toma de la cresta iliaca posterior(34–36). Se toman 3 muestras, de 

diferentes volúmenes (de 0.2 a 0.3 mL)(33,36)  Una muestra se utiliza para observar 

la morfología de los elementos de la médula ósea empleando la tinción de Wright-

Giemsa, las tinciones de mieloperoxidasa y esterasas no específicas ayudan a la 

definición histoquímica del linaje celular y se hace la clasificación morfológica de 

acuerdo con los criterios FAB. La segunda muestra se emplea para analizar el 

reconocimiento por anticuerpos monoclonales; la LLA carece de hallazgos 

morfológicos y citoquímicos es importante llevar a cabo el inmunofenotipo 

empleando anticuerpos que reconocen los grupos o antígenos de diferenciación 

(CD clusters of differentiation, por sus siglas en inglés). La tercera muestra se usa 

para hacer el estudio citogenético y molecular, en la mayoría de los casos se 
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encuentran alteraciones cromosómicas debido a que las células malignas de LLA 

provienen de una célula madre linfopoyética que ha sufrido daño genético el cual le 

produce transformación maligna y proliferación descontrolada(27,33). 

• CRITERIOS FAB 

De acuerdo con los criterios FAB(37), las leucemias linfoblásticas agudas se 

clasifican en:  

A) Subtipo FAB L1: los linfoblastos son pequeños y las características nucleares y 

citoplasmáticas parecen uniformes con escaso citoplasma azul, forma nuclear 

regular, cromatina parcialmente condensada con nucleolos apenas visibles y alta 

relación nucleocitoplasmática. 

B) Subtipo FAB L2: los linfoblastos son de tamaño variable con contornos 

nucleares irregulares, cromatina de encaje heterogénea, citoplasma débilmente 

basófilo moderadamente abundante y relación nucleocitoplasmática variable. 

C) Subtipo FAB L3 (Burkitt): los linfoblastos son muy grandes y bastante 

homogéneos con cromatina nuclear punteada finamente granular con nucleolos 

prominentes. El citoplasma es azul medianoche y está vacuolado. Actualmente se 

reconoce que la mayoría de estos casos representan linfoma no Hodgkin en lugar 

de LLA.  

• INMUNOFENOTIPO DE LLA  

En el linaje B, los marcadores más importantes para el diagnóstico diferencial y la 

subclasificación son: CD19, CD20, CD22, CD24 y CD79a. Los primeros para 

identificar al linaje B son CD19, CD22 y CD79a. Una reacción positiva para 

cualquiera de estos tres identifica la LLA pro-B. La presencia del antígeno CD10 

define el subgrupo LLA "común". Los casos con identificación adicional de la 

inmunoglobulina (Ig) citoplasmática mu (µ) constituyen el grupo pre-B, mientras que 

la presencia de cadenas ligeras de inmunoglobulina de superficie define LLA-B 

maduro(6,37). 

• CITOGENÉTICA 
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A partir de las técnicas de biología molecular se ha podido identificar las anomalías 

citogenéticas de las células leucémicas. Las más frecuentes se muestran en la 

Tabla 1. 

 

 

Tabla 1 Anomalías citogenéticas comunes en LLA. Modificada de Lassaletta(6). 

Traslocación Frecuencia 
Genes 

afectados 
Características 

*t(1:19) 

(q23;p13) 
5-6% E2A-PBX1 

Fenotipo pre-B 

hiperleucocitosis. 

t(9:22) 

(q34;p11) 
3-5% BCR-ABL Cromosoma Filadelfia. 

t(4:11) 

(q21;p23) 
2% MLL-AF4 

Estirpe B asociada a LLA 

lactante. Hiperleucocitosis y 

es de pronóstico pobre. 

t(12:21) 

(p13;q22) 

25% de las 

LLA pre B 
TEL-AML Fenotipo B, buen pronóstico. 

*Traslocacion (t): En el primer paréntesis se indican los cromosomas y el segundo 

las regiones.  

TRATAMIENTO DE LA LLA 

El tratamiento se divide en tres fases que tienen objetivos distintos(33):  

1) Inducción a la remisión: es la fase inicial del tratamiento que tiene como 

objetivo reducir de 100 a 1000 veces (2 a 3 log) la carga leucémica, 

eliminando en lo posible las células con resistencia primaria. La remisión se 

ve reflejada en la desaparición clínica de enfermedad detectable, en la 

recuperación hematológica, en la disminución de los blastos en MO a menos 

de 5 %, ausencia de blastos en el líquido cefalorraquídeo (LCR) y nivel de 

enfermedad mínima residual detectable por PCR o citometría de flujo(33); en 

el caso de la LLA-B la sensibilidad de la detección dependerá del tratamiento 

usado, el momento en que se toma la muestra, debido a la proporción 

variable de células B normales, por consiguiente la sensibilidad es de una 
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célula en diez mil(38). Lo anterior puede ser logrado en 98 % de los casos 

empleando una combinación de 4 a 6 fármacos como la vincristina, 

corticosteroides (prednisona, prednisolona o dexametasona), asparaginasa 

y en aquellos pacientes cuya leucemia es de alto riesgo se agrega una 

antraciclina (doxorrubicina o daunorrubicina) en un programa intensivo 

durante las primeras 4-6 semanas e incluye el uso de quimioterapia 

intratecal(33,39). 

2) Consolidación: esta fase sigue a la inducción y uno de sus principales 

objetivos es intensificar de manera temprana el tratamiento a sitios santuarios 

(principalmente sistema nervioso central y testículo), empleando altas dosis 

de antimetabolitos con intervalos de 1 a 2 semanas por 3 a 4 dosis. 

Normalmente se utilizan los fármacos etopósido y arabinósido de citosina 

(Ara C)(33). 

3) Mantenimiento: el objetivo de esta fase es eliminar la enfermedad residual 

que persiste al final de la inducción y erradicar la clona leucémica. Esta fase 

debe contemplar el uso de tratamiento presintomático al sistema nervioso 

central (SNC).  Normalmente se utilizan los fármacos metotrexato y ácido 

folínico(33). 

CULTIVO CELULAR Y MICROAMBIENTE  

CULTIVO CELULAR  

El cultivo celular es una técnica que consiste en obtener células ya sea de plantas 

o animales para hacerlas crecer en un ambiente artificial favorable. Se obtienen 

removiéndolas directamente de un tejido, también pueden provenir de una línea 

celular preestablecida(8). 

Se inicia con un cultivo celular primario, que son las células que migraron de un 

tejido o que se dispersaron mecánica o enzimáticamente que pudieron sobrevivir y 

que cambian constantemente para poder adaptarse por lo que no son poblaciones 

homogéneas(40). Al realizar subcultivos de éste, las células suelen dividirse un 

número limitado de veces ya que pierden su habilidad de proliferar, a causa del 

proceso llamado senescencia, sin embargo, de una línea celular finita puede surgir 

una línea celular inmortal debido a que se han presentado variaciones genéticas 

como la sobreexpresión del gen de la telomerasa y la eliminación o mutación del 

gen p53, implicado en detener el ciclo celular cuando el ADN se encuentra dañado, 

esto da lugar a una transformación espontánea o puede ser inducida química o 

viralmente(8,40). 
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Para favorecer el crecimiento de las células en cultivo se deben mantener 

condiciones controladas que varían dependiendo del tipo celular, el entorno artificial 

en el que se cultivan las células consiste en un recipiente adecuado que sea provisto 

con: 

• Un sustrato o medio que suministre los nutrientes esenciales (aminoácidos, 

carbohidratos, vitaminas, minerales) 

• Factores de crecimiento  

• Hormonas  

• Gases (oxígeno O2, dióxido de carbono CO2)  

• Un entorno fisicoquímico regulado (pH, presión osmótica, temperatura)(8).  

Los cultivos celulares permiten comprender la biología celular, la morfología de los 

tejidos, los mecanismos de las enfermedades, la acción de los medicamentos, la 

producción de proteínas y el desarrollo de la ingeniería de tejidos(12). Cabe 

mencionar que, dependiendo de la naturaleza celular, se realiza en condiciones 

adherentes en las que las células están unidas a un sustrato o están flotando en el 

medio denominado cultivo en suspensión(12).  

En la mayoría de los experimentos de cultivo celular se utilizan células en mono 

capa bidimensional (2D)(9). Estos modelos celulares in vitro son fáciles de 

manipular permitiendo el control de las condiciones en las que crecen por lo que 

son altamente reproducibles, es por estas cualidades que, se emplean para el 

estudio de la biología celular por los grupos de investigación, así como en la 

industria farmacéutica ya que favorece el descubrimiento y desarrollo de nuevos 

fármacos(41,42). En este modelo las células crecen en una superficie plana, reciben 

de forma homogénea los nutrientes, factores de crecimiento y O2. La mayoría se 

encuentran proliferando debido a la facilidad de retirar los restos celulares y las 

células en estado necrótico(9). En la Figura 2 se ilustran el monocultivo en 

monocapa cultivo en suspensión y el cocultivo 2D (43). 
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No obstante, estos tipos de cultivo celular tienen limitaciones para simular 

adecuadamente las condiciones de las células in vivo debido a que en su estado 

natural las células y la matriz extracelular (ME) se disponen en forma tridimensional 

(3D)(41,44–46). Se han desarrollado cultivos de células en tres dimensiones (3D) o 

también denominados esferoides que, se forman de manera espontánea cuando en 

el entorno predominan las interacciones célula-célula sobre las interacciones célula-

sustrato las células cultivadas en forma de esferoides muestran diferencias en las 

comunicaciones célula-célula(32), en las interacciones ME-célula, así como en 

algunos procesos fisiológicos y bioquímicos relacionados con la tolerancia a 

fármacos cuando se comparan con células cultivadas en cultivos 2D(41,44–46).  

Existen varios métodos para la generación de esferoides. En la Figura 3 se 

describen los más comunes (47). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 Cultivos celulares en 2D. A) Monocultivos en monocapa de células adherentes. B) 
monocultivos de células en suspensión, las células no se adhieren al sustrato ni entre ellas. 
C) Cocultivo 2D, dos tipos celulares crecen sobre una superficie plana. Figura modificada de 
Cucchi, et al.(43). 
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Figura 3. Técnicas comunes para la formación de esferoides. (A) Gota colgante. 
Emplean gotas de una suspensión celular que cuelgan en la parte inferior de la tapa de una 
placa de cultivo debido a la tensión superficial y a la gravedad que induce la agregación de 
células en un esferoide. (B) Superficies no adherentes. Siembra en placas de pozos de 
fondo cóncavo con superficies no adherentes, favoreciendo la unión entre células. (C) 
Cultivo en suspensión. Las células crecen suspendidas en medios, los esferoides se 
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forman debido al constante movimiento giratorio que impide que se asienten (48,49). (D)  
Matrices sintéticas o andamios artificiales: Se generan dispersando células en una 
matriz liquida seguida de solidificación o polimerización. Las matrices derivadas 
biológicamente contienen extracto de membrana basal y ácido hialurónico, mientras que 
los andamios sintéticos emplean polietilenglicol y alcohol polivinílico (9). (E) Levitación 
magnética. Se usan hidrogeles que contienen nanopartículas de oro y óxido de hierro, las 
células se magnetizan en cultivo y se atraen por un imán ubicado en la tapa del frasco de 
cultivo (47). Figura tomada de Hoarau-Véchot, et al (47). 

Dependiendo el objetivo experimental y el tiempo que se requiera mantener el 

cultivo, se puede escoger el modelo que favorezca la investigación. Para este 

proyecto se empleó convenientemente el sistema de superficie no adherentes para 

recrear un microambiente tumoral de leucemia.  

MICROAMBIENTE 

Las células leucémicas interactúan con células de la médula ósea intercambiando 

señales a través de proteínas solubles donde participan las citocinas y quimiocinas, 

contactos célula-célula o canales citoplásmicos llamados nanotubos(50–52). En 

estas interacciones también intervienen parámetros fisicoquímicos el pH o la 

concentración de O2, el resultado es que tanto las células tumorales como las de la 

MO presentan alteraciones que a menudo favorecen la supervivencia y proliferación 

de las células malignas(50,51). Stephen Paget desarrolló la hipótesis de la semilla 

(células tumorales) y el suelo (microambiente), basándose en investigaciones 

donde se demuestra el desarrollo de células tumorales en diferentes 

microambientes(53). En un estado saludable, el microambiente de la MO favorece 

el mantenimiento y desarrollo de las células madre hematopoyéticas (CMH), sin 

embargo, cuando las células son disfuncionales, los nichos de la MO pueden 

contribuir a la progresión de la leucemia. Por lo que caracterizar las células y los 

mecanismos que las regulan en un estado saludable es imprescindible para 

comprender las enfermedades que surgen en este entorno(54). 

• MEDULA ÓSEA 

Es un tejido graso y suave localizado en las cavidades dentro del hueso, el cual, en 

conjunto con el estroma, dan sostén física y fisiológicamente al tejido 

hematopoyético. Existen dos tipos de MO; la medula roja que es activa 
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hematopoyéticamente durante los primeros años de vida y se localiza en todo el 

organismo, aun que, conforme avanza el crecimiento de los huesos largos y 

grandes, su médula va siendo reemplazada por un tejido medular denominado 

médula amarilla o grasa reduciendo así su actividad hematopoyética(55).  

En la MO se encuentran diferentes tipos celulares, las células no hematopoyéticas 

pertenecen a diferentes linajes celulares, incluidos osteoblastos, osteoclastos, 

adipocitos, células reticulares, células endoteliales, células de músculo liso, células 

estromales mesenquimales (CEM) y células del sistema nervioso simpático. Estas 

células no solo rodean físicamente a las células hematopoyéticas, también regulan 

activamente los procesos hematopoyéticos mediante la secreción de citocinas, 

hormonas, factores de crecimiento, la expresión de receptores y moléculas de 

adhesión(56,57). Aunque son una población poco común, las CEM son elementos 

clave de la MO. Son células similares a fibroblastos con la capacidad multipotente 

de diferenciarse, bajo estímulos apropiados, en células de los tres linajes 

mesodérmicos: osteocitos, adipocitos y condrocitos. Las CEM incluyen diferentes 

subconjuntos de células caracterizados por diferente localización, expresión de 

antígenos específicos y secreción de diferentes moléculas(57). 

Las CMH pueden diferenciarse, autorrenovarse o permanecer en reposo 

dependiendo del ambiente circundante, los microambientes especializados en la 

MO llamados nichos; están formados por componentes celulares, bioquímicos y 

físicos(58). 

A continuación, se describe el nicho endosteal, el cual se encuentra en la superficie 

interna del hueso y contiene una fina capa celular de osteoblastos y osteoclastos. 

Es un sitio hematopoyético importante, donde los osteoblastos secretan la 

quimiocina CXCL12 que es crucial para la diferenciación linfoide y es responsable 

del mantenimiento temprano de las CMH. Por lo tanto, los osteoblastos regulan la 

proliferación de las CMH y la diferenciación eritroide mediante la producción de 

osteopontina y eritropoyetina. No obstante, se ha demostrado que menos del 20 % 

de las CMH están en contacto directo con el endostio, por lo que el nicho de las 
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CMH es principalmente perivascular, notablemente alrededor de las arteriolas y 

sinusoides(56,58). 

El nicho arteriolar hace referencia a las arteriolas, que están cerca del endostio. Se 

constituye por diferentes células estromales, células endoteliales, nervios del 

sistema nervioso simpático y células de Schwann no mielinizantes. Las células 

estromales particularmente importantes son células del estroma perivascular 

reticular abundante (CAR), por sus siglas en inglés cells abundant reticular, que 

expresan el receptor CXCL12, son importantes reguladores para mantener y 

diferenciar a las CMH, las células de Schwann junto con los nervios simpáticos en 

la arteriola inducen quiescencia de las CMH a través de la activación del factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β)(58), mientras que las células 

periarteriolares positivas al antígeno neuro-glial 2 (NG2) promueven su quiescencia 

y mantenimiento en la MO(57). Las células endoteliales de los vasos sanguíneos 

arteriales, debido a la poca permeabilidad vascular, mantienen las CMH a bajos 

niveles de especies reactivas de oxígeno (ERO). Por lo tanto, este nicho promueve 

la inactividad de las CMH y las protege contra agresiones genotóxicas(57).  

En el nicho sinusoidal, los vasos sinusoidales son más permeables que los 

arteriolares y en cambio promueven la activación de las CMH. Los niveles más altos 

de ERO en las CMH provocan la activación del ciclo celular y aumentan las 

capacidades de migración y diferenciación. El nicho sinusoidal es, por tanto, el lugar 

del tráfico de leucocitos dentro y fuera del MO y un medio proliferativo(57,58). 

Mientras que los megacariocitos regulan la inactividad de las CMH, a través del 

ligando CXCL4, el TGF-β y la expansión bajo estrés mediante el factor de 

crecimiento de fibroblastos 1 (FGF1)(58). Se cree que existe un intercambio 

continuo entre el nicho arteriolar y sinusoidal, que el conjunto de CMH está en el 

equilibrio entre la proliferación, el tráfico y la inactividad(57). También se debe 

considerar que la tensión de O2 no es uniforme en toda la MO, y es fundamental 

para la inactividad de las CMH como se ilustra en la Figura 4. 
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Además del componente celular, la MO tiene matriz extracelular (ME) que está 

compuesta por más de 200 proteínas, incluidos colágenos, proteoglicanos, 

laminina, fibronectina, elastina y otros factores de crecimiento, citocinas y enzimas 

remodeladoras; los cuales se sintetizan, modifican y secretan por los componentes 

celulares que las sustenta. Estos componentes están interconectados y de forma 

dinámica se va regulando su disponibilidad(58). 

VINCRISTINA 

Es un alcaloide antitumoral que se extrae de la planta Catharanthus rose, conocida 

como vinca. Se utiliza principalmente como sal de sulfato, ejerce sus efectos 

citotóxicos interfiriendo con los microtúbulos que forman el huso mitótico durante la 

metafase. Por lo que interrumpe el ciclo celular y conduce la muerte celular. 

Este alcaloide se une a la subunidad β-tubulina, de los heterodímeros α/β-tubulina  

en la fase S del ciclo celular. Como consecuencia, la tubulina no puede 

polimerizarse para formar los microtúbulos que intervienen en varias funciones 

celulares, como la formación del huso mitótico, el desplazamiento de 

neurotransmisores, a través de los axones, compite para el transporte de 

aminoácidos dentro de las células, catalizan el movimiento de orgánulos, vesículas 

de transporte, inhibición de la síntesis de purinas, inhibición de las síntesis de DNA, 

Figura 4 Descripción gráfica de los componentes de la médula ósea y las 
interacciones celulares que tienen lugar en los nichos endosteal, arteriolar y 
sinusoide. Figura modificada de Congrais, et al.(58). 
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RNA y proteínas, inhibición de la glucólisis, y destrucción de la integridad de la 

membrana.  (59–61) 

Sin embargo, es un fármaco altamente tóxico. con un índice terapéutico muy bajo, 

es decir, las dosis terapéuticas son susceptibles de producir síntomas de toxicidad, 

La neurotoxicidad inducida por este alcaloide de manifiesta por un deterioro 

sensorial y parestesias, progresando hasta dolor neuropático y deterioro de la 

función motora, de los pares craneales y nervios vegetativos(59,62,63).Su 

estructura química se muestra en la figura 5, tomada de Pub Chem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROTEÓMICA 

En 1994 Marc Wilkins empleó el termino proteoma para definir todas las proteínas 

que son expresadas por un genoma en una célula o tejido. El proteoma de los 

organismos pluricelulares es dinámico porque sus componentes, se expresan de 

manera diferencial dependiendo de la estirpe celular o tejido y pueden cambiar en 

respuesta al ambiente en especial a situaciones de estrés, interacción con 

fármacos, temperatura, requerimientos energéticos, en un estado fisiológico normal 

y patológico. Por lo que el interés de la proteómica se centra en el conocimiento del 

conjunto de proteínas para constituir la red de interacciones que caracteriza el 

funcionamiento de un sistema biológico, es decir, es el estudio del proteoma(64,65). 

Figura 5 Estructura química de fármaco 
vincristina.  Tomada de Pub Chem. 
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Las características que otorgan a las proteínas su papel fundamental como 

moléculas efectoras de la función celular (diversidad química y estructural y 

abundancia relativa) también dificultan su análisis experimental. No hay un 

diagrama de flujo único para el análisis proteómico de una muestra, ya que las 

variables en particular su complejidad, método de separación, concentración y 

estabilidad de las proteínas, además de la plataforma tecnológica disponible para 

su análisis, determinan el tipo de pregunta biológica que se puede abordar(65,66). 

Una de las diferencias fundamentales entre la proteómica y el estudio clásico de las 

proteínas es su carácter global, ya que no se centra en el estudio de determinadas 

proteínas, sino que consiste en un estudio de aproximación al funcionamiento del 

conjunto de estas(67). La posibilidad de identificarlas a gran escala surge debido a 

la modernización de la espectrometría de masas. 

ESPECTROMETRÍA DE MASAS 

La espectrometría de masas es una técnica analítica que permite la separación, 

identificación y cuantificación de moléculas basada en su relación masa/carga (m/z). 

Esta tecnología requiere de un espectrómetro de masas y de software especializado 

de análisis de datos, algunas aplicaciones también usan un cromatógrafo de 

líquidos de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en ingles high performance liquid 

chromatography)(68,69). 

Un espectrómetro de masas consta de 3 componentes fundamentales: La fuente 

de ionización que convierte a las moléculas en iones desolvatados usando por 

ejemplo el método de electrodispersión (ESI del inglés, electrospray ionization), el 

cual es un método suave que mantiene relativamente la integridad de la muestra. 

Los iones se dirigen hacia el Analizador de masas donde son separados de 

acuerdo con su relación masa-carga (m/z) en el vacío y es en el Detector donde se 

registra y amplifica la señal proveniente del analizador de masas, esta información 

se envía al procesador de datos en donde se registra en forma de espectro de 

masas (representación gráfica de los iones separados por su valor m/z y la 

intensidad de cada señal). De la combinación de estos tres elementos depende la 
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sensibilidad, exactitud y confianza en la identificación de las proteínas de una 

mezcla(69,70). 

Con el desarrollo de tecnologías de fuentes de ionización suaves (ESI y MALDI) que 

generan iones a partir de analitos no volátiles, la espectrometría de masas se pudo 

aplicar al análisis de proteínas, lo que posibilita el obtener información estructural 

de estas tal como la secuencia de aminoácidos y modificaciones postraduccionales 

(68). 

Para definir la identidad o secuencia de una proteína a partir de su espectro de masa 

se utiliza la información contenida en bases de datos. La identificación exitosa 

depende de la calidad de los datos generados en el espectrómetro de masas, los 

datos contenidos en la base de datos y del método empleado en la búsqueda de 

datos(70). 

El análisis por espectrometría de masas es crítico en los experimentos proteómicos, 

sin embargo, los resultados obtenidos también dependen de la muestra, 

independientemente del enfoque de análisis utilizado, es fundamental obtenerla y 

mantenerla con calidad, los actuales enfoques experimentales requieren mucho 

tiempo e incurren en pérdida masiva de material biológico(70). 

• SHOTGUN PROTEOMICS 

La proteómica “shotgun” es un método que permite identificar, caracterizar y 

cuantificar proteínas a gran escala. Consiste en que las mezclas complejas de 

proteínas, como suero o lisados celulares, primero se digieren con una proteasa 

(por ejemplo, tripsina) y los péptidos resultantes se separan mediante cromatografía 

liquida de alto rendimiento (HPLC), seguido de un análisis con espectrometría de 

masas en tándem para identificar la secuencia de residuos de aminoácidos de cada 

péptido. La palabra tándem se utiliza para describir que hay dos eventos sucesivos 

de medición de la relación m/z (a menudo se abrevia como MS/MS o MS2). En el 

primero, se determina el valor de m/z de los péptidos y en el segundo se analizan 

los fragmentos que resultan de romper un péptido específico al hacerlo colisionar 

con un gas inerte, generalmente N2 o He. Las secuencias de residuos de 
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aminoácidos se deducen de los valores m/z de los péptidos precursores y de sus 

fragmentos. Finalmente, esas secuencias se comparan con bases de datos para 

identificar las proteínas como se muestra en la Figura 6(71). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 Análisis proteómicos tipo “shotgun”. Las proteínas de una mezcla 
compleja se digieren con tripsina y los péptidos resultantes se separan primero en 
fracciones y posteriormente en un cromatógrafo de alto rendimiento (HPLC) 
acoplado a un espectrómetro de masas. Los analitos que eluyen del cromatógrafo 
se ionizan y desolvatan en la fuente de ionización (ESI) para que se registre su 
relación masa/carga (MS1) y luego se fragmenten haciéndolos chocar con 
nitrógeno (CID) para registrar la masa de los fragmentos resultantes (MS2). La 
información registrada se usa para reconstruir la secuencia de residuos de 
aminoácidos y compararla con bases de datos para identificar las proteínas con el 
uso de software especializado el cual también permite hacer la cuantificación 
relativa. Figura tomada de Zhu, et al.(89). 
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6) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En la población pediátrica mexicana, el cáncer se ha convertido en un problema de 

salud pública, destacándose como la primera causa de muerte en el grupo de edad 

de 5 a 14 años, y el sexto lugar en menores de 5 años. La leucemia linfoblástica 

aguda es el tipo de cáncer más prevalente, particularmente el de la estirpe de 

linfocitos B, abarcando el 85 % de los casos diagnosticados. Si se tiene acceso a 

los tratamientos adecuados, aproximadamente el 80 % de los niños se mantienen 

libres de cáncer durante los siguientes cinco años. Sin embargo, el 20 % restante 

presenta recaídas en las que a menudo se observan células tumorales resistentes 

a la quimioterapia. La intensa y compleja interacción entre las células del estroma 

de la médula ósea con las células leucémicas contribuye a ésta quimiorresistencia. 

Existen modelos del microambiente tumoral leucémico in vitro basados en cocultivo 

3D; sin embargo, no existen reportes de análisis proteómicos en esos modelos para 

la leucemia linfoblástica aguda. Además, uno de los principales retos para realizar 

análisis proteómicos de cocultivo 3D, es el escalamiento para producir suficiente 

material de estudio, por lo que es necesario establecer un método de cultivo 

reproducible y fácilmente escalable.  

7) HIPÓTESIS  

 

El establecimiento de un cocultivo 3D reproducible y escalable de células 

leucémicas y células estromales mesenquimales de MO, permitirá realizar análisis 

proteómicos que contribuyan a elucidar algunos de los procesos celulares 

involucrados en la quimiorresistencia mediada por el microambiente tumoral en 

comparación con el monocultivo. 
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8) OBJETIVOS  

 

Establecer un modelo de microambiente tumoral que permita realizar análisis 

proteómicos basados en espectrometría de masas usando una línea celular de 

leucemia linfoblástica aguda en cocultivo 3D con una línea celular estromal 

mesenquimal de médula ósea.  

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Generar cocultivos 3D que simulen el microambiente de la médula ósea 

usando la línea celular de LLA de linaje T de humano CCRF-CEM ATCC® 

CCL-119™ y la línea celular OP-9 ATCC® CRL-2749™ de células estromales 

mesenquimales de ratón. 

• Comparar la sensibilidad a vincristina de las células CCRF-CEM en 

monocultivo, cocultivo 2D y cocultivo 3D. 

• Escalar el cocultivo 3D hasta obtener 3x106 células CCRF-CEM y OP-9. 

• Analizar el proteoma de ambas líneas celulares en cocultivo 3D. 

9) MATERIAL Y MÉTODO 

A) DISEÑO DEL ESTUDIO 

El estudio tiene una finalidad analítica, secuencia temporal transversal y con un 

control de asignación experimental.  

B) UNIVERSO 

Para la realización de los experimentos se emplearon cultivos provenientes de la 

línea celular CCRF-CEM de leucemia linfoblástica aguda estirpe T establecida a 

partir de sangre periférica de una paciente femenina caucásica de 4 años. Así como 

de línea celular OP-9 correspondiente a células estromales mesenquimales de 

medula ósea de tipo adherente obtenidas de ratón. Ambas líneas fueron obtenidas 

comercialmente 
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C) VARIABLES  

• INDEPENDIENTES:  

o Generación de monocultivo y cocultivo 2D 

o Establecimiento de un modelo de microambiente tumoral (cocultivo 

3D). 

o Concentraciones de fármaco quimioterapéutico vincristina para 

prueba de sensibilidad. 

o Escalamiento del cocultivo 3D. 

o Método de extracción y cuantificación de proteínas totales. 

• DEPENDIENTES: 

o Viabilidad celular a diferentes concentraciones del fármaco 

quimioterapéutico vincristina. 

o Identificación de proteínas mediante análisis proteómicos. 

D) TÉCNICAS O INSTRUMENTOS 

Actividad Técnica o instrumento 

Cultivo celular y 

generación de biomasa 

Se usaron botellas Corning® Flask T-25 para la técnica de 

cultivo celular y generación del monocultivo. Para los 

cocultivos 2D y 3D se usaron microplacas de fondo plano y 

cóncavo respectivamente marca Corning®. Las células se 

manipularon en una campana de flujo laminar clase II 

NUAIRE NU-540-400. 

Prueba de sensibilidad a 

vincristina IC50 

Se utilizaron células en monocutilvo, cocultivo 2D y 3D 

expuestas a diferentes concentraciones del fármaco 

SUTIVIN® vincristina (Zurich Pharma). Se determinó la 

viabilidad celular usando la técnica de recuento en cámara de 

Neubauer Reichert Bright-Line empleando la tinción supravital 

de azul de tripán Gibco® 



 

35 
 

E) PROCEDIMIENTO 

CULTIVO CELULAR Y GENERACIÓN DE BIOMASA 

• ACTIVACIÓN DE LÍNEAS CELULARES 

Para iniciar el cultivo de la línea celular CCRF-CEM, se descongeló un criovial en 

baño de agua a 37 °C, se trasvasó a un tubo cónico con 5 mL de medio RPMI 1640 

GIBCO® enriquecido con 10 % suero fetal bovino (SFB) Gibco®, se centrifugó por 

5 min a 800 rpm, se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet de células 

en 1 mL de medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB. Empleando azul de tripán Gibco®,  

colorante vital, se determinó si las células eran viables para el cultivo; para ello se 

tomó una alícuota de la suspensión de células y se diluyó 1:10 en azul de tripán, se 

Extracción y 

cuantificación de 

proteínas. 

Preparación de soluciones de lisis y ruptura de células con 

método mecánico de sonicación usando el equipo Ultrasonic 

processor GEX 13. Cuantificación de proteínas con Comassie 

Plus- Bradford Assay™ Kit THERMO, lectura de absorbancia 

en un espectrómetro SmartSpec ® Plus BIORAD.  

Obtención de péptidos 

Reducción de proteínas con DL-Dithiothreitol (DTT) SIGMA, 

alquilación con iodoacetamida (IAM) BioUltra SIGMA y 

digestión de proteínas con la proteasa tripsina (Trypsin Gold, 

Mass Spectrometry Grade PROMEGA). Desalado de 

péptidos con cartuchos Sep-Pak® Vac 1cc (50mg) tC18. 

Secado de péptidos en un concentrador Vacofuge Plus 

Eppendorf® 

Identificación de 

proteínas  

Inyección de péptidos en equipo nHPLC Ultimate 3000 

System con columna Acclaim PepMap™ 100 75 µm x 15 cm 

C18 marca Thermo acoplado a un espectrómetro de masas 

Impact II Q-TOF Bruker Daltonics. Análisis bioinformático con 

el software ProteinScape.  
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homogeneizó la mezcla y se colocó el volumen suficiente para cubrir la superficie 

de la cámara de Neubauer, se cuantificaron las células que excluyen el colorante 

para conocer la viabilidad del cultivo, si el valor era mayor al 50%, las células se 

consideraron aptas para el cultivo y se adicionaron en una botella T25 con 4 mL de 

medio RPMI 1640 Gibco®   con 10 % SFB, se incubaron a 37 °C en una atmosfera 

de 5 % de CO2. 

Para iniciar el cultivo de la línea celular OP-9 se descongeló un criovial en baño con 

agua a 37 °C. Al comenzar a estar en estado líquido el contenido del criovial se 

trasvasó a una botella T-25 que contenía 5 mL de medio de cultivo α-MEM Gibco® 

10 % SFB, se mezclaron suavemente y se introdujeron en la incubadora a 37 °C en 

una atmosfera de 5 % de CO2. 

La manipulación de las células se realizó en condiciones asépticas y en una 

campana de flujo laminar clase II.  

• PASAJE Y REPRODUCCIÓN. 

Para la línea celular CCRF-CEM se revisaron las células cada tercer día, se lavaron 

con 4 mL de PBS estéril y se centrifugaron a 800 rpm durante 5 min para retirar los 

restos celulares, posteriormente se verificó su viabilidad y se dejaron en incubación 

en 5 mL de medio RPMI 1640 Gibco® enriquecido con 10 % SFB Gibco® y 1 % de 

antibiótico/antimicótico Gibco® hasta que su viabilidad fue mayor al 90 %; al tenerlas 

confluentes y sin contaminación se procedió a realizar los experimentos. 

Para la línea celular OP-9, después de 24 h de su descongelación se le retiró el 

medio y se les añadieron 5 mL de medio α-MEM Gibco® 10 % SFB, 1 % de 

antibiótico/antimicótico Gibco® y se dejaron incubando a 37 °C en atmósfera de 5 

% de CO2. Posteriormente la caja confluente se lavó con PBS estéril, se retiró todo 

el volumen y se añadió 1 mL de tripsina/EDTA Gibco®, se introdujo en la incubadora 

durante 5 min. Se observó en el microscopio que se hayan despegado las células y 

se añadieron 4 mL de Medio α-MEM Gibco® 10 % SFB y se mezcló suavemente 

para inactivar la tripsina y el contenido de la caja se trasvasó a un tubo cónico de 

15 mL y se centrifugó a 1200 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se 
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descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 mL de Medio α-MEM 

Gibco®, se cuantificaron las células con azul de tripán Gibco®, se tomó una alícuota 

que contuviera aproximadamente 1.5x105 células la cual se colocó en una botella 

T25 con 4 mL de medio α-MEM Gibco® 10 % SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico 

Gibco® la cual se colocó en el microscopio para observar que la confluencia no 

fuese mayor al 50 %, para que el cambio de medio se realizara en dos días y evitar 

el sobrecrecimiento,  se incubaron a 37 °C en una atmósfera de 5 % de CO2. 

• GENERACIÓN DE LOS COCULTIVOS 2D Y 3D 

Para el cocultivo 2D se emplearon placas de 96 pozos de fondo plano. Se agregaron 

a cada pozo 1x104 células OP-9 en un volumen de 100 µL de medio RPMI 1640 

Gibco® 10 % SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico Gibco® y se incubaron a 37 °C 

en una atmosfera de 5 % de CO2 por 24 h. Posteriormente, se observó al 

microscopio que las células se hubieran adherido y a cada pozo se le agregaron 

1x104 células CCRF-CEM y el medio necesario para que el volumen final fuese de 

250 µL. Para monitorear la contaminación, se mantuvieron sin células la primera y 

última fila.  

Para el cocultivo 3D se preparó una solución de agarosa al 1 % que se hirvió en el 

microondas para lograr la completa disolución y se manipuló en estado líquido para 

recubrir el fondo cóncavo de los pozos de una placa de 96 pozos. Se adicionaron 

100 µL de agarosa disuelta a cada pozo y se retiraron al instante para formar una 

ligera capa en el fondo, evitando formar burbujas, se dejó secar expuesto a luz UV 

en la campana de flujo laminar por 10 min. En la primera y última fila se adicionaron 

200 µL de medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB con 1 % de antibiótico/antimicótico 

Gibco® y se mantuvieron sin células para monitorear la contaminación. 

Posteriormente se colocó el volumen necesario en los pozos pertinentes para 

colocar 5x104 células OP-9, y se adicionó medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 

% de antibiótico/antimicótico Gibco® para obtener un volumen final de 100 µL. Se 

incubaron durante 24 h y se observó con el microscopio la formación de esferoides; 

los pozos donde no se formaron correctamente se marcaron y descartaron. Se 

adicionó a cada pozo una alícuota con 5x104 células CCRF-CEM y se llevó a un 
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volumen final de 250 µL con medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de 

antibiótico/antimicótico Gibco® y las células se incubaron 24 h a 37 °C en una 

atmosfera de 5 % de CO2 y posteriormente el cocultivo se observó en el microscopio 

para confirmar que las células CCRF-CEM hayan migrado hacia el esferoide de 

células OP-9 hasta recubrirlo por completo. Se decidió emplear la línea celular OP-

9 debido a que es fácil de cultivar, y de acuerdo con las investigaciones de Fei F., 

las células leucémicas desarrollan tolerancia a vincristina cuando tienen es soporte 

estromal de células OP-9, en comparación con células madre mesenquimales 

humanas.(72) 

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A VINCRISTINA IC50 

Se empleó el medicamento inyectable marca SUTIVIN® vincristina 1 mg/10 mL de 

Zurich Pharma durante los primeros dos meses después de su adquisición. La 

vincristina se diluyó en medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de 

antibiótico/antimicótico Gibco® para alcanzar las concentraciones de fármaco 

deseadas en los cultivos celulares. El fármaco comercial se mantuvo en 

refrigeración. 

• MONOCULTIVO  

Para determinar la sensibilidad al fármaco vincristina se realizó un monocultivo con 

2x104 células CCRF-CEM en una placa de 96 pozos, el volumen final en cada pozo 

fue de 250 µL de medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de 

antibiótico/antimicótico Gibco®. Se hicieron 8 pozos en los cuales se colocaron las 

siguientes concentraciones del fármaco: 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20 y 40 nM. Después 

de 24 h de exposición se realizó el ensayo de viabilidad de cada pozo empleando 

el colorante vital azul de tripán Gibco®. El ensayo se realizó por triplicado (Figura 

7). 

 

 



 

39 
 

 

• COCULTIVO 2D  

Para realizar el cocultivo 2D, primero se formó una monocapa con 1x104 células 

OP-9 en pozos de una placa de 96 pozos incubándolas por 24 h en 100 µL de medio 

RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico Gibco®. 

Posteriormente se adicionaron 1x104 células CCRF-CEM y se dejaron en contacto 

los dos tipos celulares en la incubadora por 24 h en 150 µL de medio, después de 

este tiempo se adicionó el fármaco vincristina a las siguientes concentraciones: 0, 

2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 40 y 70 nM, el volumen final en cada pozo fue de 250 µL de 

medio RPMI 1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico Gibco®, se 

dejó en incubación durante 24 h. Se realizó el ensayo de viabilidad empleando el 

colorante vital azul de tripán Gibco® y se determinó la IC50. El ensayo se realizó 

por triplicado (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Prueba de sensibilidad en monocultivo. A) Generación de 
monocultivo. B) Exposición a fármaco vincristina. C) Determinación de viabilidad. 

Figura 8 Prueba de sensibilidad a vincristina en cocultivo 2D. A) Generación de monocapa 
de células OP-9. B) Adición de células CCRFB y establecimiento del cocultivo 2D. C) Exposición 
a fármaco vincristina. D) Determinación de viabilidad celular. 
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• COCULTIVO 3D 

Para realizar el cocultivo 3D, primero se formó el esferoide de células OP-9 

incubando 5x104 células en pozos cóncavos con el fondo recubierto de agarosa por 

24 h, posteriormente se adicionaron células CCRF-CEM y se dejaron interactuando 

los dos tipos celulares por 24 h, después de las cuales se adicionó el fármaco 

vincristina a las siguientes concentraciones: 0, 5, 7.5, 15, 30, 40, 55, 70 y 100 nM, 

el volumen final de cada pozo fue de 250 µL de medio RPMI 1640 Gibco® 10 % 

SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico Gibco® y se dejó en incubación durante 24 h. 

Posteriormente se realizó el ensayo de viabilidad celular empleando el colorante 

vital azul de tripán Gibco® y se determinó la IC50. El ensayo se realizó por triplicado 

(Figura 9) 

 

OBTENCIÓN DE BIOMASA PARA LOS ANÁLISIS PROTEÓMICOS 

• MONOCULTIVO 

Las células CCRF-CEM se reprodujeron en botellas T25 con 5 mL de medio RPMI 

1640 Gibco® 10 % SFB, 1 % de antibiótico/antimicótico Gibco® y se centrifugaron 

a 1200 rpm, el pellet celular se lavó 2 veces con PBS frio, las células se mantuvieron 

en hielo y se cuantificaron como se mencionó anteriormente. Se verificó que la 

viabilidad celular fuera mayor al 90 % y se tomó una alícuota equivalente a 3x104  

de células para la lisis celular y extracción de proteínas.  

 
Figura 9. Prueba de sensibilidad en cocultivo 3D. A) Generación de esferoide. 
B) Generación de cocultivo 3D. C) Exposición a fármaco vincristina. D) 
Determinación de viabilidad celular. 
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• COCULTIVO 3D 

Se disgregó la interacción formada entre las células OP-9 y CCRF-CEM pipeteando 

vigorosamente el medio contenido en cada pozo, posteriormente se recolectó la 

suspensión de células CCRF-CEM en un tubo de 1.5 mL. Al pozo se adicionaron 

200 µL de PBS estéril y con este se recolectó el esferoide de células OP-9. Los 

tubos se mantuvieron en hielo, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min a 4 °C y 

se lavaron con PBS frio 2 veces. Se verificó que la viabilidad celular fuera mayor al 

90 % y se procedió a utilizar el método de lisis celular y extracción de proteínas.  

Se cultivaron células en 3 placas de 96 pozos. En cada placa se usaron 20 pozos 

de los que se cosechaban en total 1x106 células (5x104 células CCRF-CEM por 

pozo). El uso de tres placas permitió procesar rápidamente las células y 

mantenerlas siempre en frío con la finalidad de reducir los cambios en el proteoma 

debidos al procesamiento de las muestras. Se procesaron por separado las tres 

placas hasta juntar 3x106 de células. Solo se realizó una réplica biológica de 3x106 

células. 

No fue posible llevar a cabo la prueba en cocultivo 2D, debido a que ya no se 

disponía de muestra como del tiempo necesario para su procesamiento. 

EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS  

Se probaron 3 soluciones amortiguadoras de lisis. En la Tabla 2 se describen los 

componentes y las concentraciones de cada solución. Se empleó agua MilliQ para 

su elaboración.  
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Tabla 2. Composición de las diferentes soluciones amortiguadoras de lisis. 
Los protocolos para la lisis celular fueron adaptados de Muller, et al. (45). 

Solución 

amortiguadora 
Componentes Concentración 

Solución 

amortiguadora 1 

(B1) 

Urea 8 M 

NaCl 75 mM 

Ortovanadato de 

sodio 
1 mM 

Tris pH 8.6 50 mM 

NaF 1 mM 

HCl 100 mM 

Solución 

amortiguadora 2 

(B2) 

Urea 6 M 

Tiourea 2 M 

HCl 100 Mm 

Solución 

amortiguadora 3 

(B3) 

Urea 8 M 

NaCl 75 mM 

Ortovanadato 1 mM 

NaF 1 mM 

Tris pH 8.6 50 mM 

 

Para comparar la idoneidad de las soluciones amortiguadoras se usaron células 

CCRF-CEM, en monocultivo. Se emplearon 3x106 células para cada una. Las 

células se lavaron 2 veces con PBS frio (centrifugación a 1000 rpm por 5 min a 4 

°C) y se les adicionaron 300 µL de cada solución amortiguadora, las muestras se 

homogenizaron con agitación (vortex) y se mantuvieron en hielo. Para lisarlas se 

empleó sonicación en un baño de hielo durante 3 ciclos (cada ciclo consistió en 20 

seg ON y 20 seg OFF al 40 % de potencia en un sonicador Ultrasonic processor 

GEX 13). Los lisados resultantes se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min a 4 

°C(44–46) para separar el pellet de restos celulares.  
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• CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES POR EL MÉTODO DE 

BRADFORD. 

Se realizó una curva estándar de albúmina de suero bovino (BSA, por sus siglas en 

inglés) empleando el método de Bradford (Pierce™ Coomassie Plus Bradford Assay 

Kit). Para cuantificar las muestras se preparó un blanco con cada solución 

amortiguadora empleada, tanto los blancos como las muestras se diluyeron 1:10 en 

agua destilada y para determinar la concentración de proteínas se interpolo la 

absorbancia en el grafico que se realizó de la curva estándar.   

• ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA 

Material y equipo: 

2 vasos de precipitados 25 mL  

1 pipeta Pasteur con bulbo 

Tubos para microfuga de 0.5 mL 

1 recipiente para hielo 

1 micropipeta de 2-10 µL 

1 micropipeta de 20-200 µL 

1 caja de puntas de 200 y 20 µL para 

micropipeta 

1 recipiente de plástico/gel para la 

tinción. 

1 equipo completo para electroforesis 

de proteínas BIORAD (incluye: 

reservorio con; electrodos, placas de 

vidrio, peines, sujetadores de las 

placas de vidrio y módulo para 

preparar el gel) 

1 fuente de poder

Reactivos: 

Acrilamida. Mezcla de 30 % acrilamida y 0.8 % N’N’metileno-bisacrilamida. 

2 M Tris /HCl pH 8.8 

0.5 M Tris/HCl pH 6.8  

20 % SDS 

TEMED  
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10 % Persulfato de amonio  

Agua destilada  

Isopropanol o butanol 

Mezcla de estándares de peso molecular de proteínas. 

Amortiguador de muestra. Stock generalmente preparado a 2X y contiene 350 mM 

Tris base, 0.8 % SDS, 160 mM ditiotreitol (DTT), 7.5 % Glicerol. 

Amortiguador de corrida (0.05 M Tris Base, 0.38 M Glicina, 0.1 % SDS)  

Solución teñidora tiempo largo0.125 % (p/v) azul de Coomasie Blue R250 en 50 % 

(v/v) metanol, y 10 % (v/v) ácido acético. Tinción que se logra después de 2 h. 

Solución desteñidora para tinción tiempo largo (45 % Metanol, 10 % ácido acético) 

Para preparar el gel se lavaron las placas de vidrio, se secaron y se ensamblaron 

con los separadores. Las placas quedaron bien niveladas y fijas con las pinzas. Se 

le hizo una pequeña marca a 2/3 de su capacidad (punto máximo).   

Se mezclaron los componentes del gel separador: 2 mL de acrilamida (30 % 

acrilamida + 0.8 % bisacrilamida), 1 mL de 2 M Tris / HCl pH 8.8, 50 µL de 10 % 

SDS, 1.94 mL de agua destilada, 5 µL de TEMED. En un vaso de precipitado, antes 

de vaciar a las placas se agregó 40 µL de persulfato de amonio al 10 %.  

Se vació inmediatamente la mezcla entre las dos placas de vidrio. Seguido de esto 

se agregó unas gotas de agua (para disminuir la tensión superficial y que la 

superficie quede completamente horizontal). Una vez que se polimerizó la 

acrilamida, se retiró el exceso de agua decantando y con ayuda de un papel filtro 

sin tocar el gel. 

Para elaborar el gel concentrador se mezcló: 0.66 mL de acrilamida (30 % 

acrilamida + 0.8 % bisacrilamida), 0.6 mL de 0.5 M Tris / HCl pH 6.8, 50 µL de 10 % 

SDS, 3.67 mL de agua destilada, antes de vaciar en las placas de vidrio se adicionó 



 

45 
 

10 µL de TEMED y 80 µL de persulfato de amonio al 10 %, se agitó y se vertió sobre 

el gel separador. 

Se insertó el peine enseguida de forma bicelada, procurando que no quedase 

burbujas de aire entre el peine y el gel. Cuando polimerizo, se retiró el peine con 

cuidado y las placas de vidrio con el gel se fijaron en la cámara de electroforesis.  

Se descongelaron las muestras en una hielera lentamente, se tomó el equivalente 

a 50 µg de proteína y se mezcló con la solución amortiguadora de muestra hasta 

llegar al volumen final de 30 µL. En el primer pozo se colocó a los marcadores de 

peso molecular, se cargaron las muestras en los subsecuentes pozos. Se adicionó 

la solución amortiguadora de corrida en el gel hasta la mitad de la cámara de 

electroforesis, se tapó cuidadosamente y se conectó a la fuente de poder a 120 V 

por una hora. Se detuvo la corrida, se retiraron cuidadosamente los vidrios que 

contienen el gel el cual se colocó en una disolución de metanol-ácido acético (4:1) 

por 5 min, posteriormente se lavó con agua bidestilada hasta ya no percibir el olor 

a ácido acético. Para teñirlo se colocó en un recipiente con 30 mL de azul de 

Coomassie, se dejó tiñendo en agitación por 12 h. Posteriormente se retiró de la 

solución de tinción y se colocó en un recipiente limpio con agua bidestilada, se 

destiño adicionando solución desteñidora por 12 h, se colocó en un recipiente limpio 

con agua bidestilada hasta quitar el exceso de colorante. Posteriormente se 

visualizaron las bandas (73). 

SELECCIÓN DE LA SOLUCIÓN AMORTIGUADORA  

Con base al patrón de bandas en gel, se seleccionaron dos soluciones de lisis 

(soluciones amortiguadoras) para analizar las proteínas con el uso de cromatografía 

líquida de alta eficiencia (HPLC) acoplada a un espectrómetro de masas. Las 

soluciones amortiguadoras seleccionados fueron B2 y B3. 

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA LA OBTENCIÓN DE PÉPTIDOS 

• DIGESTIÓN DE PROTEÍNAS A PÉPTIDOS  
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Se realizó el mismo procedimiento para ambas soluciones amortiguadoras, de 

acuerdo con la cuantificación previamente hecha por el método de Bradford se tomó 

una alícuota equivalente a 50 µg de proteína y se trasvasó a un microtubo de 1.5 

mL, se preparó una disolución 0.5 M de DTT  de la cual se adicionó a cada muestra 

la cantidad necesaria para llevarla a una concentración final de 20 mM, se 

homogenizaron los tubos y se incubaron durante 1 h a 37 °C para reducir los 

puentes disulfuro que posteriormente se alquilaron con IAM cuya concentración final 

en cada muestra fue de 40 mM, se incubó la reacción durante 30 min en oscuridad 

a temperatura ambiente. Posteriormente se diluyó la concentración de urea y tiourea 

5 veces con disolución 50 mM de NH4HCO3, para lograr que la concentración de 

urea/tiourea fuera de 1.5 M y así evitar la inhibición de la proteasa tripsina.  

Se midió el pH de cada muestra y ambos estaban en 8 el cual es un valor óptimo 

para hacer la digestión con tripsina que se adicionó en relación 1:50 (1 µL de tripsina 

por 50 µg de proteína), se mezcló para que quedase homogéneo con ayuda de un 

vortex y posteriormente se dejó en incubación a 37 °C durante 18 horas.  Se detuvo 

la reacción con agua ácida al 1 % de ácido fórmico y se llevó a un volumen de 1 mL, 

el pH fue de 2.  

 

• DESALADO DE PÉPTIDOS 

Previo a la separación de los péptidos trípticos por cromatografía de alta eficacia de 

nanoflujos (nHPLC) es conveniente remover las sales para facilitar la interacción de 

los analitos con la fase sólida. Además, estas reducen la eficiencia de la ionización 

por electrospray. Por ello se removieron por extracción en fase sólida, como a 

continuación se describe.  

Se prepararon las siguientes disoluciones:  

Solución A: agua obtenida del sistema de purificación MilliQ; 0.1 % ácido fórmico. 

Solución B: 60 % acetonitrilo; 40 % agua; 0.1 % ácido fórmico   
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Se emplearon columnas SEP PAK C18 para realizar el desalado de los péptidos de 

cada muestra.  Se activó cada columna agregando 1 mL de solución B, se equilibró 

con 2 mL de solución A, se hizo pasar cada muestra dos veces y posteriormente se 

lavaron los péptidos con 3 mL de solución A y finalmente se eluyeron con 1 mL de 

solución B.  No hubo presencia de burbuja ni se dejó secar la columna en ninguno 

de los pasos.   

Las muestras se secaron en una Vacofuge Plus Eppendorf®, aproximadamente en 

3 h a temperatura ambiente y se congelaron a -80 °C hasta su análisis. 

IDENTIFICACIÓN DE PÉPTIDOS 

• INYECCIÓN DE PÉPTIDOS AL nHPLC 

Para analizar las muestras, en cada análisis se inyectaron péptidos trípticos 

equivalentes a 1 g de proteína celular, por ello los péptidos se resuspenden en 50 

µL de una solución 95 % agua, 5 % acetonitrilo y 0.1 % ácido fórmico. La agitación 

en vortex fue de 6 min (en intervalos de 2 min de agitación por 1 min en hielo). Se 

centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min a 4 °C y se tomaron 48 µL que se 

trasvasaron a su respectivo vial de inyección. Para ser inyectados en el equipo de 

nano HPLC Ultimate 3000 (Thermo) con una columna Acclaim PepMap RSLC 75 

µm x 15 cm C18, con un gradiente en el que la fase A fue agua al 0.1 % de ácido 

fórmico y la fase B de acetonitrilo con 0.1 % de ácido fórmico. El gradiente se 

programó de la siguiente manera, Tabla 3:  
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Tabla 3. Gradiente de elución. 

 

 

 

 

 

 

El equipo nHPLC acoplado al espectrómetro de masas IMPACT II (Q-TOF), con 

fuente de ionización por electrospray en modo positivo, con un voltaje de capilar de 

1500 V con un flujo de gas de 3 L/min a una temperatura de 150 °C. El analizador 

operó en un rango de masa/carga de 50 a 2200.  Cada muestra se inyectó solo una 

vez. 

• ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 

El análisis bioinformático desempeña un papel crucial en nuestro estudio, ya que 

nos permite desentrañar información valiosa a partir de los datos obtenidos de cada 

inyección de nuestras muestras. Para llevar a cabo este análisis, primero 

comenzamos por visualizar los espectros de masas en el programa Compas Data 

Analysis. En su interfaz se observa el espectro de masas y procedemos a 

deconvolucionar los datos, lo que nos permite extraer la lista de componentes(74).  

Posteriormente estos se analizan con el software Protein Scape empleando la 

herramienta Protein Extractor que desempeña un papel crucial en la identificación 

de proteínas, analizando los espectros de masas de los péptidos, se les asigna una 

secuencia y se busca en las bases de datos de proteínas la presencia de las 

secuencias de péptidos, cuanto mayor sea la puntuación de las secuencias 

peptídicas identificadas en la proteína candidata, mayor será la confianza en la 

Tiempo (min) % fase B 

0 2.0 

7 2.0 

15 5.0 

50 10.0 

200 30.0 

222 90.0 

230 90.0 

235 2.0 

250 2.0 
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identificación(75). Este proceso es fundamental para comprender la composición 

proteica en nuestro experimento. 

Tras obtener la lista de proteínas, se realizó el análisis de localización subcelular 

empleando Uniprot (http://www.uniprot.org/) y se realizó un diagrama de venn con 

el programa Venn Diagram (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) para 

conocer las proteínas exclusivas y las que comparten las muestras de CCRF-CEM 

en monocultivo y cocultivo. 

 Las proteínas exclusivas de cada condición se analizaron en la base de datos 

DAVID Bioinformatics DataBase (https://david.ncifcrf.gov/) esta herramienta que va 

más allá de la simple identificación de proteínas. nos proporciona una visión 

profunda de las categorías funcionales sobrerrepresentadas en nuestras proteínas 

exclusivas. Además, nos brinda información detallada sobre los términos de 

ontología de genes (GO, Gene Ontology), que se dividen en tres categorías 

esenciales: función molecular, componente celular y proceso biológico. Estos 

términos de ontología de genes son como un mapa que nos guía a través de la 

funcionalidad de las proteínas que hemos identificado. Nos permiten comprender 

no solo qué hacen estas proteínas, sino también cómo se relacionan con los 

procesos celulares y biológicos. En resumen, el análisis bioinformático en DAVID 

agrega un nivel de profundidad y contexto a nuestra investigación que va más allá 

de la mera identificación de proteínas. Nos ayuda a comprender el significado 

biológico de nuestros hallazgos. 

F) ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

En el caso de la viabilidad para conocer si existen diferencias significativas se 

realizó la prueba de la prueba de igualdad de varianzas de Levene. Los resultados 

fueron significativos. Al tener nuestros datos una distribución normal se precedió a 

realizar la prueba paramétrica ANOVA de un factor con prueba post hoc Tukey. 

http://www.uniprot.org/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
https://david.ncifcrf.gov/
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10) RESULTADOS  

GENERACIÓN DE COCULTIVO 3D. 

En los modelos experimentales de microambiente se debe reproducir la compleja 

comunicación entre distintos tipos de células. El estudio de células leucémicas en 

monocultivo carece de este factor importante para la fisiología celular y la tolerancia 

a fármacos en las células leucémicas. El modelo de microambiente más sencillo es 

el cocultivo 2D, sin embargo, el cocultivo 3D ha demostrado ser superior al 2D en 

cuanto a simular las interacciones con células troncales cancerosas y en la 

inducción de tolerancia a fármacos quimioterapéuticos(41,44–46). 
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En la Figura 10 se describe la estrategia que se usó para establecer los cocultivos 3D. 

Panel B) 

Figura 10 Descripción de secuencias para generar cocultivos 3D. Panel A) diagrama general para la obtención del cocultivo 
3D. Primero se cultivan las líneas celulares por separado. Específicamente las células OP-9 se encuentran en monocultivo hasta 
tener una confluencia del 90% se cosechan, se cuentan y se pasan a placas de fondo cóncavo para formar esferoides, mientras 
que las células CCRF-CEM solo se cultivan en la caja T25, alcanzan una confluencia del 90%, se cosechan y cuentan para 
adicionarse al esferoide, posteriormente se genera el cocultivo por 24 h y finalmente disgrega el cocultivo. Se  cosechan solo las 
células CCRF-CEM. Panel B) Fotografías en microscopio invertido de algunas de las etapas indicadas en el panel A. a) Adición 
de células OP9 (objetivo 40x), las células no se adhieren al fondo recubierto de agarosa y se unen entre ellas para formar el 
esferoide. b) Formación de esferoide de ´células OP-9 (24 h; objetivo 40x). c) Adición de células CCRF-CEM (objetivo 10x), las 
células leucémicas recién adicionadas a los pozos están homogéneamente distribuidas en el medio, pero con el tiempo migran 
hacia el esferoide mediante un proceso de quimiotaxis. d) Formación del cocultivo 3D (24 h; objetivo 10x), el esferoide está 
completamente rodeado de células leucémicas; prácticamente no se observan células CCRF-CEM libres en suspensión. e) 
Disgregación del cocultivo 3D (24 h; objetivo 40x), mediante pipeteo intenso se resuspende la mayoría de las células CCRF-CEM 
y pueden cosecharse del medio; quedan unas cuantas células CCRF-CEM adheridas al esferoide de células OP-9. 
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DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN INHIBITORIA 50 (IC50) DE 

VINCRISTINA A LAS 24 HORAS 

• MONOCULTIVO 

En la Tabla 4 se muestran los resultados de tres réplicas biológicas independientes 

de la viabilidad celular de la línea CCRF-CEM en monocultivo a diferentes 

concentraciones de vincristina. Tanto en la tabla 7 como en la figura 11 se observa 

que la concentración a la cual se alcanza la IC 50 es aproximadamente a 5nM. 

Además, es importante destacar que el comportamiento es dosis dependiente ya 

que disminuye la viabilidad conforme se incrementa la concentración de vincristina 

de manera significativa. 

Tabla 4 Viabilidad de células CCRF-CEM en monocultivo a diferentes 

concentraciones de vincristina. Datos de cada réplica biológica, promedio y 

desviación. 

 *p<0.05 vs. 0 nM (ANOVA-Tukey) 

 

 

 

Concentración 

(nM) 
 

Viabilidad 

1 (%) 

Viabilidad 

2 (%) 

Viabilidad 

3 (%) 

Promedio 

de 

viabilidad 

(%) 

Desviación 

estándar (%) 

0 92.1 94.9 93.2 93.48 1.37 

2.5 73.0 76.5 74.9 74.75* 1.75 

5.0 55.2 51.6 50.9 53.39* 1.82 

7.5 49.3 45.0 48.1 47.15* 2.15 

10 29.8 34.4 33.2 32.10* 2.34 

15 21.5 18.2 19.9 19.83* 1.63 

20 18.3 16.0 16.1 17.16* 1.18 

40 12.9 9.0 11.7 10.94* 1.92 
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Los datos del porcentaje de viabilidad se transformaron a logaritmo base 10, como 

se presenta en la Tabla 5. Estos datos se representaron gráficamente en la Figura 

12 y se realizó su análisis de regresión lineal. La ecuación de la recta resultante y 

su coeficiente de correlación (r = 0.85) indican claramente la existencia de una 

correlación entre el aumento de la concentración del fármaco y la disminución de la 

viabilidad de las células leucémicas CCRF-CEM.  

Tabla 5 Concentración de vincristina contra el logaritmo del promedio de 
viabilidad. 

Concentración 

(nM) 
Log10(%viabilidad) 

0.0 1.97 

2.5 1.87 

5.0 1.73 

7.5 1.67 

10 1.51 

15 1.30 

20 1.23 

40 1.04 

 

Figura 11.Viabilidad celular en monocultivo. Promedios y 
desviación estándar de la viabilidad celular de células CCRF-CEM 
en monocultivo a diferentes concentraciones de vincristina 
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Cálculo de la concentración inhibitoria IC50 de las células CCRFB-CEM en 

monocultivo 

Para calcular la IC50 se sustituyó el valor de 50 % de viabilidad en la ecuación de 

la recta obtenida por regresión lineal:  

Ecuación de la recta obtenida: y=0.0236x + 1.8348; Por lo tanto, la pendiente (m)= 

0.0236 1/nM, mientras que la ordenada al origen (b) es 1.8348. 

𝐼𝐶50 =
𝐿𝑜𝑔10(50%) − 1.8348

−0.0236 1/𝑛𝑀
= 5.75 𝑛𝑀 = 𝟔 𝒏𝑴 

Por lo que la concentración del fármaco vincristina necesario para disminuir a la 

población de la línea celular CCRF-CEM en monocultivo el 50 % es de 6 nM tras 

una exposición de 24 h. 

• COCULTIVO 2D 

En la tabla 6 se muestran los resultados de tres réplicas biológicas independientes 

de la viabilidad celular de la línea CCRF-CEM en cocultivo 2D a diferentes 

concentraciones de vincristina, así como el promedio y la desviación estándar. En 

la Figura 13 se observa que la concentración a la cual se alcanza la IC50 es 

Figura 12. Gráfica del porcentaje de viabilidad de monocultivo 
transformada a logaritmo base 10 y regresión lineal. 
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aproximadamente a 15 nM, y que se tiene un comportamiento dosis dependiente 

debido a la reducción de la viabilidad celular a concentraciones crecientes de 

vincristina de manera significativa. 

Tabla 6. Viabilidad de células CCRF-CEM en cocultivo 2D a diferentes 
concentraciones de vincristina. Datos de cada réplica biológica, promedio y 
desviación.  

Concentración 

(nM) 

Viabilidad 

1 (%) 

Viabilidad 

2 (%) 

Viabilidad 

3 (%) 

Promedio 

viabilidad 

(%) 

Desviación 

estándar 

(%) 

0 83.9 86.3 91.2 87.13 2.70 

2.5 71.3 77.7 81.8 76.94* 3.76 

5.0 69.3 71.5 73.3 71.37* 1.38 

7.5 69.3 64.2 67.5 66.99* 1.86 

10 53.2 69.7 61.9 61.60* 5.60 

15 46.8 38.9 45.3 43.67* 3.17 

20 37.6 28.9 27.6 31.36 4.16 

40 23.0 16.1 18.7 19.23* 2.51 

70 14.9 15.1 18.6 16.19* 1.63 

*p<0.05 vs. 0 nM (ANOVA-Tukey) 

Con los datos obtenidos al transformar la viabilidad a logaritmo base 10 (Tabla 7) 

se realizó la gráfica (Figura 14), la regresión lineal, se obtuvo la ecuación de la recta 

y su coeficiente de correlación r=0.87 indicando la correlación que existe entre la 

concentración del fármaco y la viabilidad celular, disminuyendo esta última al 

incrementar la concentración de fármaco. 
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Tabla 7. Concentración de vincristina contra el logaritmo de la viabilidad de 

las células CCRF-CEM en cocultivo 2D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Concentración 

(nM) 

Log10 

(%viabilidad) 

0 1.94 

2.5 1.89 

5 1.85 

7.5 1.83 

10 1.79 

15 1.64 

20 1.50 

40 1.28 

70 1.21 

Figura 13. Viabilidad celular en cocultivo 2D. Promedios y 
desviación estándar de la viabilidad celular de células CCRF-CEM 
en cocultivo 2D a diferentes concentraciones de vincristina 
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Cálculo de la concentración inhibitoria 50 IC50 de las células CCRFB-CEM en 

cocultivo 2D 

Para calcular la IC50 se sustituyó el valor de 50 % de viabilidad en la ecuación de 

la recta obtenida por regresión lineal:   

Ecuación de la recta obtenida: y=0.0112x + 1.8693; Por lo tanto, la pendiente (m)= 

0.0112 1/nM, mientras que la ordenada al origen (b) es 1.8693. 

𝐼𝐶50 =
𝐿𝑜𝑔10(50%) − 1.8693

−0.0112 1/𝑛𝑀
= 15.20 𝑛𝑀 =  𝟏𝟓 𝒏𝑴 

Por lo que la concentración del fármaco vincristina necesario para disminuir a la 

población de la línea celular CCRF-CEM un 50 % es de 15 nM tras 24 h de 

exposición cuando se encuentran en cocultivo 2D con la línea células OP-9. 

 

 

Figura 14. Gráfica de porcentaje de viabilidad transformada a 
logaritmo base 10 y regresión lineal del cocultivo 2D 
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• COCULTIVO 3D 

En la Tabla 8 se muestran los resultados de tres réplicas biológicas independientes 

para la determinación de la viabilidad celular de la línea CCRF-CEM en cocultivo 3D 

a diferentes concentraciones de vincristina, así como el promedio y la desviación 

estándar. En la Figura 15 se observa el efecto dosis respuesta, debido a la 

correspondiente reducción de la viabilidad celular a concentraciones crecientes de 

vincristina significativamente, especialmente se observa que a la concentración a la 

cual se alcanza la IC 50 es aproximadamente a 55 nM. 

Tabla 8. Viabilidad de células CCRF-CEM en cocultivo 3D a diferentes 
concentraciones de vincristina. Datos de cada réplica biológica, promedio y 
desviación 

Concentración 

(nM) 

Viabilidad 

1 (%) 

Viabilidad 

2 (%) 

Viabilidad 

3 (%) 

Promedio 

viabilidad 

(%) 

Desviación 

estándar 

(%) 

0 86.3 83.9 87.6 85.92 1.35 

5 80.5 80.3 77.6 79.46* 1.26 

7.5 70.3 70.8 67.0 69.37* 1.60 

15 66.4 70.8 65.0 67.39* 2.28 

30 63.1 67.3 58.9 63.10* 2.81 

40 64.1 63.8 55.3 61.07* 3.82 

55 56.9 58.7 46.5 54.05* 5.04 

70 42.7 40.9 38.1 40.56* 1.65 

100 30 29.2 28.5 29.20* 0.52 

*p<0.05 vs. 0 nM (ANOVA-Tukey) 
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Con los datos obtenidos al transformar la viabilidad a logaritmo base 10 como se 

presenta en la Tabla 9, que se representaron gráficamente en Figura 16 y se realizó 

un análisis de regresión lineal. La ecuación de la recta y su coeficiente de 

correlación (r= 0.95) indican la existencia de una correlación entre el aumento de la 

concentración del fármaco y la disminución de la viabilidad de las células leucémicas 

CCRF-CEM. 

Tabla 9. Concentración de vincristina contra el logaritmo de la viabilidad de 
las células CCRF-CEM en cocultivo 3D 

Concentración 

(nM) 

Log10 

(%viabilidad) 

0 1.93 

5 1.90 

7.5 1.84 

15 1.83 

30 1.80 

40 1.79 

55 1.73 

70 1.61 

100 1.47 

 

Figura 15. Viabilidad celular en cocultivo 3D. Promedios y desviación estándar 
de la viabilidad celular de células CCRF-CEM en cocultivo 3D a diferentes 
concentraciones de vincristina. 
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Cálculo de la concentración inhibitoria 50 IC50 de las células CCRFB-CEM en 

cocultivo 3D 

Para calcular la IC50 se sustituyó el valor de 50 % de viabilidad en la ecuación de 

la recta obtenida por regresión lineal:   

Ecuación de la recta obtenida= y=0.0043x + 1.9187; Por lo tanto, la pendiente 

(m)= 0.0043 1/nM, mientras que la ordenada al origen (b) es 1.9187. 

𝐼𝐶50 =
𝐿𝑜𝑔10(50%) − 1.9187

−0.0043 1/𝑛𝑀
= 51.09 𝑛𝑀 =  𝟓𝟏 𝒏𝑴 

Por lo tanto, la concentración del fármaco vincristina necesaria para disminuir la 

población de la línea células CCRF-CEM un 50 % es de 51 nM tras 24 h de 

exposición cuando éstas se encuentran en cocultivo 3D con células OP-9. 

 

•  

Figura 16 Gráfica porcentaje de viabilidad transformada a 
logaritmo base 10 y regresión lineal del cocultivo 3D. 
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• COMPARATIVO DE LAS IC50 

Tabla 10. Comparación de las IC50 obtenidas en los diferentes modelos de 
cultivo celular. 

 

Ponemos observar en la tabla 10 un resumen del efecto protector que ofrecen las 

células estromales en el cocultivo 2D Y 3D, en comparación con el monocultivo.  

 ESCALAMIENTO DEL COCULTIVO 3D 

Una vez verificado el mayor efecto protector del cocultivo 3D en comparación con 

el cocultivo 2D, se procedió a escalar el cocultivo 3D, para obtener suficientes 

células para los análisis proteómicos.  

Por experiencia previa del laboratorio, sabíamos que al menos necesitaríamos 

3x106 células. Por ello se hicieron cocultivos 3D sin vincristina en 66 pozos en una 

placa de 96 pozos y se cosecharon las células CCRF-CEM como se describe en 

materiales y método en la Figura 9. Se logró obtener 3x106 células, pero el tiempo 

de procesado era entre 1.5 y 2 h, siendo probable que el proteoma de las células 

hubiera presentado cambios significativos debido a que ya no estaban en atmosfera 

de 5 % CO2 a 37 °C e interactuando con las células OP-9. 

Para evitar ese probable cambio en el proteoma, decidimos reducir el tiempo 

haciendo cocultivo 3D en tres placas de modo que en cada una solo se ocuparan 

24 pozos. Mientras procesábamos una placa, las otras 2 estaban en la incubadora 

inalteradas. De este modo el tiempo de procesamiento hasta cosechar las células 

IC50 

Tipo de cultivo celular 

Monocultivo Cocultivo 2D Cocultivo 3D 

6 nM 15 nM 51 nM 

Factor de 

protección 
 2.5 veces 8.5 veces 
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CCRF-CEM fue de 20 min por placa. Con esta estrategia se obtenían de 3x106 a 

3.1x106 células CCRF-CEM en total de acuerdo con el método de conteo de azul 

de tripán en una cámara de Neubauer.  

ANÁLISIS PROTEÓMICOS. 

RESULTADOS DEL MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS.  

Para determinar la solución amortiguadora adecuada para realizar la lisis celular y 

obtener las proteínas de la muestra, primero se determinó la concentración de 

proteínas totales por el ensayo colorimétrico de Bradford y posteriormente se realizó 

una electroforesis de las muestras en gel de poliacrilamida. En la Tabla 11 se 

encuentra el resumen de las concentraciones de proteínas que se obtuvieron por 

cada solución amortiguadora. 

Para estas pruebas solo se usaron células CCRF-CEM cultivadas en monocultivo. 

Tabla 11 Concentración de proteínas totales. Empleando el método colorimétrico 
de Bradford al lisar 3x106 células CCRF-CEM en monocultivo. 

  

 

A 

continuación, se muestra la figura 17. En el que se puede apreciar la comparación 

del patrón de bandas en el gel de poliacrilamida de los extractos de proteínas. 

 

 

 

Solución amortiguadora de 

lisis 

Concentración de proteínas 

(µg/mL) 

Solución amortiguadora 1 272.7 

Solución amortiguadora 2 333.33 

Solución amortiguadora 3 
750 
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Con base a los resultados de la Tabla 11 y a la apariencia de las bandas de la Figura 

17, se seleccionaron las soluciones amortiguadoras 2 y 3 porque con ellas se obtuvo 

mayor concentración de proteína y bandas más definidas.  

Los extractos celulares obtenidos con esas dos soluciones amortiguadoras se 

procesaron para analizar el proteoma: reducción con DTT, alquilación con IAM, 

digestión con tripsina y desalado de los péptidos. Posteriormente se inyectaron en 

el cromatógrafo de líquidos de alto desempeño de nanoflujos (nHPLC) acoplado al 

espectro de masas de tipo cuadrupolo-TOF (Impact II, marca Bruker Daltonics). En 

la separación cromatográfica los péptidos se unen a la resina de fase reversa C18, 

con base a su hidrofobicidad. La fase móvil consiste en una mezcla de agua y 

acetonitrilo en la que la concentración de acetonitrilo aumenta en gradiente lineal de 

Figura 17 Comparación del patrón de bandas en gel de poliacrilamida 
de los extractos de proteínas. A) Marcador de peso molecular. B) Extracto 
de proteínas obtenido con la solución amortiguadora 1, (carriles 2° y 3°). C) 
Extracto de proteínas obtenido con la solución amortiguadora 2 (carriles 4° 
y 5°). D) Extracto de proteínas obtenido con la solución amortiguadora 3 
(6°carril). 
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2 h arrastrando gradualmente los péptidos. Conforme salen se ionizan por el 

electrospray y se les determina la relación masa/carga en el cuadrupolo (MS) y 

luego se fragmentan por colisión con gas N2 y se miden las masas de los fragmentos 

resultantes en el analizador de tiempo de vuelto (TOF) (MS/MS) con las masas de 

los iones precursores y las de los fragmentos, los softwares de análisis identificaron 

las proteínas presentes.   

Después de separar los péptidos en el equipo de nanoflujos nHPLC (cromatograma 

en ANEXO II) y del análisis de masas, se procesaron los resultados en los softwares 

Compass DataAnalysis y ProteinScape (Bruker Daltonics) para determinar la 

cantidad de proteínas identificadas por cada solución amortiguadora como se 

muestra en la Tabla 12. 

Tabla 12. Proteínas identificadas por nHPLC-MS/MS. 

Solución 

amortiguadora de lisis 
Proteínas totales identificadas 

Solución amortiguadora 

2 (B2) 
1124 

Solución amortiguadora 

3 (B3) 
1157 

Solo se realizó una inyección para cada solución amortiguadora. 

De acuerdo con el número total de proteínas, la diferencia entre la solución 

amortiguadora 2 y 3 es de tan solo 27 proteínas, para facilitar la selección de la 

solución amortiguadora para lisis óptima se realizó un diagrama de Venn, donde las 

proteínas encontradas entre ambas muestras se comparan y se observa que ambas 

soluciones amortiguadoras comparten 887 proteínas, sin embargo, de acuerdo con 

el diagrama de Venn (Figura 18), el B3 tiene 270 proteínas exclusivas; 33 proteínas 

más con respecto a B2 que tiene 237.  

 

 



 

65 
 

 

Para conocer un poco más acerca de las proteínas que encontramos se empleó el 

sitio web UniProt (https://www.uniprot.org/) que nos brindó información sobre la 

localización subcelular de estas proteínas. A continuación, en la Tabla 13 y en las 

Figuras 19 y 20 se muestra la localización celular de las proteínas identificadas, 

cabe mencionar que en ambas soluciones amortiguadoras hay proteínas a las 

cuales UnitProt no les asignó una localización.  

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Diagrama de Venn de las proteínas identificadas con cada solución 
amortiguadora. Comparación de las proteínas identificadas por los análisis 
proteómicos de los extractos celulares obtenidos con las soluciones amortiguadoras. 
B2 (solución amortiguadora 2) muestra las proteínas exclusivas, B3 (solución 
amortiguadora 3) con sus respectivas proteínas exclusivas y con la intersección que 
nos indica las proteínas que se comparten 

https://www.uniprot.org/
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Tabla 13. Localización celular de las proteínas identificadas al lisar las células 

con B2 y B3. Una proteína dada puede tener más de una localización subcelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Localización celular 

Solución amortiguadora para lisis 

Solución 

amortiguadora 2 (B2) 

Solución 

amortiguadora 3 (B3) 

Cantidad de 

proteínas 
% 

Cantidad de 

proteínas 
% 

Membranales 49 5.0 54 5.4 

Citoplasmáticas 420 42.9 425 42.5 

Nucleares 308 31.5 320 32.0 

Retículo endoplásmico 37 3.8 42 4.2 

Mitocondriales 117 12.0 109 10.9 

Otras 48 4.9 51 5.1 

Total 979 100.0 1001 100.0 

Figura 19. Localización celular de las proteínas extraídas con 
B2 expresada en un diagrama circular. Los numero indican 
porcentajes 
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A pesar de que existen pequeñas diferencias entre ambas soluciones 

amortiguadoras, es probable que no sean significativas, dado que solo se realizó 

una inyección. Concluimos que ambas soluciones son adecuadas para el 

subsecuente análisis proteómico de células provenientes del cocultivo 3D. Se optó 

por utilizar la solución B3 debido a que proporcionó una mayor cantidad de 

proteínas, de acuerdo con la Tabla 12, y presentó más proteínas exclusivas, como 

se muestra en la Figura 18. 

Las células recolectadas del cocultivo 3D (CCRF-CEM y OP-9) se lisaron 

empleando la solución B3; se determinó la concentración de proteínas totales por el 

método de Bradford, posteriormente las proteínas se procesaron hasta péptidos 

para ser analizadas por el equipo nHPLC acoplado al espectro de masas de tipo 

cuadrupolo-TOF (cromatograma en ANEXO II), los resultados fueron analizados 

con los softwares Compass DataAnalysis y ProteinScape (Bruker Daltonics) ambos 

mencionados anteriormente. En la Tabla 14 se resumen ambos resultados. 

Figura 20. Localización celular de las proteínas extraídas con el 
B3 expresada en un diagrama circular. Los números indican 
porcentajes. 
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Tabla 14. Cantidad de proteínas identificadas en 3x106 células de cada tipo 
celular provenientes de cocultivo 3D. Sólo se realizó una réplica biológica (un 
cocultivo). 

*Determinado por el método de Bradford empleando una curva estándar de albúmina de 
suero bovino.  

 

COMPARACIÓN DEL PROTEOMA DE CÉLULAS CCRF-CEM EN 

MONOCULTIVO VS COCULTIVO 3D. 

Para conocer los cambios provocados en las células CCRF-CEM por la 

comunicación intercelular con las OP-9, se comparó el proteoma obtenido de las 

células CCRF-CEM en monocultivo con las CCRF-CEM obtenidas del cocultivo 3D. 

En la Figura 21 se observa que comparten 919 proteínas, mientras que las células 

en monocultivo tienen 238 proteínas exclusivas y las células en cocultivo tienen 189 

proteínas exclusivas. 

 

Línea celular Concentración de 

proteínas totales (µg/mL)* 

Proteínas totales 

identificadas (n=1) 

CCRF-CEM 422.67 1108 

OP-9 401.39 848 

Figura 21. Comparación del proteoma entre las células CCRF-CEM 
obtenidas de monocultivo y cocultivo 3D. 
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No se analizó el proteoma de las células OP-9 en monocultivo, por lo que, para esta 

línea celular, no se compararon los proteomas en las dos condiciones.   

• ANÁLISIS DE CATEGORÍAS FUNCIONALES 

Para continuar con el análisis, se empleó la base de datos DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) usando la herramienta Functional Annotation se 

obtuvieron las correspondientes tablas que resultan de la opción Functional 

Annotation Chart,  que organizo los resultados en las categorías funcionales que 

corresponden a mecanismos y procesos celulares; esto se realizó para la lista de 

proteínas exclusivas de monocultivo (238), para las exclusivas de cocultivo (189) y 

también para las compartidas (919) (Figura 21). Los resultados se copiaron a libros 

de Excel para depurar la información dejando las categorías funcionales cuyo valor 

de P fuera menor a 0.05. Con este criterio, para el monocultivo y cocultivo se 

seleccionaron 129 y 64 categorías funcionales respectivamente. Mientras que para 

las compartidas fueron 736. Las listas se ordenaron de menor a mayor valor de P-

value y posteriormente se seleccionaron las primeras 27 categorías. Cada una de 

estas categorías está representada por proteínas, y una proteína puede estar 

presente en más de una categoría. 

 

La herramienta de análisis DAVID nos brinda términos de ontología de genes (Gene 

Ontology, GO), los cuales pueden ser de tres tipos: función molecular, componente 

celular y proceso biológico. Para interpretar nuestros resultados, utilizamos los 

términos de “procesos biológicos”. A cada término GO se le asigna un valor de P (P 

value) el cual representa la certeza con la que ese término está representado en la 

lista de proteínas, a menor valor P, mayor certeza de que un término dado esté 

representado en nuestra lista. Además, se obtiene un valor de enriquecimiento (fold 

enrichment) el cual representa el grado en el que un término está 

sobrerrepresentado en la lista de proteínas que se analizó. El valor de P depende 

del número de proteínas por lo que los valores obtenidos por ejemplo de la lista de 

“compartidas” (919 proteínas) fueron menores que los valores obtenidos de las listas 

de “exclusivas monocultivo” (238 proteínas) o “exclusivas cocultivo” (189 proteínas). 

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
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En cambio, los valores de “fold enrichment” no dependen del tamaño de las listas 

que se analizan ya que en esencia es un cociente entre las proteínas asignadas a 

una categoría GO específica, entre las proteínas totales de la lista. Por ello 

decidimos usar el fold enrichment para comparar nuestras listas (Figura 22).  

Por otro lado, el análisis de ontología de genes resulta en algunos términos GO 

repetitivos, por ejemplo: “Tetrahydrofolate metabolic process” y “response to 

methotrexate”; o “translation initiation” y “positive regulation of translation”. Por ello, 

es posible agrupar varios términos GO en procesos celulares más generales que 

nos brinden una idea más clara de lo que está sucediendo.  

En la Figura 22 podemos observar un gráfico en el que se agruparon manualmente 

los términos GO en procesos celulares más generales para las proteínas que 

resultaron exclusivas de monocultivo, de cocultivo 3D y las proteínas compartidas. 

Los grupos resultantes se muestran en función del promedio del valor de 

enriquecimiento (fold enrichment), los detalles de estos subgrupos se muestran en 

el anexo III. Los procesos celulares incluyen: el metabolismo de tetrahidrofolato 

(THF), traducción, procesos virales, procesos mitocondriales, procesos 

inmunológicos, splicing y degradación del ARN, división celular, transporte mediado 

por vesículas entre Golgi-retículo endoplásmico y membrana plasmática, 

señalización, replicación del ADN, transcripción, diferenciación, hipoxia, 

metabolismo de aminoácidos, supervivencia, degradación de proteínas y otros. 

Como se observa en la Figura 22, el proceso celular exclusivo del monocultivo más 

sobresaliente es el “Metabolismo de tetrahidrofolato (THF)”, mientras que para el 

cocultivo 3D son los procesos de “Supervivencia” y “Degradación de proteínas 

dependiente de ubiquitinación”.  Las proteínas relacionadas con el transporte 

vesicular y la transducción de señales intracelulares (señalización) están más 

representadas en cocultivo que en monocultivo (Figura 22). En cambio, los procesos 

de traducción, procesos virales e inmunológicos están más representados en 

monocultivo que en cocultivo (Figura 22).  
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Se observaron diferencias en los términos GO que se asignaron a las listas de 

proteínas exclusivas de “monocultivo” y de “cocultivo 3D”. Una manera alternativa 

de mostrar esas diferencias es con un diagrama circular en el que se muestren los 

porcentajes de términos GO que se asignaron manualmente a las categorías 

funcionales de la Figura 22. En las Figuras 23 y 24 se muestran dichos diagramas, 

se incluyeron los 27 términos GO con menor valor P. Se puede observar que hay 

similitudes en el número de términos GO asignados a las categorías “Procesos 

mitocondriales”, “Procesos inmunológicos”, “Splicing y degradación del ARN”, 

“División celular” y “Transporte mediado por vesículas entre Golgi-retículo 

endoplásmico y membrana plasmática” (Figuras 23 y 24). En este análisis las 

proteínas detectadas exclusivamente en cocultivo se asignaron a un mayor número 

de términos GO asociados a “Señalización (transducción de señales), 

“Supervivencia”, “Replicación del ADN” y “Degradación de proteínas dependiente 

Figura 22. Gráfica de procesos celulares en función del factor de 
enriquecimiento (Fold Enrichment promedio). Se puede observar que existen 
procesos celulares exclusivos para la condición de monocultivo, cocultivo y las 
compartidas. 
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de ubiquitinación” (Figura 24).  Por otro lado, las proteínas detectadas 

exclusivamente en monocultivo se asignaron a un mayor número de términos GO 

asociados al “Metabolismo de tetrahidrofolato” y a “Traducción”. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Porcentaje de procesos celulares presentes en monocultivo de células 
CCRF-CEM.THF, Tetrahidrofolato; RE, retículo endoplásmico. 

Figura 24. Porcentajes de procesos celulares presentes en cocultivo 3D de células 
CCRF-CEM. RE, retículo endoplásmico. 
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11) ANÁLISIS DE RESULTADOS 

 

Los modelos de estudio de leucemia in vitro ayudan al estudio de la fisiología celular 

de las células tumorales, incluyendo la acción de los fármacos quimioterapéuticos y 

la producción de proteínas, entre otros procesos. El monocultivo es un modelo 

celular sencillo de realizar, puede generarse en grandes cantidades y se ha 

empleado para realizar pruebas de medicamentos (12). 

En la presente investigación, se llevó a cabo una prueba de sensibilidad en una 

línea celular de LLA-T denominada CCRF-CEM en monocultivo para el fármaco 

vincristina durante 24 h, y se obtuvo la IC50= 6 nM (Tabla 10). Resultados similares 

se han reportado previamente por Guzmán-Ortiz (13), quien, tras 48 h de 

exposición, obtuvo una IC50 de 10nM (13). Además, Diaz-Sánchez(15) realizó 

misma prueba del presente estudio a 24 h, y también informó  una IC50 de 6 nM. 

Es importante señalar que las diferencias con el informe de Guzmán-Ortíz podrían 

atribuirse a diferencias en los métodos de conteo celular y a los tiempos de 

exposición al fármaco. En su experimento, Guzmán-Órtiz usó la técnica de MTT que 

mide la función mitocondrial y supervivencia celular. En contraste, en el estudio de 

Díaz y así como en el presente trabajo, se empleó la tinción de azul de tripán, un 

colorante derivado de la toluidina que de acuerdo con Piccinini Felipe es bastante 

preciso para evaluar la viabilidad, pero tiene sus limitaciones ya que su efecto toxico 

sobre las células limita el recuento a un breve periodo de tiempo y la posibilidad de 

falsos negativos en células que han iniciado la apoptosis y aún mantienen intacta 

su membrana, el recuento manual requiere mucho tiempo y depende del 

operador(76). Por lo que no se descarta que nuestros datos estén sesgados 

ligeramente hacia la sobreestimación de la viabilidad celular.  

Sin embargo, se decidió usar el conteo con azul de tripán debido que es asequible 

y fácil de empleo con respecto al método MTT, mediciones basadas en este han 

demostrado que debe optimizarse ya que los resultados dependerán del tipo y la 

cantidad de células, del tiempo de incubación, los tratamientos con fármacos y las 

interacciones químicas que puedan producirse(77).  
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A pesar de su sencillez, el monocultivo, no puede reproducir las interacciones 

intercelulares que se generan en el microambiente tumoral de la médula ósea, que 

son importantes debido a que se ha demostrado que las células leucémicas 

sobreviven mucho más sí se cocultivan con células del estroma.  

El modelo de cocultivo 2D permite las interacciones célula-célula, la exposición 

homogénea de las células al medio, es económico y sencillo de manipular, es muy 

utilizado para realizar pruebas a distintos fármacos.   

Al realizar la prueba de sensibilidad para el cocultivo 2D de células CCRF-CEM y 

OP-9, expuestas a vincristina durante 24 h, se obtuvo una IC50 de 15 nM, por lo 

que en comparación con el monocultivo (IC50=6 nM), en este modelo se protegen 

las células leucémicas con un factor de 2.5 veces.  

La protección del cocultivo 2D es consistentemente apoyada por investigaciones 

similares. Un estudio de Garrido Sara cocultivó células de leucemia mieloide aguda 

extraídas de pacientes, con células HS5; línea celular de células estromales de 

médula ósea humanas. Las sometió a diferentes concentraciones de fármacos, 

encontró una protección de hasta 5 veces para citarabina y de 2 a 8 veces para 

daunorrubicina. Este estudio destacó el contactor directo entre los tipos celulares y 

su efecto inhibitorio en la apoptosis, además de su influencia en la proliferación y 

viabilidad celular lo que atribuyó a varias moléculas de adhesión como VLA-4, VLA-

5, CD56, LFA 1 y CD34 (14).  

Konopleva, en su investigación con células de leucemia promielocítica aguda HL-

60 cocultivadas con células estromales de médula ósea de ratón MS-5, demostró 

que al someterlas a una concentración de citarabina que induce apoptosis masiva, 

ésta se redujo en un 50 %, indicando un factor de protección de 2 veces. Por lo que 

resaltó la capacidad de las células estromales para favorecer la supervivencia de 

las células leucémicas (16).  

Mientras que Nervi cocultivó, en un modelo 2D, células de leucemia promielocítica 

aguda con células estromales de médula ósea M2-10B4 y al exponerlas a citarabina 

y daunorrubicina, encontró  una protección de 3 y 2.3 veces respectivamente. 
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Además de la reducción de la apoptosis, destacó  la influencia del contacto celular 

como de los factores solubles en la protección brindada (78).  

En conjunto, estos estudios apoyan la protección que existe en el cocultivo de 

células estromales con células leucémicas, lo que favorece su supervivencia ante 

tratamientos quimioterapéuticos, Esta protección puede atribuirse a los factores 

solubles y a el contacto directo entre células, lo que probablemente explique 

nuestros resultados.  

No obstante, diferentes investigaciones han demostrado que el cocultivo 2D es 

inferior al 3D para reproducir la fisiología in vivo, además de que su estructura 

bidimensional altera la forma de las células, lo que lleva al aplanamiento de las 

células produciendo un cambio en el citoesqueleto interno y la forma nuclear, 

modificando la expresión de genes y proteínas (79). Actualmente, el cocultivo 3D es 

de los mejores modelos in vitro disponibles para imitar el microambiente natural, ya 

que presenta interacciones célula-célula y célula-matriz, exposición heterogénea al 

medio y células menos sensibles al tratamiento con fármacos (79,80). 

Al realizar nuestro experimento de sensibilidad a vincristina en cocultivo 3D, tras 24 

h de exposición, se obtuvo una IC50 de 51 nM, el factor de protección fue de 8.5 

veces en comparación con el monocultivo (IC50=6 nM). Comprobando que las 

células se vuelven menos sensibles al tratamiento, siendo una cuestión 

preocupante para el conseguir éxito en el tratamiento de esta enfermedad, 

resultados similares han sido obtenidos por Aljitawi, quien en sus experimentos 

cocultivó diferentes líneas de células leucémicas con células estromales nuBM-

MSC en modelos 2D y 3D (andamio sintético), comparando la respuesta al fármaco 

doxorrubicina y observó que las células leucémicas cocultivadas en forma 3D tenían 

mayor resistencia a los agentes quimioterapéuticos en comparación de las células 

en cocultivo 2D. Demostró que la protección ofrecida por los factores solubles se ve 

abatida a mayores concentraciones de fármaco por lo que refuerza la teoría de que 

la expresión de las uniones intercelulares de N-caderina puede desarrollar un papel 

en la quimiorresistencia de las células leucémicas, que ha sido reconocida como un 
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componente importante del nicho de las células madre hematopoyéticas y su 

regulación(10). 

Bray y colaboradores, compararon la resistencia a los quimioterapéuticos 

daunorrubicina y citarabina en los modelos de cocultivo 2D, 3D y uno de tricultivo 

(células estromales, células endoteliales vasculares, y células de leucemia mieloide 

aguda)(11). En ese trabajo se reportó la mayor protección conferida por el cocultivo 

3D sobre el 2D, pero ambos modelos se ven superados por el modelo de tricultivo 

que propuso Bray, no obstante, nada sustituye el modelo de xenotransplante.  

El monocultivo, cocultivo 2D y cocultivo 3D realizados en esta investigación tienen 

la limitación de usar líneas celulares. Por ello, algunos autores usan células 

primarias, pero es difícil reproducirlas en grandes cantidades y mantenerlas por 

periodos grandes de tiempo.  A causa de que tienen un número limitado de 

generaciones por lo que cuando una clona ha producido suficientes células estas 

estarán cercanas a la senescencia(40) 

Hasta el momento no se ha reportado estudios proteómicos de cocultivo 3D de un 

modelo experimental de LLA-T. En este trabajo se logró escalar el cocultivo 3D y se 

optimizó la metodología para realizarle un análisis proteómico. Logramos identificar 

1157 proteínas, si bien es una cantidad considerable que nos puede dar información 

sobre los procesos celulares involucrados en la comunicación intercelular en el 

microambiente, la cantidad de identificaciones puede aumentar con el uso de la 

técnica de fraccionamiento de péptidos, que además de separar mezclas complejas, 

facilita el mapeo de modificaciones postraduccionales (81). Actualmente en el 

laboratorio se está trabajando con este fraccionamiento y se espera alcanzar cerca 

de 3000 proteínas identificadas de acuerdo con las indicaciones del proveedor del 

espectrómetro de masas (Bruker Daltonics). Cabe mencionar que actualmente 

existen los espectrómetros de tipo Orbitrap los cuales tienen la máxima sensibilidad 

y alcanzan a identificar entre 5000 y 6000 proteínas.  

Esta investigación halló para CCRF-CEM en monocultivo 1157 proteínas, mientras 

que en cocultivo 3D 1108 proteínas. Para conocer los procesos biológicos en los 
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que participaban, se empleó la herramienta bioinformática DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp), en donde se identificaron categorías 

funcionales dando 129 términos GO para monocultivo y 64 para cocultivo 3D. Solo 

se seleccionaron 27 debido a que representan las categorías más relevantes y 

significativas en términos de procesos biológicos que posteriormente se 

subclasificaron en categorías generales de acuerdo a los procesos celulares en los 

que participaban, se obtuvo la Figura 21, en la que se puede apreciar que algunos 

procesos son exclusivos o están más representados en la condición de monocultivo, 

y otros en la de cocultivo 3D. La categoría más sobresaliente exclusiva de 

monocultivo es el (tetrahidrofolato), mientras que la categoría exclusiva más 

sobresaliente de cocultivo 3D es la del proceso de supervivencia.  

El metabolismo del tetrahidrofolato está relacionado con la donación de grupos de 

un átomo de carbono (metilo, hidroximetilo, carbonilo o carboxilo) para diversas vías 

biosintéticas (síntesis de aminoácidos, bases nitrogenadas, etc)(82). Nuestros 

resultados sugieren que algunas de esas vías están más activas en las células 

CCRF-CEM en monocultivo que en cocultivo. Sin embargo, no se observan grandes 

diferencias en la categoría de “División celular” por lo que esas probables biosíntesis 

dependientes del tetrahidrofolato pudieran estar relacionadas con síntesis de 

metabolitos diferentes a las bases nitrogenadas ya que para la división celular se 

demandan grandes cantidades de DNA y RNA. Además de que algunas 

investigaciones sugieren que la enzima CH2-THF Deshidrogenasa 2, esta 

expresada de manera más diferencial en el cáncer en comparación con células 

normales, y la supresión de esta disminuyo la carga de leucemia y prolongo la 

supervivencia en modelos de leucemia en ratones y en un modelo de xenoinjerto 

humano(83). 

Interesantemente, el grupo “Supervivencia” está más representado en cocultivo 3D 

que en monocultivo. Este resultado coincide con lo reportado por Carlini (20) quien 

comparó el proteoma de células mononucleares derivadas de la medula ósea de 

pacientes con mieloma múltiple y éstos mismos tipos de células derivadas de 

individuos sanos. Encontró que las proteínas reguladas a la baja en las muestras 

https://david.ncifcrf.gov/home.jsp
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de pacientes tenían funciones que estaban relacionadas con la respuesta 

inmunitaria innata y con la muerte celular (20). Probablemente esa inhibición de los 

procesos relacionados con muerte celular se deba a la interacción con el 

microambiente tumoral en la médula ósea (50,51). 

En cuanto a la inhibición de la apoptosis y el aumento en la supervivencia celular 

nuestros resultados concuerdan con el estudio proteómico de Liu en donde el 

cocultivo (2D) de células de leucemia mieloide aguda (líneas celulares KG1a o SKM-

1 y células de pacientes) con células estromales de médula ósea (HS-5  y HS27a), 

evidenció que las células leucémicas en cocultivo indujeron la supervivencia celular, 

adhesión celular, degranulación de neutrófilos, la homeostasis redox, movimiento 

celular y señalización (22).  

El grupo “Supervivencia” de la Figura 21 contiene los términos GO: negative 

regulation of apoptotic process y DNA repair. Entre los mecanismos que 

probablemente activan estos procesos están la interacción entre VCAM-1 presente 

en las células estromales y la integrina VL-4 en células leucémicas que conduce a 

regulación positiva de la molécula anti apoptótica MCL1 (17). Con respecto a la 

reparación del ADN, las investigaciones indican que produce resistencia a los 

fármacos que causan daños en el mismo, por el sistema de reparación por escisión 

de nucleótidos (NER) y los mecanismos por recombinación homologa (RRM), por lo 

que para hacer eficaz esos tratamientos se debe inhibir los sistemas de reparación 

del ADN, para sensibilizar a las células (84) . Interesantemente, la convivencia 

cercana de los tipos celulares CCRF-CEM y OP-9 induce en las células leucémicas 

los procesos de reparación de daño al DNA. 

El proceso de señalización intracelular está más enriquecido en cocultivo 3D que en 

monocultivo, en este grupo sobresale la categoría small GTPase mediated signal 

transduction. De acuerdo con Sánchez Aguilera (85), las GTPasas Rho representan 

una familia que tiene funciones clave en la señalización intracelular y regulan la 

morfología, la motilidad y la proliferación celular. Además, la activación de RhoH 

GTPasa afecta la leucemogenesis de células B (85). 



 

79 
 

Otro proceso celular más representado en cocultivo que en monocultivo, es la 

degradación de proteínas dependiente de ubiquitinación. Este resultado coincide 

con lo reportado por Saha (21) quien realizó un estudio proteómico con células 

leucémicas obtenidas de pacientes con leucemia linfoblástica aguda y las comparó 

con linfocitos obtenidos de personas sanas. Determinó que las proteínas sobre-

expresadas en las células de LLA-B estaban relacionadas con la respuesta al 

estrés, las chaperonas y las asociadas con la degradación proteasómica. La vía de 

la ubiquitina-proteasoma es responsable de la degradación de la mayoría de las 

proteínas reguladoras que controlan la progresión del ciclo celular, la apoptosis y la 

reparación del ADN, juega un rol importante en el control de la homeostasis celular 

normal.  Las células tumorales tienen niveles elevados de la actividad de la 

proteasoma, el cual podría estar degradando algunas ciclinas para que las células 

cancerígenas no dejen de dividirse (86,87). 

Se ha señalado las coincidencias de nuestra investigación con otros estudios 

proteómicos de diferentes tipos de cáncer hematopoyético, pero también 

encontramos diferencias, por ejemplo, nosotros no encontramos la inducción de la 

homeostasis redox como Saha y Liu (21,22), o la inducción del metabolismo 

energético para producir ATP como Saha y Carlini (20,21). Estas diferencias 

probablemente estén relacionadas con el hecho de que se analizaron diferentes 

patologías (mieloma múltiple, leucemia mieloide aguda y leucemia linfoblástica 

aguda), diferentes aproximaciones experimentales (células de pacientes, 

voluntarios sanos, diferentes líneas celulares), además de que usan otros tipos de 

espectrómetros de masas (20–22). 

La principal limitación para obtener conclusiones biológicas de nuestro estudio es 

que solo se realizó una réplica biológica. Sin embargo, nuestro principal objetivo fue 

el establecimiento de un modelo experimental para realizar análisis proteómicos y, 

en este sentido, el sistema de cocultivo 3D se estableció con éxito. Con el uso de 

nuestro modelo, se pueden realizar futuros análisis proteómicos para entender 

mejor la fisiología de las células leucémicas en el contexto del microambiente 
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tumoral y pueda ayudar a establecer un mejor esquema de tratamiento para los 

pacientes.  

12) CONCLUSIÓN  

Finalmente, este estudio se planteó establecer un modelo de microambiente tumoral 

para realizar análisis proteómicos por espectrometría de masas, primero se logró 

generar cocultivos 3D con líneas celulares (CCRF-CEM y OP-9), posteriormente 

con estos cocultivos se determinó y comparó la sensibilidad de las células 

leucémicas (CCRF-CEM) en monocultivo, cocultivo 2D y 3D. Los resultados 

confirman la protección conferida por las células estromales mesenquimales (OP-

9) ante el fármaco quimioterapéutico vincristina. (12,16,18,75)  

Se logro escalar el cocultivo hasta tener biomasa suficiente de cada línea celular 

para los análisis proteómicos. Permitiendo comparar el proteoma de la línea celular 

CCRF-CEM en monocultivo y cocultivo 3D.   

Como ya se mencionó anteriormente, la principal limitación de este estudio es que 

solo se obtuvo una réplica biológica, sin embargo, puede ser de utilidad para para 

realizar futuros análisis donde se podría implementar nuevas técnicas como el 

fraccionamiento de péptidos para aumentar la identificación de proteínas. 
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14) ANEXOS 

 

ANEXO I 

PRUEBA DE SENSIBILIDAD A VINCRISTINA.  

A continuación, se detallará como se elaboró la prueba de sensibilidad a vincristina.  

Primero se preparó el medicamento, se añadieron 10 mL de agua estéril al liofilizado 

y se agitó como se indica en el instructivo. Se calculó la molaridad de la solución, a 

continuación, se describen los cálculos.  

 Datos:  

 

𝑀 =
#𝑚𝑜𝑙𝑒𝑠

𝑉 (𝐿)
=

0.001 𝑔
923.03 𝑔/𝑚𝑜𝑙

0.01 𝐿
= 0.0000010833 𝑚𝑜𝑙/𝐿 

0.0000010833
𝑚𝑜𝑙

𝐿 (
1000 𝑚𝑀

1 𝑀 ) (
1000 𝜇𝑀

1 𝑚𝑀 ) (
1000 𝑛𝑀

1 𝜇𝑀 )
= 108 330 𝑛𝑀 

Se tomó 1 mL del medicamento y se adicionó en un vial. Se le etiquetó como Stock 

1, del cual se tomaron alícuotas para realizar las siguientes diluciones.  

Para la preparación del stock 2 (concentración de 1083 nM en un volumen de 1000 

µL) se diluyó el stock 1 empleando la fórmula de las concentraciones como se 

observa a continuación.  

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
= (

(1083 𝑛𝑀)(1000 𝜇𝐿)

108330 𝑛𝑀
) = 9.99 𝜇𝐿 

Peso Molecular (PM) =  923.06 g/mol 

 

Masa (m)= 1 mg   = 

 

0.001 g 

Volumen (V) =  10 mL= 0.01 L 
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De acuerdo con los cálculos para obtener el stock 2 se tomó 10 µL del stock 1 y se 

añadieron 990 µL de medio RPMI 1640 10 % SFB.   

Para la preparación del stock 3 (concentración de 100 nM en un volumen de 1000 

µL), se diluyo el stock 2 empleando la fórmula de las concentraciones como se 

observa a continuación.  

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
= (

(100 𝑛𝑀)(1000 𝜇𝐿)

1083 𝑛𝑀
) = 101.5 𝜇𝐿 

Por lo tanto, se preparó el stock 3 con 102 µL del stock 2 y se añadió 898 µL de 

medio RPMI 1640 10% SFB. 

Para la preparación del stock 4 (concentración de 500 nM en un volumen de 1000 

µL), se diluyó el stock 2 se volvió a emplear la fórmula de las concentraciones, tal 

como se observa.  

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
= (

(500 𝑛𝑀)(1000 𝜇𝐿)

1083 𝑛𝑀
) = 462 𝜇𝐿 

Por lo que el stock 4 se preparó con 462 µL de stock 2 y 538 µL de medio RPMI 

1640 10 % SFB. 

 

• MONOCULTIVO 

Se establecieron las concentraciones de fármaco vincristina para realizar la prueba 

de sensibilidad.  Para lograrlo se hizo el cálculo del volumen que requería añadirse 

en cada pozo, este se obtuvo empleando la fórmula de las concentraciones, a 

continuación, se ejemplifica.  

Para el punto 2 (concentración de 2.5 nM en un volumen final de 150 µL). se utilizó 

el stock 3 (100 nM) y se realizó la siguiente operación:  

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
= (

(2.5 𝑛𝑀)(150 𝜇𝐿)

100 𝑛𝑀
) = 3.75 𝜇𝐿 
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Cabe mencionar que el pozo tenía un volumen de 100 µL, por lo que para llegar al 

volumen final de 150 µL se adicionaron 4 µL de stock 3 (100 nM) y 46 µL de medio 

RPMI 1640 10 % SFB. Estas operaciones se realizaron hasta llegar al punto 6 

(concentración de 15 nM).  

Para el punto 7 cuya concentración es de 20 nM en un volumen de 150 µL se empleó 

el stock 4 (500 nM). La operación se realizó de la siguiente manera:  

𝑉1 =
𝐶2𝑉2

𝐶1
= (

(20 𝑛𝑀)(150 𝜇𝐿)

500 𝑛𝑀
) = 6 𝜇𝐿 

Para obtener el volumen final de 150 µL se adicionaron 6 µL de stock 4 y 44 µL de 

medio RPMI 1640 10 % SFB, este cálculo también se realizó para obtener el punto 

8 (40 nM).  

En la siguiente Tabla se visualiza por cada punto los volúmenes que se agregaron 

de cada stock y de medio RPMI1640 10 % SFB, para obtener la concentración final 

(nM) de fármaco vincristina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Punto Stock 

3 (µL)  

Stock 

4 (µL) 

Medio 

RPMI 

(µL) 

Concentración 

final (nM)  

1 0  50 0 

2 4  46 2.5 

3 7.5  42.5 5 

4 11.5  38.5 7.5 

5 15  35 10 

6 23  27 15 

7  6 44 20 

8  12 38 40 
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• COCULTIVO 2D 

Para realizar el experimento se empleó el stock 3 y 4. El volumen final para cada 

punto fue de 250 µL. 

Se realizaron los mismos cálculos del experimento de monocultivo. Por lo que a 

continuación solo se muestra la Tabla donde se indica por punto el volumen del 

stock que se empleó (µL) y el medio (µL), así como la concentración final (nM) de 

cada punto.  

Punto Stock 

3 (µL)  

Stock 

4 (µL) 

Medio 

RPMI 

(µL) 

Concentración 

final (nM)  

1   50 0 

2 6.3  43.7 2.5 

3 12.5  37.5 5 

4 18.8  21.2 7.5 

5  5 45 10 

6  7.5 42.5 15 

7  10 40 20 

8  20 30 40 

9  35 15 70 
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• COCULTIVO 3D  

Para realizar el experimento se empleó el stock 3 y 4. El volumen final para cada 

punto fue de 250 µL. De manera similar se realizaron las operaciones del 

experimento de monocultivo. A continuación, se muestra la Tabla que indica por 

punto el volumen del stock que se empleó (µL) y el medio (µL), así como la 

concentración final (nM) de cada punto.  

Punto Stock 

3 (µL)  

Stock 

4 (µL) 

Medio 

RPMI 

(µL) 

Concentración 

final (nM)  

1   50 0 

2 12.5  37.5 5 

3 18.8  31.2 7.5 

4  7.5 42.5 15 

5  15 35 30 

6  20 30 40 

7  27.5 22.5 55 

8  35 15 70 

9  50 0 100 
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ANEXO II 

CROMATOGRAMAS DE B2 Y B3  

 

 

 

 

 

 

 

CROMATOGRAMAS DE CCRF-CEM Y OP-9 COCULTIVO 3D 
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ANEXO III 

A) CATEGORÍAS GO Y PROCESOS CELULARES EXCLUSIVAS DE 

MONOCULTIVO DE CCRF-CEM 

Categoría GO Procesos celulares  P value 
Fold 
Enrichment 

GO:0046653~tetrahydrofolate 
metabolic process 

Metabolismo de THF 0.0001 36.91 

GO:0031427~response to 
methotrexate 

Metabolismo de THF 0.0014 49.83 

GO:0006729~tetrahydrobiopteri
n biosynthetic process 

Metabolismo de THF 0.0038 31.14 

GO:0046755~viral budding Procesos virales 0.0049 27.68 

GO:0019058~viral life cycle Procesos virales 0.0001 7.14 

GO:0016032~viral process Procesos virales 0.0049 2.45 

GO:0006446~regulation of 
translational initiation 

Traducción  0.0000 25.95 

GO:0006413~translational 
initiation 

Traducción  0.0000 8.87 

GO:0017148~negative regulation 
of translation 

Traducción  0.0032 6.00 

GO:0002227~innate immune 
response in mucosa 

Procesos inmunológicos 0.0003 14.83 

GO:0019731~antibacterial 
humoral response 

Procesos inmunológicos 0.0052 7.16 

GO:0019886~antigen processing 
and presentation of exogenous 
peptide antigen via MHC class II 

Procesos inmunológicos 0.0071 4.98 

GO:0050852~T cell receptor 
signaling pathway 

Procesos inmunológicos 0.0073 3.57 

GO:0006626~protein targeting to 
mitochondrion 

Procesos mitocondriales 0.0060 10.72 

GO:0006401~RNA catabolic 
process 

Splicing y degradación 
del RNA 

0.0084 9.49 

GO:0043488~regulation of 
mRNA stability 

Splicing y degradación 
del RNA 

0.0030 4.93 

GO:0006364~rRNA processing 
Splicing y degradación 
del RNA 

0.0005 4.33 

GO:0000398~mRNA splicing, via 
spliceosome 

Splicing y degradación 
del RNA 

0.0003 3.82 

GO:0008380~RNA splicing 
Splicing y degradación 
del RNA 

0.0084 3.48 

GO:0006891~intra-Golgi vesicle-
mediated transport 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

0.0084 9.49 



 

100 
 

Continuación del cuadro A) Categorías GO y procesos celulares exclusivas de 

Monocultivo de CCRF-CEM 

GO:0006892~post-Golgi vesicle-
mediated transport 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

0.0052 7.16 

GO:0048208~COPII vesicle 
coating 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

0.0073 6.49 

GO:0006888~ER to Golgi 
vesicle-mediated transport 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

0.0027 3.79 

GO:0006457~protein folding 
Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

0.0071 3.59 

GO:0000278~mitotic cell cycle División celular 0.0004 5.19 

GO:0007052~mitotic spindle 
organization 

División celular 0.0042 4.61 

GO:0051301~cell division División celular 0.0023 2.83 

 

B) CATEGORÍAS GO Y PROCESOS CELULARES EXCLUSIVAS DE 

COCULTIVO DE CCRF-CEM 

Categoría (GO) Procesos celulares P value 
Fold 
Enrichment 

GO:1900108~negative regulation 
of nodal signaling pathway 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.036 53.75 

GO:0006983~ER overload 
response 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.004 29.32 

GO:0018279~protein N-linked 
glycosylation via asparagine 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.003 14.33 

GO:0017157~regulation of 
exocytosis 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.044 8.96 

GO:0048208~COPII vesicle 
coating 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.021 6.72 

GO:0006890~retrograde vesicle-
mediated transport, Golgi to ER 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.044 5.06 

GO:0061024~membrane 
organization 

Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.033 4.13 

GO:0006457~protein folding 
Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE. 

0.008 4.07 

GO:1905636~positive regulation 
of RNA polymerase II regulatory 
region sequence-specific DNA 
binding 

Señalización 0.036 53.75 

GO:0050796~regulation of insulin 
secretion 

Señalización 0.027 6.14 

GO:0009749~response to glucose Señalización 0.031 5.81 

GO:0006661~phosphatidylinositol 
biosynthetic process 

Señalización 0.036 5.51 
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Continuación del cuadro B) Categorías GO y procesos celulares exclusivas de 

Cocultivo de CCRF-CEM 

GO:0007264~small GTPase 
mediated signal transduction 

Señalización 0.026 4.44 

GO:0006839~mitochondrial 
transport 

Procesos mitocondriales 0.022 12.90 

GO:0046677~response to 
antibiotic 

Supervivencia 0.033 10.40 

GO:0006283~transcription-
coupled nucleotide-excision 
repair 

Supervivencia 0.030 5.89 

GO:0006281~DNA repair Supervivencia 0.044 2.72 

GO:0043066~negative regulation 
of apoptotic process 

Supervivencia 0.027 2.22 

GO:0019985~translesion 
synthesis 

Replicación del ADN 0.044 8.96 

GO:0007584~response to nutrient Otros 0.035 5.58 

GO:0042493~response to drug Otros 0.017 3.01 

GO:0032436~positive regulation 
of proteasomal ubiquitin-
dependent protein catabolic 
process 

Degradación de proteínas 
dependiente de 
ubiquitinación 

0.038 5.37 

GO:0008380~RNA splicing 
Splicing y degradación de 
ARN 

0.002 4.50 

GO:0006397~mRNA processing 
Splicing y degradación de 
ARN 

0.003 4.15 

GO:0000398~mRNA splicing, via 
spliceosome 

Splicing y degradación de 
ARN 

0.001 4.12 

GO:0051301~cell division División celular 0.026 2.54 

GO:0043312~neutrophil 
degranulation 

Procesos inmunológicos 0.014 2.45 
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C) CATEGORÍAS GO Y PROCESOS CELULARES EXCLUSIVAS DE 

COCULTIVO DE CCRF-CEM 

Categoria (GO) Procesos celulares PValue 
Fold 
Enrichment 

GO:0032200~telomere 
organization 

Replicación del ADN 2.74E-31 19.97 

GO:0006335~DNA replication-
dependent nucleosome 
assembly 

Replicación del ADN 3.00E-31 18.15 

GO:0000183~chromatin 
silencing at rDNA 

Replicación del ADN 1.09E-31 16.81 

GO:0036388~pre-replicative 
complex assembly 

Replicación del ADN 1.71E-33 12.44 

GO:0006334~nucleosome 
assembly 

Replicación del ADN 2.28E-27 7.71 

GO:0006614~SRP-dependent 
cotranslational protein targeting 
to membrane 

Traducción 1.33E-76 16.59 

GO:0002181~cytoplasmic 
translation 

Traducción 4.11E-74 16.50 

GO:0006413~translational 
initiation 

Traducción 1.01E-82 13.93 

GO:0006412~translation Traducción 4.64E-52 7.88 

GO:0000184~nuclear-
transcribed mRNA catabolic 
process, nonsense-mediated 
decay 

Splicing y degradación de 
ARN 

6.42E-78 14.17 

GO:0043488~regulation of 
mRNA stability 

Splicing y degradación de 
ARN 

9.85E-35 8.96 

GO:0000398~mRNA splicing, via 
spliceosome 

Splicing y degradación de 
ARN 

8.84E-54 7.31 

GO:0006364~rRNA processing 
Splicing y degradación de 
ARN 

1.18E-36 7.02 

GO:0060765~regulation of 
androgen receptor signaling 
pathway 

Señalización  8.94E-29 13.98 

GO:0060071~Wnt signaling 
pathway, planar cell polarity 
pathway 

Señalización  1.87E-25 8.76 

GO:0019083~viral transcription Procesos Virales 5.85E-69 13.83 

GO:0016032~viral process Procesos Virales 2.41E-31 4.07 

GO:0006521~regulation of 
cellular amino acid metabolic 
process 

Metabolismo de aa 6.37E-28 12.76 

GO:0010972~negative regulation 
of G2/M transition of mitotic cell 
cycle 

División celular 1.15E-26 11.41 
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Continuación del cuadro C) Categorías GO y procesos celulares exclusivas de Cocultivo 

de CCRF-CEM 

GO:1901990~regulation of 
mitotic cell cycle phase 
transition 

División celular 8.08E-25 9.10 

GO:0045814~negative regulation 
of gene expression, epigenetic 

Transcripción  1.48E-24 11.08 

GO:0002479~antigen processing 
and presentation of exogenous 
peptide antigen via MHC class I, 
TAP-dependent 

Procesos Inmunológicos 9.66E-29 10.37 

GO:0043312~neutrophil 
degranulation 

Procesos Inmunológicos 2.30E-37 4.39 

GO:1902036~regulation of 
hematopoietic stem cell 
differentiation 

Diferenciación 1.80E-26 10.37 

GO:0045652~regulation of 
megakaryocyte differentiation 

Diferenciación 1.80E-26 10.37 

GO:0061418~regulation of 
transcription from RNA 
polymerase II promoter in 
response to hypoxia 

Hipoxia 5.94E-26 10.08 

GO:0006457~protein folding 
Transporte mediado por 
vesículas, Golgi a RE.  

5.42E-26 5.94 
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