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Dedicatoria

A la memoria de los invencibles, los primeros en llegar al cielo.

Soneto LXXXIX

““‘Cuando yo muera quiero tus manos en mis 0jos:
quiero la luz y el trigo de tus manos amadas
pasar una vez mas sobre mi su frescura:

sentir la suavidad que cambid mi destino.

Quiero que vivas mientras yo, dormido, te espero,
quiero que tus oidos sigan oyendo el viento,
que huelas el aroma del mar que amamos juntos

y que sigas pisando la arena que pisamos.

Quiero que lo que amo siga vivo
y a ti te amé y canté sobre todas las cosas,

por eso sigue tu floreciendo, florida,

para gue alcances todo lo que mi amor te ordena,
para gque se pasee mi sombra por tu pelo,
para que asi conozcan la razén de mi canto”’.

Pablo Neruda, 1959.
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Resumen

Titulo: Identificacion de perfiles metabdlicos de células tumorales de Leucemia Linfoblastica
Aguda de Precursores B (LLA-B) relacionados con variables bioldgicas y clinicas de la
enfermedad”

Autor: Karen Lizeth Pachon Meza, José Arturo Gutiérrez Triana, Sandra Milena Sanabria
Barrera™

Palabras Clave: LLA-B; Céancer; Fosforilacion Oxidativa; Glucdlisis; Potencial Metabolico;
Expresion génica.

Descripcion: La Leucemia Linfoblastica Aguda de Precursores B (LLA-B) es un tipo de c&ncer originado
en la médula 6sea, que se caracteriza por la proliferacién descontrolada de precursores de células B como
consecuencia de las alteraciones genéticas, metabdlicas y funcionales (Brunning, 2003). En Colombia, los
datos epidemioldgicos sobre esta enfermedad son preocupantes, ya que ocupa el tercer lugar en incidencia
anual y presenta menores tasas de supervivencia en comparacion con otros paises de la region. (Miranda-
Filho et al., 2018). Sin embargo, faltan estudios que relacionen el mal pronostico en Colombia con la
biologia de la enfermedad.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue identificar y describir los perfiles metabdlicos
relacionados con variables bioldgicas y clinicas en pacientes con LLA-B del area metropolitana de
Bucaramanga. El estudio incluy6 la realizacién de pruebas de metabolismo oxidativo y glucolitico en
linfoblastos tumorales aislados utilizando el analizador Seahorse XFe24, la evaluacion de la expresion de
la firma génica de mal pronéstico ID1/ID3/IGJ y la revision de la historia clinica de 33 pacientes incluidos
en el estudio.

Los resultados encontrados sugieren que los linfoblastos tumorales tienen una actividad energética baja con
respecto a la linea celular LLA-B de referencia NALM-6. Adicionalmente, dichas células malignas estarian
representadas en dos grupos de pacientes, aquellos con potencial metabolico OCR y aquellos con potencial
metabolico ECAR. Ademas, se identificd que el aumento de la expresion del gen 1GJ se encuentra
relacionado significativamente con un aumento del potencial ECAR, y una menor Supervivencia Libre de
Evento (SLE) en los pacientes diagnosticados con LLA-B.

“ Trabajo de Grado

“* Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia. Maestria en Microbiologia. Director: José Arturo
Gutiérrez Triana. Doctor en Ciencias Naturales. Codirectora: Sandra Milena Sanabria Barrera.
Doctora en Ciencias Biomédicas.
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Abstract

Title: Identification of metabolic profiles of tumor B-Cells Acute Lymphoblastic Leukemia (B-
ALL) related to biological and clinical variables of the disease™

Author(s): Karen Lizeth Pachon Meza, José Arturo Gutiérrez Triana, Sandra Milena Sanabria
Barrera

Key Words: B-ALL; Cancer; Phosphorylative oxidation; Glycolysis; Metabolic Potential;
GeneExpression.

Description: B-Cell Acute lymphaoblastic leukemia (B-ALL) is a cancer originating in the bone
marrow characterized by uncontrolled growth of B-cell precursors due to genetic, metabolic, and
functional changes. In Colombia, the epidemiological data on this disease is concerning, as it has
the third highest annual incidence rate and lower survival rates compared to other countries in the
region. However, there is a lack of studies linking the poor prognosis in Colombia to the biology
of the disease.

With this in mind, the objective of this study was to identify and describe metabolic profiles
associated with biological and clinical variables in B-ALL patients in the metropolitan area of
Bucaramanga. The study involved conducting oxidative and glycolytic metabolism tests on
isolated tumor lymphoblasts using the Seahorse XFe24 Analyzer, evaluating the expression of the
poor prognostic gene signature ID1/ID3/IGJ, and reviewing the clinical history of 33 patients
included in the study.

The findings indicate that tumor lymphoblasts exhibit lower energy activity compared to the
reference B-ALL cell line NALM-6. Additionally, the malignant cells can be categorized into two
groups: those with potential for oxidative metabolism (OCR) and those with potential for
glycolytic metabolism (ECAR). Furthermore, increased expression of the 1GJ gene is significantly
associated with higher ECAR potential and reduced Event Free Survival (EFS) in B-ALL patients.

*Degree work

** Faculty of Health. School of Microbiology. Master in Microbiology. Director: José Arturo
Gutiérrez Triana. Doctor in Natural Sciences. Co-director: Sandra Milena Sanabria Barrera.
Doctor in Biomedical Sciences.
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Introduccion

La LLA-B es una neoplasia hematoldgica caracterizada por la proliferacion e
inmortalizacion de las células B inmaduras que afecta tanto a nifios como a adultos (Brunning,
2003). Colombia es uno de los paises con mayor reporte de nuevos casos anuales de leucemia en
el mundo, y los datos epidemiol6gicos de morbilidad y mortalidad son mayores con respecto no
solo a paises de muy alto desarrollo, sino también con respecto a paises con el mismo indice de
desarrollo humano (HDI, por sus siglas en inglés Human Development Index) (Miranda-Filho et
al., 2018).

La reprogramacion metabolica de las células tumorales se considera hoy en dia como uno
de los 14 marcadores distintivos del cancer (Figura 1) (Hanahan & Weinberg, 2011). Diversos
estudios han identificado alteraciones significativas del metabolismo durante la tumorigénesisy la
metastasis, que pueden ser consecuencia de cambios a nivel genético (mutacion) y/o por la
perturbacion de mecanismo regulatorios particulares de la fisiologia celular. Los efectos de estas
alteraciones se pueden revelar en sitios especificos de la célula, como por ejemplo la mitocondria,
en la cual se presentan procesos bioquimicos relacionados al metabolismo bioenergético, la
proliferacion celular y la apoptosis (Andersen & Kornbluth, 2013; Solit & Mellinghoff, 2010).

De manera interesante, en estudios realizados en nuestra linea de investigacion se
identifico la firma de expresion génica 1D1/ID3/1GJ asociada a mal prondstico en la poblacion
adulta colombiana (Cruz-Rodriguez et al., 2016). Adicionalmente, estudios preliminares que
evaluaron la funcion glucolitica en un modelo celular de LLA-B cuya firma génica de mal
prondstico 1D1/ID3/1GJ fue artificialmente sobreexpresada, mostraron una disminucion

significativa de la capacidad y reserva glucolitica con respecto a las células control. Estos
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resultados sugieren que la reprogramacion metabdlica subyace al fenotipo de resistencia al
tratamiento y el desenlace de los pacientes con LLA-B.

Lo anterior, nos ha llevado a plantearnos si los linfoblastos tumorales de los pacientes con
LLA-B presentan perfiles metabolicos distintivos que puedan relacionarse con variables clinicas
y biologicas particulares. Estos resultados permitirdn a su vez explicar los determinantes
bioldgicos del mal comportamiento de la enfermedad en la poblacion colombiana al identificar y
describir las caracteristicas clinicas, metabdlicas y genéticas de los linfoblastos tumorales que
puedan estar involucrados en el origen patologico, la evolucion y el pronostico de la LLA-B.
Figura 1.

Sellos distintivos del cancer.

. Evasion de supresores de crecimiento.
. Reprogramacion epigénetica no mutacional.
. Evitar la destruccion inmunologica.

. Permite la inmortalizacion replicativa.

. Inflamacion promovida por el tumor.

. Microbiomas polimérficos.

. Activar la invasion y la metastasis.

. Inducir/Acceder a la vasculatura.

. Células senescentes.

10.Inestabilidad y mutacién del genoma.
11.Resistencia a la muerte celular.

12 Desregulacion energética celular
13.Desbloquear la plasticidad fenotipica.
14 Sostener una sefal proliferativa.

Woo~NO) O~ N —

Nota. Adaptado de (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011).
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1. Planteamiento del problema

El cancer es una enfermedad que persiste sin distinciones econémicas, sociales y culturales
(Ferlay et al., 2015). Un tipo importante de cancer son las leucemias, que comprenden un grupo
heterogéneo de desordenes hematopoyéticos y se encuentran entre los tipos de cancer con mayor
incidencia y mortalidad en el mundo (Brunning, 2003). En el caso particular de la Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA), se reporta que Colombia junto a Ecuador y Costa Rica tienen las tasas
de incidencia mas altas de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) a nivel mundial (Fidler et al.,
2017; Miranda-Filho et al., 2018).

La LLA es la neoplasia mas comdn en menores de 14 afios (Nguyen et al., 2008), y en este
grupo de edad presenta una tasa de Supervivencia Global (SG) mayor al 90% a cinco afios (Pui et
al., 2018); sin embargo, la SG en Colombia es del 53,8% en nifios (Pui et al., 2018). En adultos, la
frecuencia de la enfermedad es menor; no obstante, las ocurrentes recaidas hacen que las tasas de
recuperacion sean menores que en poblacion pediatrica (Paul et al., 2016). Ademas, se ha descrito
que los subtipos de neoplasias hematologicas como la LLA-B tienen una baja tasa de supervivencia
en adultos jovenes que han presentado recaidas y se les ha suministrado terapia de rescate, los
cuales presentan una mediana de SG de 5,8 meses (Gokbuget et al., 2016).

Por lo anterior, podemos decir que el estudio de LLA en Colombia es foco de interés en
salud publica, ya que la poblacion colombiana muestra mayor susceptibilidad a la enfermedad
(Miranda-Filho et al., 2018), lo que implica muertes tempranas y conlleva a la disminucion de la
productividad socioecondémica en adultos jovenes (Vera et al., 2012).

Sin embargo, a pesar de la preocupacién que genera la incidencia de la enfermedad en

Colombia, no se cuenta con estudios suficientes que relacionen las altas tasas de morbilidad y
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mortalidad con las caracteristicas genéticas, metabdlicas, celulares y clinicas propias de los
pacientes colombianos, lo que impacta negativamente en la toma de decisiones para elegir el
tratamiento quimioterapéutico adecuado por parte del personal médico.

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion identificaron un perfil
génico de mal pronoéstico constituido por tres genes: ID1/1D3/IGJ. El nivel de expresion de estos
genes es significativamente mayor en los pacientes no respondedores al tratamiento
quimioterapéutico de induccién comparado con los respondedores (Figura 2) (Cruz-Rodriguez et
al., 2016). Diferentes reportes revelan que estos genes estan involucrados en la regulacion de
procesos celulares como la diferenciacion, la supervivencia y la autorrenovacion de células
tumorales (Ying et al., 2003).

Adicionalmente, se evidencié que la firma de expresion génica ID1/ID3/1GJ tiene mejor
impacto pronostico independiente con respecto a otros parametros clinicos y moleculares
utilizados actualmente en la clinica como la edad, el recuento de leucocitos o la translocacion BCR-
ABL (Cruz-Rodriguez et al., 2016, 2017).

Del mismo modo, se realiz6 un ensayo de enriquecimiento de redes para identificar las
actividades celulares que podrian estar alteradas por la sobreexpresién transitoria de ID1/ID3/1GJ
en la linea celular NALM-6. De este estudio, se observé que los genes més afectados por la firma
estaban involucrados en procesos metabdlicos tales como la glucdlisis, la fosforilacion oxidativa

(OXPHOS, por sus siglas en inglés, Oxidative Phosphorylation) y la sintesis de acidos grasos.
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Figura 2.

La firma de expresion ID1/ID3/1GJ esta asociada con menor supervivencia global y libre de
eventos en pacientes colombianos.

Curvas de supervivencia de Kaplan Meier. Supervivencia libre de eventos (A) y supervivencia
global (B) de los pacientes con baja expresion simultdnea de ID1/1D3/IGJ (linea verde) vs.

Pacientes con alta expresion simultanea de 1D1/ID3/IGJ (linea roja).
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Nota: Tomado de: (Cruz-Rodriguez et al., 2016).

Teniendo en cuenta esta informacion, se realizaron ensayos de la funcién glucolitica en la
linea celular de LLA-B NALM-6 con sobreexpresion de la firma génica ID1/ID3/IGJ, y se
evidencio que la tasa de acidificacion extracelular (ECAR, por sus siglas en inglés Extracellular
Acidification Rate) se encontraba alterada a la baja con respecto al control, lo cual sugiere que
estos genes pueden modular la funcién metabdlica de las células leucémicas para conferir un
fenotipo asociado a la resistencia frente al tratamiento quimioterapéutico (Datos no publicados)

(Figura 3).
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Figura 3.

La expresion de la firma génica ID1/1D3/1GJ esta asociada con menor actividad glucolitica.
Actividad glucolitica de los genes ID1, ID3 e IGJ. Representacion gréafica de los valores ECAR
calculados para la glucolisis, la capacidad y la reserva glucoliticas en células NALM-6. Control:
células NALM-6 sin induccidn de expresion génica; células NALM-6 con sobreexpresion inducida
del gen ID1; células NALM-6 con sobreexpresion inducida del gen 1GJ; células NALM-6 con

sobreexpresion inducida de los genes ID1, ID3 e IGJ.
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Nota: Tomado de Archivo de Nataly Cruz Rodriguez.

Estos resultados, concuerdan con el hecho de que la reprogramacién metabolica de las
células tumorales se considera hoy en dia como uno de los 14 marcadores moleculares del cancer
(3). Estudios iniciales al respecto realizados por Otto Warburg, demostraron que las células
tumorales tienen un metabolismo particular caracterizado por obtener energia preferiblemente por
glucdlisis, incluso en presencia de oxigeno (Warburg, 1956). Posteriormente a Warburg, se
encontrd que el metabolismo cambia significativamente, y que muestra una plasticidad metabdlica
segun los requerimientos celulares (Cairns et al., 2011). Lo anterior, nos abre el camino para

profundizar en nuevos estudios que permitan dilucidar si los linfoblastos tumorales son capaces de
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modular su metabolismo energético hacia un perfil metabolico particular para adaptarse a
microambientes hostiles y poder evadir la muerte celular (Green, 2004; Wallace, 2012). Para ello,
planteamos a continuacion la evaluacion de la funcion mitocondrial y la funcién glucolitica en
linfoblastos tumorales de muestras primarias de pacientes diagnosticados con LLA-B asociados a
variables clinicas y moleculares que nos permitan describir perfiles metabdlicos asociados a estas.

Nuestro estudio se enfoca en la descripcion de los perfiles metabdlicos de linfoblastos
tumorales LLA-B de pacientes colombianos, de tal manera que podamos extraer informacion que
permita revelar los principios comunes sobre el origen, la evolucion y la resistencia al tratamiento
de esta patologia, y por consiguiente, puede apoyar a los especialistas en la toma de decisiones
sobre las nuevas alternativas en la seleccion de un tratamiento quimioterapéutico personalizado,
de acuerdo con las condiciones bioldgicas de cada paciente, lo que impactaria de manera positiva
en la respuesta al tratamiento, y en la remision clinica. Para ello, nos planteamos la siguiente
pregunta de investigacion: ¢Existen perfiles metabdlicos particulares de las células tumorales de

pacientes con LLA-B que se asocian con variables bioldgicas y clinicas de la enfermedad?
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Identificar y describir perfiles de metabolismo energético asociado con variables biologicas

y clinicas de LLA-B.

2.2 Objetivos Especificos

Describir el comportamiento metabdlico de blastos tumorales de médula 6sea de pacientes
con LLA-B.

Determinar perfiles metabdlicos de acuerdo con variables bioldgicas y clinicas de la
enfermedad.

Establecer la relacion entre el tipo de metabolismo energético de células de LLA-B con los

perfiles transcripcionales de la firma génica de mal prondstico ID1, ID3 e 1GJ.

3. Marco referencial

3.1 Descripcion del proceso hematopoyético

La hematopoyesis es el proceso de desarrollo que da origen a las células sanguineas (Mirza,
2020; Tavian et al., 2010). El desarrollo hematopoyético consta de tres fases principalmente; la
primera, es la fase mesoblastica, que toma su nombre por la capa embrionaria mesodermo, y es el
lugar de donde provienen las células sanguineas y las células endoteliales (Tavian et al., 2010). A
su vez, la fase mesoblastica tiene dos momentos para generar los precursores hematopoyéticos;

inicialmente, las células progenitoras llamadas hemangioblastos migran del mesodermo al saco
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vitelino y dan origen a los eritroblastos primitivos, con el fin de producir células eritroides que
puedan cubrir la demanda de disponibilidad de oxigeno necesaria para el desarrollo del embridn
(Mirza, 2020; Rossmann et al., 2018). Posteriormente, las células del mesodermo migran a la
region Aorta-Gonada-Mesonefros (AGM) en la que se desarrollan las células madre formadoras
de dérganos y las células madre hematopoyéticas (CMH) (Figura 4.A) (lvanovs et al., 2011).

En segunda instancia, la fase hepatica ocurre sobre la quinta y séptima semana de gestacion,
y se encarga de llevar los procesos de eritropoyesis y granulopoyesis principalmente en el higado,
esta etapa se caracteriza por aumentar la hematopoyesis definitiva y disminuir la hematopoyesis
primitiva (Figura 4.B) (Mirza, 2020; Palis & Segel, 2016). A partir del quinto mes de gestacion,
se genera la fase medular, que convierte a la medula 6sea en el sitio primario de la hematopoyesis
la cual se mantiene hasta la edad adulta (Figura 4.C) (Koury & Lichtman, 2010). Adicional a la
médula Osea, hay tejidos hematopoyéticos periféricos que cumplen funciones especificas de
desarrollo, diferenciacion y especializacion de las células sanguineas, como lo son el timo, el

higado, el bazo, los ganglios linfaticos y el tejido linfoide asociado a mucosas (Mirza, 2020).
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Figura 4.
Fases de la hematopoyesis.

(A). Fase mesoblastica. (B). Fase Hepatica (C). Fase medular.
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Nota: Adaptado de (Mirza, 2020).

3.2 Estructura del nicho hematopoyético y su funcién en el microambiente de la médula 6sea
La arquitectura de la médula dsea es fundamental para el correcto funcionamiento del

proceso hematopoyético (Lucas et al., 2020). La médula contiene un soporte Gseo con

proyecciones que se dirigen desde el exterior al interior, las cuales son llamadas trabéculas y dan

forma de hoja de helecho (Mirza, 2020). A su vez, dichas proyecciones limitan con arterias

nutritivas y sinusoides venosos, que son revestidas por células endoteliales y células adventicias,

que tienen la funcion principal de nutrir y contener en su interior la médula roja (células
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hematopoyéticas en diferentes estadios) y la médula amarilla (células adiposas) (Mirza, 2020;
Rossmann et al., 2018). A medida que se avanza en edad, se disminuye la proporcién de médula
roja en relacion con la médula amarilla; sin embargo, por requerimientos especificos del
organismo, como lo pueden ser los traumatismos, las infecciones o los procesos patoldgicos como
las neoplasias, la médula roja se puede reactivar con el fin de suplir la demanda celular (Koury &
Lichtman, 2010).

Por su parte, la médula ¢sea roja ha mostrado regiones en las cuales se organizan diferentes
nichos de células estromales que estimulan el desarrollo de las células sanguineas a través de la
produccion e interaccion de moléculas como las citoquinas, moléculas de adhesion y factores de
crecimiento celular que regulan la autorrenovacion y la diferenciacion celular (Wei & Frenette,
2018). A pesar de presentar heterogeneidad celular, se han descrito cinco regiones principales en
la médula désea con funciones especificas para los procesos hematopoyéticos: la arteriolar, la
sinusoidal, la enddstica, la subendosteal y la no vascular (Baccin et al., 2020). Por ejemplo, se ha
distinguido que los precursores megacariociticos suelen ubicarse cerca a los espacios del endostio
y los sinusoides con el fin de enviar plaquetas directamente al torrente sanguineo (Koury &
Lichtman, 2010; Lucas, 2021). Asimismo, se ha encontrado que los precursores eritroides tienden
a estar rodeados de macrofagos, quienes proveen los factores de diferenciacion necesarios para la
maduracion eritroide (Lucas, 2021). Ademas, quizas los mas estudiados, son los nichos de las
CMH, los cuales se identificaron cerca a los sinusoides y megacariocitos, también, hay un pequefio
grupo que se localiza cerca de las arteriolas, y un grupo ain mas pequefio que se encuentra cerca

del endostio (Figura 5) (Lucas et al., 2020; Wei & Frenette, 2018).
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Figura 5.

Arquitectura del nicho hematopoyético.

V) - o @y Células adventicias
Vena central . )
longitudinal R " P r— .
e &» ('Y .
— —— w @& — S sinusoide P Células endoteliales
//- —\1 \ Sy - Sinusoide \“\1 -
N\ ~ A'g ~a-
» f N\ % " \' ®
) ) \ 8 -«
= ’/ —~ \ \ \\\ ) '-:"1—17' @ -
\3 (! ] » > Ry, | b4 =N Membrana basal
\ o - N
o 1 |A r. &
° " 3 ® |
Y . — \ - g
\ ¢ \.‘ \ L p G
- \ ! & N\
| \ T’ Y & w | \
. i W I\ \ o 5
g 2) I - I ‘ - Sinusoide ® ‘ Isla eritroide
&% i \.\\ “\ & \} a -\\\ (Macréfagos)
i % | p \
. (N A9 | \ (S e @ \.\1 )
\\.3" / ‘\ S oy < ) >
,, \ Y o I 4 >
g (%) \ __ A . @ |5
y inusoide \ S = . ..
2 \ & % 4 e Adipocitos
L~ \ A\ w =
of N \\x

S -

& — 4

Nota: Adaptado de (Mirza, 2020).

Adicionalmente se pueden describir dos regiones, de las cuales diferentes estudios han
descrito tanto su estroma celular como la importancia de su microambiente para generar nichos
con funciones especificas, por medio de los diferentes mecanismos de comunicacion establecidos
como lo son el componente humoral, la interaccion con la matriz extracelular y el contacto directo
de célula a célula (Mayani et al., 2007).

El primero hace referencia al nicho osteoblastico o nicho endostal, que es una region de la
médula 6sea cercano a las trabéculas, en la cual predominan células de origen mesenquimal como
los osteoblastos, los fibroblastos y los adipocitos (Mayani et al., 2007). Los osteoblastos suelen
expresar altas cantidades de la quimiocina CXCL12, la cual es el ligando del receptor CXCR4
expresado por las CMH (Ehninger & Trumpp, 2011; Miller et al., 2018). Dicha interaccién
ligando-receptor es de importancia ya que permite el secuestro de las CMH por parte de los

osteoblastos en esta area de la médula dsea y le confiere caracteristicas especiales a las CMH de
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largo término tales como el aumento de la capacidad de autorrenovacion, ademas de la disminucion
de los procesos de diferenciacion y proliferacion (Ehninger & Trumpp, 2011). Por esto, se dice
que dichas células se encuentran en quiescencia al mantener un estado Go o G del ciclo celular, lo
que da lugar, al compendio de células requeridas para el mantenimiento y la produccién de las
células hematopoyéticas en la médula dsea (Sugiyama et al., 2006).

Adicionalmente, también se ha generado informacion acerca del nicho vascular, el cual
como su nombre lo indica, es un area cercana a los sinusoides vasculares (Ehninger & Trumpp,
2011). Este nicho consta de células endoteliales y macrofagos que interactian con CMH activas,
gue se encuentran en contacto con diferentes interleucinas y factores de crecimiento disponibles
en el microambiente, lo que resulta en la diferenciacion y proliferacion de las CMH (Ehninger &
Trumpp, 2011). Finalmente, las células diferenciadas se dirigen al torrente sanguineo para entrar
en funcionamiento, o en el caso de los linfocitos que migran a 6rganos del sistema hematopoyético
periférico, para especializarse y activarse con el fin de ser competentes en sus funciones
inmunologicas (Paraskevas, 2013; Sugiyama et al., 2006).

En sintesis, la médula dsea lleva a cabo diferentes procesos complejos que comprenden la
interaccion y la retroalimentacion del microambiente hematopoyético, a través de una
comunicacion equilibrada, tanto por el componente humoral como por el celular, que le brinda al
sistema hematopoyético la homeostasis necesaria para el funcionamiento adecuado en el
organismo (Cosgrove et al., 2021; Mirza, 2020; Rossmann et al., 2018). Todo esto permite que el
sistema hematopoyético tenga la capacidad de generar las células y los componentes plasmaticos
necesarios, hasta alcanzar entre el 7 - 8% del volumen corporal del cuerpo humano (Mirza, 2020).

De manera interesante, estudios recientes han calculado que los humanos tienen entre 2,5 x 10* a
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1,3 x 10° CMH que dan lugar alrededor de 10 células hematopoyéticas diferenciadas (Cosgrove
et al., 2021).
3.3 Desarrollo de las células B

Los linfocitos B son células que forman parte de la inmunidad adaptativa, y tienen la
funcién principal de producir antigenos; de los cuales se conocen tres tipos: los linfocitos
foliculares, los linfocitos de la zona marginal y los linfocitos B B-1. (Montecino-Rodriguez &
Dorshkind, 2012). Este proceso tiene dos origenes de desarrollo: el primero ocurre en el higado
fetal, del cual se obtienen linfocitos B B-1, y el segundo con origen en la médula 6sea que se da
después del nacimiento (Montecino-Rodriguez & Dorshkind, 2012; Quach et al., 2016).

La maduracion de los linfocitos B comienza a través de las Células Troncales
Hematopoyeéticas (CTH) que se diferencian en Progenitores Linfocitarios Comunes (PLC), que a
su vez desarrollan un estadio de Células Pro-B, que derivan en células Pre-linfocitarias, y
finalmente se diferencian en linfocitos B inmaduros antes de llegar a su madurez. Ademas, cabe
sefialar que, cada una de estas etapas que atraviesa el linfocito B despliegan marcadores o antigenos
de diferenciacion (CD, Cluster of differentiation) en la superficie celular (Figura 6) (Bendall et al.,
2014; Dorshkind & Montecino-Rodriguez, 2007).

El desarrollo de los linfocitos inicia por las sefiales recibidas en la superficie celular, las
cuales son captadas por los receptores de membrana, y tienen como objetivo promover la
proliferacion de las células progenitoras, y comenzar el reordenamiento genico del receptor de
antigeno; este Gltimo, es requerido para alcanzar un estado de desarrollo completo de la célula B

(Abbas AK, Lichtman AH, 2021).
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Figura 6.

Desarrollo de los linfocitos B.
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Nota. Adaptado de (Montecino-Rodriguez & Dorshkind, 2012) y (Quéach et al., 2016).

En consecuencia, los linfocitos B sufren un aumento de la proliferacion que es inducida
por la respuesta a factores de crecimiento y citocinas como la IL-7 (Clark et al., 2014). En términos
moleculares, la diferenciacion se encuentra dirigida por el acceso a la cromatina y los reguladores
transcripcionales como EBF, E2A y PAX5, que median inicialmente sobre las proteinas
involucradas en el reordenamiento genético (Kreslavsky et al., 2018; Lin et al., 2018). En el

transcurso de su desarrollo, aquellos linfocitos B cuyos receptores reconocen fuertemente
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antigenos propios son eliminados mediante un proceso de seleccion riguroso (H. Chen et al., 2020;
Dreyer & Bennett, 1965).

El mecanismo de recombinacién V(D)J que realizan los linfocitos B para alcanzar un
receptor antigénico completo y maduro, implica (i) la sinapsis de los dos segmentos que codifican,
(ii) la escisién por parte de la enzima VVDJ recombinasa, la cual es conformada por RAG1 y RAG2;
(iii) la apertura de la horquilla en los extremos por parte de la enzima endonucleasa ARTEMISA,
y la adicion de nucleotidos en los extremos rotos por parte de la enzima desoxi-nucleotidilo
transferasa terminal (TdT, Terminal desoxynucleotudyl transferase) (Carmona & Schatz, 2017;
Schatz et al., 2008). Finalmente, (iv) ocurre el proceso de union de los extremos no homdlogos a
través de XRCC4 y la enzima ADN-ligasa IV (Figura. 7) (Carmona & Schatz, 2017; Schatz et al.,
2008).

La reorganizacion V(D)J es importante para cumplir con las funciones principales en la
expresion del repertorio para el reconocimiento antigénico, que se caracteriza por la diversidad
combinatoria que genera diferentes sitios de union al antigeno, dando lugar entre 1 a 3 millones de
posibles combinaciones; asi mismo, se caracteriza por la diversidad de unién, ya que se afiaden o
se eliminan nucledtidos entre las diversas uniones de los segmentos (Chi et al., 2020; Tonegawa

etal., 1974).
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Figura 7.
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3.4 Origen de las leucemias

El origen de las leucemias fue descrito por Bennett y Virchow en 1845 cuando notaron un
aumento de leucocitos en el momento de estudiar los cuerpos de pacientes fallecidos con
patologias crénicas de hasta dos afios (Bennett, 1980; R, 1847).

Actualmente, se describen a las neoplasias hematolégicas como un grupo de enfermedades
asociadas al aumento descontrolado de los clones de diferentes linajes celulares como resultado de
diversos factores que incluyen las mutaciones genéticas (Coombs et al., 2017; S. J. Park & Bejar,
2020; Zink et al., 2017). Este tipo de células tienen la capacidad de reemplazar una médula 6sea
normal, modificar la funcion medular, e incluso migrar a sitios extramedulares. Esta Ultima es una
particularidad innata de las leucemias que son de naturaleza liquida en relacion con otros tipos de
canceres solidos que requieren de la acumulacion de diferentes anomalias bioldgicas para realizar
metéastasis (Whiteley et al., 2021).

Asimismo, se ha descrito que las células tumorales leucémicas tienen una heterogeneidad
significativa debido a la adquisicién de mutaciones que definen los clones de las células hijas a
medida que aumentan las generaciones, a este proceso se le conoce como evolucién subclonal
(Miles et al., 2020; Whiteley et al., 2021). De los subclones de las CMH, es posible que se originen
células con la capacidad de resistir a los tratamientos antitumorales, provocando recaidas de la
enfermedad y ocasionando el fallecimiento de los pacientes (Ye et al., 2016b).

Por otro lado, se conoce que el origen del linaje celular y la progresion de la enfermedad
determinan los diferentes tipos de leucemias, de los cuales se deducen cuatro tipos principales,
aquellas de linaje mieloide o linfoide, que pueden ser tanto de evolucion clinica aguda o créonica

(Whiteley et al., 2021).
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Las leucemias crénicas son originadas a partir de células diferenciadas o parcialmente
maduras, que no cumplen sus funciones celulares, y lentamente van desplazando a las células
normales, por lo que es frecuente encontrar una poblacion mixta entre células funcionales y células
no competentes (células tumorales) para el control de las infecciones. Ejemplo de este tipo de
leucemias son la Leucemia Linfoide Croénica (LLC) y la Leucemia Mieloide Croénica (LMC) que
tienen un tiempo mas prolongado para desarrollar la patologia, que de no controlarse puede
convertirse en una leucemia aguda (L. I. Shlush & Feldman, 2021; Weijie, 2022; Whiteley et al.,
2021).

Las leucemias agudas como la Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) o la Leucemia Mieloide
Aguda (LMA) se caracterizan por un rapido desarrollo de la enfermedad, y por presentar
alteraciones en células inmaduras o poco diferenciadas que no cumplen con las funciones
normales, ademas estas celulas se adaptan al entorno de la médula désea de tal manera que son
capaces de reemplazar la poblacion de células normales, y se presenta tanto en nifios como en
adultos (L. I. Shlush & Feldman, 2021; Whiteley et al., 2021).

En este caso particular, nuestros estudios se centraran en la Leucemia Linfoide Aguda de
precursores B, que tiene como caracteristicas fisiopatologicas la presencia de pancitopenia,
sintomas recurrentes como fatiga, fiebre, hemorragias, linfadenopatia, esplenomegalia,
hepatomegalia, dolor 6seo, infiltracion de células tumorales en el Sistema Nervioso Central (SNC),
entre otras (Chennamadhavuni et al., 2022).

3.5 Caracteristicas y estratificacion del riesgo de la LLA-B

La LLA-B es una enfermedad multifactorial que confiere diversas caracteristicas a las

células tumorales y que son utilizadas para la evaluacion de la estratificacion del riesgo de los

pacientes en el momento del diagnéstico (Whiteley et al., 2021). Algunas de las caracteristicas de
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los linfoblastos que han sido descritas previamente es que proceden de una CMH de linaje linfoide,
por lo que heredan la capacidad para autorrenovarse, realizar proliferacion no controlada, y
mantener un metabolismo en dormancia (Morganti et al., 2022; L. I. Shlush & Feldman, 2021).
Adicionalmente, los linfoblastos tumorales de la LLA-B presentan un inmunofenotipo que puede
ser homogéneo o heterogéneo dependiendo de cada paciente, lo que conlleva a diferentes tipos de
LLA-B segun los criterios de clasificacion del grupo EGIL (European Group for the Immunologial
Classification of Acute Leukemias), los cuales son descritos en la Tabla 1 (Bene et al., 1995).
Tabla 1.

Clasificacion inmunofenotipica de la LLA-B.

Subtipo Caracteristicas fenotipicas
Pro-B (B ) CD19+, CyCD79+ o0 CD22+, CD10-, Cylgu-, slgM- (o todas)
Comun (B 11) CD10+, Cylgu-, sigM
Pre-B (B 1) Cylgu+, sigM
B (IV) sigM

Adicionalmente, se tienen en cuenta cualidades bioldgicas como la edad, el recuento de
leucocitos en el momento de diagnéstico mayor a 30.000 células/uL, la infiltracién del SNC, las
caracteristicas genotipicas del paciente, y la respuesta al tratamiento de induccién (Paul et al.,
2016; Rowe, 2010) .

En los nifios, la enfermedad minima residual (EMR) del dia quince en el tratamiento de
induccidn es uno de los factores prondsticos mas importantes, asi como la EMR al dia 30 en
poblacion adulta, y establece que la presencia de células tumorales menor al 0,01% es favorable

para la respuesta al tratamiento (Souza Silva et al., 2019). Adicionalmente, en un estudio realizado
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en poblacion adulta colombiana se evidencid la importancia de la Remisién Completa (RC) como
factor de proteccion a futuras recaidas de la enfermedad (Quach et al., 2016).

De igual forma, se han descrito alteraciones genéticas asociadas a mal pronéstico en LLA-
B como: la translocacion Robertsoniana constitucional, la hipodiploidia menor a 44 cromosomas
(2-3%), la translocacion BCR-ABL1 (2-4%), el reordenamiento Pax5 (~2%) o la presencia del
cromosoma Filadelfia (10-15%) (Hunger & Mullighan, 2015; Mullighan et al., 2008a).
Notablemente, se ha demostrado que el reordenamiento cromosomico estd relacionado con
factores de transcripcion hematopoyeéticos de linaje B como IKZF1 (Virely et al., 2010),
modificadores epigenéticos como EZH2 y SETD2, y receptores citosina y tirosina quinasa como
JAK2 y CRLF2 (Mullighan et al., 2007; J. Zhang et al., 2011). Estas alteraciones geneticas
conllevan a alteraciones en los productos proteicos y a la regulacion negativa de la diferenciacion
celular (Harrison, 2009; Hunger & Mullighan, 2015). Adicionalmente, sindromes congénitos
como el sindrome de Down, y la exposicion a factores medioambientales como pesticidas,
radiacion ionizante o infecciones pueden ser detonantes de la enfermedad (Malard & Mohty,
2020).

En nuestro grupo de investigacion se identificd una firma génica de mal prondstico
ID1/ID3/IGJ en pacientes adultos diagnosticados con LLA-B relacionada con la resistencia al
tratamiento, y se observo que dicha firma de expresion génica es una variable que permite realizar
una mejor asignacion del prondstico con respecto a otros factores empleados actualmente en la
rutina clinica, como son la edad, el recuento leucocitario y la presencia del cromosoma Filadelfia
(Cruz-Rodriguez et al., 2017).

En consecuencia, la estratificacion de riesgo del paciente permite al personal médico tomar

decisiones en la asignacién del tratamiento a seguir, los cuales se encuentran ajustados a
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lineamientos internacionales; asimismo, se ha demostrado que el manejo adecuado del protocolo
es vital en la evolucion de la enfermedad (Nieto Gutiérrez et al., 2021). Por ejemplo, uno de los
protocolos sugeridos para nifios menores de 14 afios y adultos jévenes menores de 35 afios es el
Berlin-Frankfurt-Minster Intercontinental 2009 (ALL IC-BFM 2009), el cual demostr6 una
supervivencia del 82% en Latinoamérica, y es una actualizacion del ALL IC-BFM 2002 (Myriam
Campbell, 2009). Este protocolo, permite a los especialistas desde el momento del diagnéstico y
bajo criterios clinicos determinar el riesgo del paciente en estandar, intermedio o alto (Myriam
Campbell, 2009), asi como, la re-estratificacion del riesgo en el transcurso del tratamiento, de
acuerdo con la valoracion de la EMR (Hunger & Mullighan, 2015; Stary et al., 2014).

Por otro lado, en los adultos mayores de 36 afios es comudn utilizar el protocolo del
Programa Espafiol para el Tratamiento de las Hemopatias Malignas (PETHEMA) con cédigo de
protocolo LAL-19, el cual también define la estratificacion y valoracion de la enfermedad de
acuerdo con la EMR presentada por el paciente (HEMOTERAPIA, 2013; Larson et al., 1998).
Adicionalmente, a los pacientes con cromosoma Filadelfia positivo, se les realiza un ajuste en el
tratamiento con respecto a los inhibidores de tirosin quinasa (Sancho et al., 2007; Trias, 2013).
3.6 Metabolismo del cancer

El metabolismo es un conjunto de procesos que realizan las células con el objetivo de
generar energia y biomasa, a través de diferentes tipos de reacciones quimicas, que van a permitir
el funcionamiento jerarquico de 6rganos, sistemas y organismos para mantener la vida (Judge &
Dodd, 2020).

Otto Warburg describid lo que seria un metabolismo diferencial de las células tumorales
con respecto a las células normales, y es precisamente que estas células se caracterizan por

presentar un metabolismo glucolitico aerdbico (en presencia de oxigeno) en vez de tener un
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metabolismo oxidativo (Figura.8) (Warburg, 1956). Estudios posteriores, reconocieron que el
metabolismo cambia significativamente durante la tumorigénesis y la metastasis (Cairns et al.,
2011), lo cual es producto de numerosos ajustes bioquimicos, incluidas mutaciones y
modificaciones postraduccionales (Solit & Mellinghoff, 2010).

Figura 8.
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Algunas de las alteraciones metabdlicas pueden estar influenciadas por la oncoproteina Ras

mutante, que representa solo una de las multiples vias que activan los receptores del factor de
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crecimiento y puede provocar una serie de alteraciones en la remodelacion de la cromatina, la
sintesis de proteinas y la transcripcion (Karnoub & Weinberg, 2008). Ademas, la proteina Raf es
capaz de activar la via de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) (C.-H. Huang et al., 2007), que
puede inhibir la apoptosis por la via Bad (Manning & Cantley, 2007), ademas de estimular la
sintesis de proteinas por la via mTOR (Brognard & Hunter, 2011), aumentar la proliferacion
celular por GSK-3f (Cohen & Frame, 2001) y la progresion del ciclo celular a través del factor de
transcripcion FOXO (Manning & Cantley, 2007) (Figura. 9).

Figura 9.
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Adicionalmente, se ha reportado que mutaciones genéticas con consecuencias metabdlicas

estan relacionadas con supresion de la fosforilacion oxidativa y la funcién mitocondrial, como es
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el caso de la pérdida de funcion de p53 que promueve un fenotipo glucolitico y regula
positivamente las enzimas glucoliticas como la fosfoglicerato mutasa y la enzima limitante de la
hexoquinasa (HK) (J. Kim & Dang, 2006); de manera similar, la activacion de Akt no solo aumenta
la actividad de enzimas glucoliticas sino que también transloca transportadores GLUTs a la
membrana celular (J. Kim & Dang, 2006). Estudios recientes reportaron que el aumento de la
glucdlisis puede conferir una mayor resistencia a la quimioterapia, tal como se ha observado en
pacientes y en lineas de células leucémicas (Herst et al., 2011; SONG et al., 2016).

Por otra parte, se ha descrito que mas del 80% de las lesiones genéticas encontradas en la
LLA-B infantil estan asociadas sélo con los genes PAX5 e IKZF1 (Mullighan et al., 2007, 2008b),
y que las mutaciones en estos genes pueden influir en la regulacion de genes clave relacionados
con el metabolismo de la glucosa como el receptor de insulina, el transportador de glucosa-1
(GLUT1), el transportador de glucosa-6, la glucosa-6 -Fosfato deshidrogenasa y hexoquinasa-2,
lo que podria contribuir a problemas en la captacién y utilizacion de glucosa en las células (Chan
et al.,, 2017). En el caso del factor de transcripcién PAX5 se conoce que es esencial para la
identidad del linaje B durante la diferenciacion linfoide, y se encuentra vinculado con los perfiles
de expresion genética, que son fundamentales para procesos celulares como la viabilidad, la
proliferacion y la diferenciacion (Nasri Nasrabadi et al., 2022).

En consecuencia, las mutaciones negativas dominantes en PAX5 e IKZF1 podrian
contribuir a la transformacion maligna en LLA-B al alterar la regulacion de genes relacionados
con la glucosa y la energia, lo que podria proporcionar un ambiente favorable para el crecimiento

y la supervivencia de las células cancerosas (Chan et al., 2017; Kurimoto et al., 2017).



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 42

3.6.1 Metabolismo del cancer asociado con procesos glucoliticos.

La glucolisis es un proceso metabodlico de tipo catabdlico que tiene como fin la obtencion
de energia por medio de la oxidacién de la glucosa, ademas de poder generar precursores para la
biosintesis de las macromoléculas celulares (Kierans & Taylor, 2021). Este proceso consiste en
un conjunto de reacciones quimicas que generan energia en forma de ATP, NADH y FADH,
mientras se convierte cada molécula de glucosa en dos moléculas de piruvato, que posteriormente
serviran de sustrato para alimentar otras vias metabolicas como el ciclo de Krebs (Judge & Dodd,
2020).

En condiciones normales, la glucdlisis se puede realizar en presencia de oxigeno, sin
embargo, se ha observado que este proceso ocurre en un microambiente con concentraciones bajas
de oxigeno como lo es la médula 6sea, la cual tiene un presion de oxigeno menor a 32 mmHg
(Simsek et al., 2010; J. A. Spencer et al., 2014). De hecho, se ha observado que las CMH utilizan
la glucdlisis anaerobia para generar energia y conservar la quiescencia caracteristica de estas
células (Morganti et al., 2022).

La programacién metabdlica, que permite la adaptacion celular en condiciones hipoxicas,
son conducidas en diferentes niveles de las células, e incluye las modificaciones transcripcionales
que induce el factor inducible por hipoxia HIF-1a, el cual aumenta la expresion de enzimas
glucoliticas (Kierans & Taylor, 2021), por ejemplo, se ha descrito que las CMH tienen mayor
concentracion de la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (Pdk), la cual inhibe la conversion de
piruvato en Acetil-CoA, lo que impide la entrada de este metabolito al ciclo de Krebs (Morganti
etal., 2022; Takubo et al., 2013).

De manera similar, las células tumorales en la LLA-B han mostrado una programacion

metabdlica relacionada con el efecto Warburg para obtener energia y mantener la disponibilidad



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 43

de intermediarios metabdlicos requeridos en la sintesis de otras macromoléculas esenciales, como
los lipidos, las proteinas y los &cidos nucleicos, los cuales son indispensables para la proliferacion
celular (Ishibashi et al., 2018; M.-Y. Zhang et al., 2020). Ademas, las células de LLA-B son
capaces de redirigir los carbonos de la glucosa de la via glucolitica a la ruta de las pentosas fosfato,
a través de serina/treonina-proteina fosfatasa 2A (PP2A), para evitar el estrés oxidativo (Xiao et
al., 2018).

Asi pues, la actividad glucolitica se encuentra influenciada por diferentes vias y moléculas
celulares que favorecen la expresion de protooncogenes como c-Myc, el cual actiia como sensor
metabdlico favoreciendo los procesos glucoliticos, la proliferacion celular y la metéstasis
(Mushtaq et al., 2015; N. Y. Spencer & Stanton, 2019). Adicionalmente, estudios realizados en
lineas celulares de LLA-B, evidenciaron que la utilizacion de inhibidores de c-Myc como CDK9
y JQ1 suprimen la glucolisis y disminuyen significativamente la progresion tumoral al inducir la
apoptosis y disminuir la proliferacion celular (W.-L. Huang et al., 2021; M.-Y. Zhang et al., 2020).

Por otro lado, se ha observado que el uso de inhibidores de la glucdlisis como la 2-desoxi-
glucosa (2-DG), favorece la muerte de células tumorales en la LLA, y genera sensibilidad a los
glucocorticoides utilizados en el tratamiento quimioterapéutico como la prednisolona (Gu et al.,
2017; Hulleman et al., 2009; Leni et al., 2017). En consecuencia, la glucolisis es la via de
preferencia para el mantenimiento celular, la progresion tumoral y la resistencia a farmacos en la
LLA-B (Xiao et al., 2018).

3.6.2 Metabolismo del cancer asociado a la respiracion mitocondrial.

La respiracion celular es un proceso que consta de diferentes reacciones quimicas con el

objetivo de producir energia a través de la produccion de ATP. Este proceso utiliza el oxigeno

como aceptor final de los electrones, que proceden de los cofactores reducidos NADH" y FADH",



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 44

que son obtenidos de la degradacion de la glucosa en el proceso de glucélisis y el ciclo de Krebs
(Pfanner et al., 2019).

La fosforilacion oxidativa incluye dos procesos esenciales, el primero se realiza a través
de la Cadena Transportadora de Electrones (CTE), la cual consta de un conjunto de proteinas y
moléculas organicas ubicadas en la membrana interna mitocondrial (Chandel, 2015). Estos
complejos se comportan como receptores de los electrones provenientes de los cofactores NADH*
y FADH", para posteriormente transferirlos a diversos complejos membranales y en ese proceso
bombear los protones al espacio intermembrana de la mitocondria (Martinez-Reyes & Chandel,
2020). Este proceso genera un gradiente electroquimico, también conocido como fuerza proton
motriz, que es aprovechado por la ATP sintetasa para formar las moléculas de ATP (Martinez-
Reyes et al., 2016). Adicionalmente, cabe sefialar que al final de la cadena transportadora de
electrones también se genera H>O (Figura. 10) (Martinez-Reyes et al., 2016).

Finalmente, cabe sefialar que una forma de estudiar el metabolismo mitocondrial es a través
de la modulacion funcional de la glucélisis y de los componentes de la cadena transportadora de
electrones y la ATP sintasa, mediante el uso de compuestos quimicos especificos (Figura.10)
(Jaber et al., 2020; Whitley et al., 2019).

En las células cancerosas, que a menudo tienen un metabolismo mas dependiente de la
glucdlisis el llamado "efecto Warburg", la inhibicién de la glucolisis por la 2-DG puede reducir la
disponibilidad de energia y nutrientes esenciales, lo que puede llevar a la supresion del crecimiento
e incluso a la muerte celular (Pajak et al., 2019). Por lo que la accién de la 2-DG es comportarse
como un imitador de la D-glucosa, para inhibir la glucolisis por la formacién y acumulacién
intracelular de 2-desoxi-D-glucosa-6-fosfato (2-DG6P), que a su vez inhibe la funcion de la

hexoquinasa y la glucosa-6-fosfato isomerasa (Bost et al., 2016).



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 45

En el caso de los inhibidores de la CTE se conoce que la oligomicina es una sustancia que
actua inhibiendo la actividad de la ATP sintasa, la enzima responsable de la sintesis de ATP en la
CTE en las mitocondrias. Este compuesto se une al componente Fo de la ATP sintasa, bloqueando
el canal de protones y evitando asi la sintesis de ATP a partir del gradiente de protones generado
en la CTE. Como consecuencia de esta inhibicién, se interrumpe la produccion de ATP
mitocondrial, la translocacion de protones y también puede afectar la absorcion de oxigeno en el
proceso de fosforilacion oxidativa (Hearne et al., 2020). Por su parte, la Rotenona actia como un
inhibidor del complejo I en la cadena de transporte de electrones dentro de la mitocondria, e
interrumpe la funcion del complejo I, llamado también NADH deshidrogenasa, impidiendo su
habilidad para transferir electrones a la coenzima ubiquinona (Y. Zhang et al., 2019). Otro
inhibidor es la Antimicina A es un compuesto quimico generado por Streptomyces Kitazawensis,
y se reconoce por su capacidad de unirse al sitio Qi de la citocromo c reductasa en el complejo 11l
de la mitocondria, obstaculizando asi la oxidacion del ubiquinol en la cadena de transporte de

electrones (Ma et al., 2011).
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Figura 10.
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Actualmente, el metabolismo celular representa un eje fundamental de estudio ya que se
encuentra ligado a las condiciones y funciones de los diferentes tipos de células (Morganti et al.,
2022) (Figura. 11). Por ejemplo, se ha descrito que el metabolismo es un punto de control en las
CMH para el mantenimiento, la diferenciacion y proliferacion celular. Es asi como la pérdida de
la quiescencia de las CMH se relaciona con una transicion desde la glucdlisis anaerdbica hacia
OXPHOS (Suda et al., 2011). Sin embargo, es importante destacar la necesidad que tienen las
células tumorales para realizar cierto nivel de OXPHOS, ya que esta ruta metabdlica le permite
adquirir metabolitos intermediarios requeridos para el mantenimiento de las células. Es decir, si
bien tanto las CMH como las células tumorales descritas por Warburg estan predeterminadas a
mantener un metabolismo preferiblemente glucolitico, estas también estan obligadas a mantener

cierto grado de respiracién mitocondrial (Ito et al., 2019; Vasan et al., 2020).
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Las células tumorales atraviesan una reconfiguracion metab6lica impulsada por
mutaciones fundamentales. Estos cambios alteran el flujo metabdlico a lo largo de las rutas
convencionales, incrementando o reduciendo el metabolismo en comparacion con las células
normales del tejido premaligno (DeBerardinis & Chandel, 2020). Durante este proceso, las células
tumorales se activan en la glucolisis y sus rutas afines, asi como en el ciclo del acido citrico, con
el objetivo de producir ATP, NADPH y los componentes esenciales para la formacion de
macromoléculas, tales como nucleotidos, lipidos y aminoacidos. Estos recursos resultan cruciales
para el crecimiento celular y la proliferacion (Vander Heiden & DeBerardinis, 2017).

En consecuencia, la disponibilidad de nutrientes y la red metabdlica ejercen influencia en
los fenotipos metabolicos, ya que inciden en la manera en que las células utilizan el metabolismo
para generar ATP, sintetizar macromoléculas y regular el estado redox. La Figura 11 ilustra las
reacciones clave en el metabolismo central del carbono, incluyendo la participacion del ciclo del
acido tricarboxilico y la cadena de transporte de electrones en la sintesis de purinas y pirimidinas

(Vander Heiden & DeBerardinis, 2017).
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Figura 11.

Metabolismo energético celular.
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El aumento del metabolismo oxidativo en las CMH se ha detallado en un estudio en el que
eliminan MEIS 1, qué es el activador transcripcional de HIF-1, y esto a su vez desencadena un
aumento de la produccion de ROS, la pérdida de competencia de las CMH vy el fracaso de la
repoblacién celular normal después de realizar trasplantes de médula 6sea (Kocabas et al., 2012).

Por otra parte, se ha descrito que en las Células Madre Leucémicas (CML) el metabolismo
energético mitocondrial se encuentra relacionado con la resistencia al tratamiento, lo que promete
en un futuro ser un punto terapéutico (de Beauchamp et al., 2022). Ademas, se ha identificado que
la actinomicina D que es un medicamento dirigido hacia la actividad mitocondrial son relevantes
para la terapia anti leucémica (Morganti et al., 2022).

3.6.3 Mecanismos generales de resistencia quimioterapéutica al cancer

La resistencia al tratamiento quimioterapeutico contra el cancer es un obstaculo que
presentan los pacientes para alcanzar la remision completa, y suele estar asociado con un pobre
prondstico de la enfermedad (Brown et al., 2019). Actualmente se conoce que la resistencia es un
fendmeno multifactorial que incluye diversos mecanismos metabdlicos, alteraciones moleculares,
genéticas y epigenéticas en los pacientes (Broxterman et al., 2009). Es por esto por lo que la
estratificacion personalizada de las cualidades bioldgicas del paciente representa una ganancia para
dirigir mejor el tratamiento y determinar su riesgo.

La farmacocinética de los agentes quimioterapéuticos es dependiente de la disponibilidad
y el acceso del farmaco al destino especifico (Rey-Caro et al., 2020). A nivel génico, hay que
destacar que la presencia del gen MRD1 (Multi Drugs Resistance 1, por sus siglas en inglés) que
codifica para la glicoproteina de permeabilidad (P-gp), participa en el transporte activo de
multiples moléculas relacionadas con la extrusion de diversos medicamentos quimioterapéuticos

(Ngrgaard et al., 2004). Por ejemplo, se ha observado que este gen se encuentra asociado a la
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resistencia contra el Imatinib en la leucemia mieloide crdnica (LMC) y en pacientes con LLA con
presencia del cromosoma Filadelfia positivo (Kantarjian et al., 2006). Por otro lado, las mutaciones
en los genes que codifican los reguladores apoptéticos (MDM2 / p53) y los factores epigenéticos
(PRC2) se han encontrado con frecuencia en la LLA-T y pueden tener un papel en la resistencia a
la quimioterapia (Ariés et al., 2018; Tzoneva et al., 2013).

Adicionalmente, se han descrito otras vias que pueden inducir resistencia de agentes
quimioterapéuticos comunes, incluidos los glucocorticoides y los mecanismos de resistencia a la
terapia dirigida, como IL7R, PI3K-AKT-mTOR, NOTCH1, BRD4/MYC, Ciclina D3:
CDK4/CDKS, inhibidores de BCL2 e inhibidores selectivos de la exportacion nuclear (SINE)
(Follini et al., 2019). Ademas, se ha observado que las células tumorales resistentes a la
quimioterapia se caracterizan por alteracion funcional de enzimas involucradas en la maduracion
de microARN, como es el caso de la enzima Dicer (Geretto et al., 2017).

Asimismo, la reprogramacion metabolica esta vinculada a la heterogeneidad manifiesta de
la neoplasia como una de sus caracteristicas principales frente a la resistencia al tratamiento
(Hanahan & Weinberg, 2011). Por ejemplo, se han descrito que las alteraciones del ADNmt
asociadas a la disfuncion de la actividad mitocondrial causa quimiorresistencia a farmacos como
la Doxorrubicina, a través de una adaptacion mejorada de las enzimas glutation peroxidasa y
manganeso superdxido dismutasa (Guerra et al., 2017; S. Y. Park et al., 2004). Adicionalmente,
se han asociados fenotipos resistentes vinculados a la glucolisis que se favorecen por enzimas
reguladoras como la Hexoquinasa 2 (HK2) y Piruvato quinasa M2 (PKM2) (Bhattacharya et al.,

2016).
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3.7 Biologia de los genes ID1 e ID3

Los inhibidores de proteinas de unién al ADN codificados por los genes Id son miembros
de la familia de los factores de transcripciéon de tipo helix-loop-helix (HLH) que carecen de
dominio de union al ADN directamente (Lasorella et al., 2014). Estudios previos, observaron que
estas proteinas se translocan continuamente entre el ndcleo y el citoplasma (Ghil et al., 2002;
Roschger & Cabrele, 2017), y se encuentran vinculados a procesos del ciclo celular. Por ejemplo,
ID1 promueve la diferenciacion celular por medio de la via MAPK e ID3 esta relacionado con
Egrl en la activacion del TCR por la ruta ERK MAPK (Bain et al., 2001; Ling et al., 2002). Con
respecto a las células madre hematopoyéticas (CMH), se ha descrito que ID1 inhibe la
diferenciacion celular (Jankovic et al.,, 2007). Por su parte, ID3 esta relacionado con la
angiogenesis y la presencia de células madre tumorales de glioma (Jin et al., 2011). En resumen,
debido a que las vias celulares en cancer se encuentran desreguladas, y que la actividad de las
proteinas ID1 e ID3 se encuentra relacionada con la division y diferenciacion celular, estos genes
son candidatos para estar involucrados con procesos que permiten la progresion tumoral (Niles et
al., 1995; Roschger & Cabrele, 2017).

Es conocido que el aumento de la expresion de los genes ID1 e ID3 se encuentra
relacionado con diferentes tipos de cancer como lo son: Cancer de mama triple negativo, cancer
de prostata, cancer de pulmon, carcinoma de células escamosas, leucemias, entre otros (D. Chen
et al., 2014; Panahipour et al., 2020; Sharma et al., 2012). De manera interesante, se ha observado
que ID1 e ID3 tienen actividad antioxidante, ya que se encuentran involucrados en la respuesta de
las células B pancredticas contra el estrés por el aumento de las especies reactivas de oxigeno,

producidas por la sobrecarga de hierro (Hamad et al., 2021).
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También, se evidencio que la eliminacion de estos genes tienen consecuencias graves en el
proceso de eritropoyesis (Zhao et al., 2016), dafios vasculares en el miocardio de pacientes adultos
(Chang et al., 2017), funcion de células B, mantenimiento y diferenciacion de células T (Hidaka
et al., 2022) . Mientras que, en un modelo de carcinoma de células escamosas, se observd
resistencia al oxaliplatino por ID1, ya que tiene relacién positiva a través de la sefializacion Wnt/B-
catenina/c-MYC, al activar al promotor de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, aumentar
la actividad de la via de las pentosas fosfato y disminuir las especies reactivas de oxigeno, para
evitar la muerte celular programada (Yin et al., 2017).

La identificacion por parte de nuestro grupo de investigacion de la firma genica de mal
prondstico 1ID1/1D3/1GJ asociada con la respuesta negativa al tratamiento quimioterapéutico en
pacientes adultos colombianos con LLA-B, mostrd que la sobreexpresion génica junto con la
sobreexpresion de marcadores relacionados con la maduracion celular como CD10 y CD20 se
encuentran asociadas a menor SLE y SG (Cruz-Rodriguez et al., 2016, 2017). Otras
investigaciones en modelos murinos han determinado que las proteinas ID1 e 1D3 son necesarias
para mantener el estado estacionario de las células dentro del nicho de la médula dsea requerido
para la supervivencia celular y la regeneracién de las células madre hematopoyéticas (Gadomski
et al., 2020). También, en modelos murinos de cancer de pulmén se evidencié que ID1 mejora la
sensibilidad al tratamiento con Gefitinib (ZD1839), al mantener activa la via Akt mediada por
RIP1/RIP3 que indice la necroptosis (Tan et al., 2020). Por otro lado, estudios en neuronas
mostraron que ID1 induce a HIF-1a, factor transcripcional inducido en hipoxia celular, lo que a su
vez induce la expresion de Ciclina D1 y el antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA,
por sus siglas en inglés Proliferating cell nuclear antigen) (Chao et al., 2020). Adicionalmente, se

ha descrito la actividad anti-apoptética de ID1 en diferentes tipos de cancer, a través de diferentes
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vias como la disminucion de p53 y la activacién de Bcl-2 (Hui et al., 2006; T. K. Kim & Eberwine,
2010).
3.8 Biologia del gen 1GJ

La proteina IGJ (proteina enlazante de los anticuerpos IgA e IgM) expresada por el gen
IGJ (también conocido como JCHAIN), es requerida para la formacién del pentamero de IgM (45),
y la homodimerizacion de IgA (H. Chen et al., 2020). Este gen se encuentra expresado en las
células plasmaticas diferenciadas (Carmona & Schatz, 2017). Aungue no se ha dilucidado su papel
en los linfoblastos tumorales de la LLA-B (Ying et al., 2003)(Corradi et al., 2018), el gen IGJ ha
sido reportado en varios estudios como indicador de mal pronostico en LLA y otros modelos de
leucemias agudas (Schatz et al., 1989), lo que sugiere que podria tener relacion con los procesos
bioldgicos tumorales en las neoplasias hematologicas (Cruz-Rodriguez et al., 2016; Ying et al.,
2003).

Asimismo, se encontrd que su gen vecino CRLZ1 se encuentra en células Pre-B de ratones
y esté regulado por acetilacion en la cromatina (J. Zhang et al., 2011). Ademas, CRLZ1 codifica
para una proteina capaz de unirse al factor de unién al nacleo (CBF), el cual esta involucrado en
la regulacion de la hematopoyesis y la osteogénesis (Harrison, 2009; J. Zhang et al., 2011).
También, se ha observado que este gen se asocia a la resistencia a los glucocorticoides en diferentes
lineas celulares, y es un marcador asociado a recaidas y mal pronostico en nifios con LLA-B
(Tonegawa et al., 1974; Trias, 2013).
3.9 Linea celular NALM-6

Desde hace varios afios, la utilizacion de las lineas celulares inmortalizadas ha servido

como sistemas modelo para la investigacion del cancer, principalmente leucemias y linfomas.
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NALM-6 corresponde a una linea celular inmortalizada de la muestra de sangre periférica
de un hombre de 19 afios con LLA-B. Esta linea celular se encuentra caracterizada en su
inmunofenotipo: CD3 -, CD10 +, CD19 +, CD37 -, cyCD79a +, CD80 -, CD138 +, HLA-DR +,
sm/cylgG -, cylgM +, smigM -, sm/cykappa -, sm/cylambda; citogenética: cariotipo casi diploide
humano 46(43-47) < 2n > XY, 1(5;12)(q33.2;p13.2). Informacion relacionada en el enlace:

https://www.dsmz.de/collection/catalogue/details/culture/ACC-128.

4. Materiales y Métodos

4.1 Recoleccion de muestras de médula 6sea

Se empleo el volumen residual de las muestras de médula 6sea, tomado por el hematdlogo
tratante, para el diagnostico de pacientes pediatricos y adultos con LLA-B que aceptaron
voluntariamente participar en el estudio de las instituciones prestadoras de servicios: Hospital
Universitario de Santander (HUS), la Clinica Materno Infantil San Luis y el Hospital Internacional
de Colombia (HIC). Dichas muestras fueron obtenidas a través del proyecto CT-767-2008,
financiado por Colciencias (actual MINCIENCIAS), dirigido inicialmente por la Doctora Nataly
Cruz Rodriguez y posteriormente por el Doctor José Arturo Gutiérrez.

Segun los datos publicados en la Cuenta de Alto Costo, entre el 2 de enero de 2018 al 1 de
enero del 2019, las EPS en Colombia reportaron 1191 casos de LLA en adultos de los cuales 66
procedian de Santander. Por otro lado, en menores de 18 afios, Santander report6 134 casos de los
1952 casos de LLA en Colombia reportados en el mismo periodo. Por esta razon, se estimé poder
reclutar al menos 10 pacientes pediatricos y 10 pacientes adultos entre todos los centros, al tener

en cuenta consideraciones como que la presuncion de diagnostico fuera para LLA-B, ademas de
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considerar circunstancias como la posibilidad de realizar el adecuado seguimiento de los pacientes,
ya que en algunos casos son remitidos a otras entidades del pais para las cuales no se podria realizar
el sequimiento pertinente. Asimismo, era necesario garantizar la calidad de las muestras y el
cumplimiento de los tiempos en el procesamiento de estas. Por todas las consideraciones
anteriores, el presente documento incluye apéndices con la siguiente informacion complementaria:

Apéndice A. Protocolo de inclusion de pacientes al estudio.

Apéndice B. Asentimiento informado en su ultima version.

Apéndice C. Consentimiento informado para padres en su Ultima version.

Apéndice D. Consentimiento informado para mayores de edad en su Gltima version.
4.2 Aislamiento de celulas leucémicas a partir de muestras primarias

Una vez tomada la muestra de médula dsea por parte del especialista, y dentro de las
primeras 24 horas, las células mononucleares (CMN) fueron separadas por medio de separacion
de gradiente de densidad (Lymphocyte Separation Medium, Lonza, USA). La poblacién de blastos
tumorales fue aislada por la técnica Magnetic Activated Cell Sorting (MACS), usando anticuerpos
anti-CD19 o anti-CD34 conjugados con microesferas magnéticas y columnas MS (Miltenyi
Biotec®) (seleccion inmunomagnética positiva), segin el inmunofenotipo tumoral de cada
muestra.
4.3 Mantenimiento de la linea celular NALM-6

Se utilizo la linea celular comercial NALM-6, adquirida de la casa comercial Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, DSMZ, Alemania, con el objetivo
establecer un control de referencia para los estudios de comportamiento metab6lico y expresion
génica. Para el mantenimiento de la linea celular, se utilizaron frascos de cultivo de 75 cm?, y se

sembraron entre 3 x 10° a 5 x 10° células/ml en con 10 mL de medio RPMI suplementado con 10%
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de Suero Fetal Bovino (SFB) y 1% de penicilina/estreptomicina. Los cultivos se mantuvieron a
37°C con 5% de CO2, hasta la realizacién de los ensayos metabdlicos.
4.4 Evaluacién de la funcion mitocondrial de los linfoblastos tumorales de pacientes con
LLA-By de la linea celular NALM-6

La actividad mitocondrial de los linfoblastos tumorales, tanto de pacientes como de la linea
celular, fue evaluada en el equipo Seahorse Bioscience XFe24 Extracellular Flux Analyzer
(Seahorse Biosciences), mediante el ensayo de Mito Stress Test, que permite medir
simultaneamente la rapidez del consumo de oxigeno (OCR, por sus siglas en inglés, Oxygen
Consumption Rate) y la tasa de acidificacion extracelular (ECAR, por sus siglas en inglés
Extracelular Acidification Rate). Para los ensayos se sembraron los linfoblastos tumorales aislados
de pacientes a una densidad entre 8 x 10°a 1,6 x 10° por pozo, y se sembraron 3 x 10° células
NALM-6 por pozo (para el analisis de los datos la densidad celular fue normalizada a 1 x 10°
células por pozo), en medio de cultivo XF RPMI con HEPES 1 mM (Seahorse Biosciences), el
cuél fue suplementado con glutamina a una concentracion final de 2,053 mM y de glucosa a una
concentracion final de 11,1 mM o 2 g/L. Las células fueron sembradas en placas Seahorse XF24
V7 PS Cell Culture Microplates, y se incubaron durante 40 minutos a 37°C en ausencia de CO2.

Se utilizaron diferentes moduladores de la respiracion dirigidos hacia componentes de la
cadena de transporte de electrones (Tabla 2), de modo que se realizaron inyecciones seriales de
Oligomicina (Oligomycin A, Chem Scene, USA), Carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP, Santa Cruz Biotechnology, USA) y una mezcla de Rotenona
(Santa Cruz Biotechnology, USA) y Antimicina A (Santa Cruz Biotechnology, USA) (Figura.12).

Las concentraciones finales de los moduladores se relacionan en la Tabla 3.
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Tabla 2.

Accidn de los moduladores de la cadena transportadora de electrones.

Moduladores Accion en la Cadena Transportadora de Electrones (CTE)

Oligomicina Inhibidor de la ATP sintasa.

Agente desacoplante de la membrana mitocondrial con

FCCP
actividad protonofora.
Rotenona Inhibidor del complejo I.
Antimicina A Inhibidor del complejo I11.

Tabla 3.

Concentraciones finales de los moduladores para el ensayo de Mito Stress Test.

Oligomicina FCCP Rotenona
/ Antimicina A
[Stock] 1mM 2.5 mM 10 mM
[Puerto] 8 uM 9 uM 10 uM
[Pozo] 1uM 1M ny

El uso de los moduladores descritos permitié medir: la respiracion basal, la produccion de
ATP, la salida de protones, la respiracion maxima, la capacidad respiratoria de reserva y al
consumo de oxigeno no mitocondrial, respectivamente Tabla 4. La obtencion de los datos y el

analisis de estos se realiz0 a través del software Seahorse Wave Desktop, Agilent Technologies.
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Tabla 4.

Tabla de descripcion de las variables a medir para Mito Stress Test .
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Variable

Definicion operativa

¢ COmo se establece?

¢ Como se calcula?

Respiracion basal (RB)

Respiracion utilizada
satisfacer la
ATP
enddgeno de la célula

para

demanda de

e impulsar las vias de

fuga de protones.

La tasa basal de
respiracion se
establece mediante la
tasa de utilizacion de
ATP, la disponibilidad
y  oxidacién  del
sustrato o la fuga de

protones.

RB = (Ultima medicion antes de
la primera inyeccién) -

(Respiracion no mitocondrial)

Salida de protones (SP)

La salida o fuga de
protones se refiere a
la  filtracion  de
protones a traves de la
membrana interna

mitocondrial,

La magnitud del

consumo de oxigeno

insensible a la
oligomicina se
determina

principalmente por la

SP = (Promedio de las

Mediciones después de la
adicion de oligomicina, pero
antes de la inyeccion de FCCP) —
(consumo de oxigeno no

mitocondrial)

Nivel
Naturaleza )
operativo
Cuantitativa pmol Oz /
continua min
Cuantitativa pmol Oz /
continua min
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Variable

Definicion operativa

¢ COmo se establece?

¢ Como se calcula?

Naturaleza

Nivel

operativo

independiente de la
actividad de la ATP
sintetasa. Es decir
que no se encuentra
acoplada a la
produccion de ATP.
Esta fuga puede
significar un dafio

mitocondrial.

fuga de protones.

modelo

y el
una gran

Segiun el
experimental
contexto,
fuga puede indicar una
respuesta
mitocondrial, lesion o

fisioldgica normal.

Produccion de ATP
(PA)

Proceso que es
sensible a la
oligomicina y lleva a
estimar la respiracion
que se utiliza para
impulsar la sintesis de
ATP mitocondrial.

La tasa de respiracion
ligada a ATP esta
determinada en gran
medida por la
demanda de ATP de la
célula. También puede
establecerse por
suministro de sustrato

y oxidacion,

PA=RB - SP

Cuantitativa

continua

pmol Oz /

min
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Variable

Definicion operativa

¢ COmo se establece?

particularmente si hay
disfuncion

mitocondrial.

Respiracion méaxima
(RM)

Tasa maxima de
consumo de oxigeno
obtenida al agregar el
desacoplador FCCP,
el cual imita una
demanda de energia
fisiolégica mediante
la estimulacion de la
cadena  respiratoria
para que funcione asu
méaxima capacidad, lo
que provoca la
oxidacion rapida de
los sustratos

(azlcares, grasas,

La tasa de respiracion
maxima se establece
principalmente por el
suministro de sustrato
y la oxidacion. Esto
incluye el transporte
de sustrato a traveés del
plasma y las
membranas

mitocondriales, asi
como las enzimas
metabodlicas que
controlan la velocidad
del

cambios

proceso.  Los

también

] Nivel
¢ Como se calcula? Naturaleza )
operativo
RM = (Promedio de las medidas
después de la inyeccion de Cuantitativa pmol Oz /
FCCP) — (Respiracion no continua min

mitocondrial)
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Variable

Definicion operativa

¢ COmo se establece?

¢ Como se calcula?

Naturaleza

Nivel

operativo

aminoécidos)  para
compensar a este
desafio metabdlico.
Muestra la  tasa
maxima de
respiracion que la

célula puede alcanzar.

pueden reflejar una
alteracion  en la
biogénesis

mitocondrial o en la
densidad de crestas

mitocondriales.

Capacidad
respiratoria de reserva
(CR)

La capacidad de
reserva (0 reserva
respiratoria) es la
diferencia entre la
respiracion basal vy
méaxima. Lo que
implica la capacidad
de una celula para
satisfacer un aumento
de la demanda de

energia.

Los factores que

afectan la frecuencia

respiratoria basal
como la méaxima,
también pueden
determinar

capacidad de reserva.

la. CR=RM-RB

Cuantitativa

continua

pmol Oz /

min
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Nivel
Variable Definicion operativa ¢ Como se establece? ¢ Como se calcula? Naturaleza )
operativo
El consumo de Los cambios pueden
oxigeno no indicar un namero de
mitocondrial se células diferencial si
refiere a los procesos aparecen diferencias
] celulares que paralelas en otros _
Consumo de oxigeno ) CONM = EIl promedio de las o
] ) consumen  oxigeno lugares. En algunos ) ) ) . Cuantitativa pmol Oz /
no mitocondrial ) _ ) medidas después de la inyeccion ) )
después de la sistemas, las oxidasas continua min

(CONM)

inhibicion del sistema
OXPHOS

completamente por la
adicion de la rotenona

y la Antimicina A.

citoplasmicas son
relevantes (por
ejemplo, ceélulas

hematopoyéticas, ROS
/ RNS elevados)

de Rotenona/Antimicina (A)

(Divakaruni , Paradyse, Ferrick , Murphy, & Jastroch, 2016)
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Figura 12.
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A través del ensayo de estrés mitocondrial también se podran evaluar el fenotipo energético
celular, al calcular los parametros: fenotipo de referencia, fenotipo estresado y el potencial

metabdlico, conceptos relacionados en la Tabla 5.
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Tabla 5.

Conceptos relacionados con el fenotipo energético celular.

Término Concepto

Medidas de OCR y ECAR de células en las condiciones iniciales
Fenotipo en linea base o de
del ensayo (especificamente, en presencia de una cantidad
referencia
ilimitada de sustratos).

Medidas de OCR y ECAR de células bajo demanda energética

Fenotipo estresado
inducida (en concreto, en presencia de compuestos estresantes).

El potencial metabdlico es la medida de la capacidad de las
células para satisfacer una demanda de energia a través de la
respiracion y/o de la glucolisis. Dicha medida, se calcula con la
siguiente formula:

Potencial metabélico

OCR Estresado

% Potencial metabdlico OCR = OCR Linea base x 100

ECAR Estresado

% Potencial metabdlico ECAR = ECAR Linea base x 100

4.5 Evaluacion de la funcion glucolitica de los linfoblastos tumorales de pacientes con LLA-
By de la linea celular NALM-6

Para la evaluacion de la funcién glucolitica, se sembraron las células en las mismas
condiciones descritas para los ensayos de Mito Stress Test. EI medio XF Seahorse RPMI se

suplemento con glutamina a una concentracion final de 2.053 mM, glucosa a una concentracion
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de 11,1 mM o 2 g/L y HEPES hasta alcanzar una concentracion final de 5 mM. Seguidamente, se
cargaron los puertos respectivos para generar las inyecciones subsecuentes de: Rotenona /
Antimicina A y 2-deoxi glucosa (2-DG), inhibidor de la glucdlisis (Figura. 13). Las
concentraciones finales por puerto y pozo se relacionan en la Tabla 6.

Tabla 6.

Concentraciones finales de los moduladores del ensayo de Glycolytic Rate.

Rotenona 2-DG
/ Antimicina A
[Stock] 10 mM 1M
[Puerto] 10 uM 500 mM
[Pozo] 1uM 50 mM
n

Lo anterior, permitio identificar pardmetros del metabolismo glucolitico como la glucélisis
basal, tasa de flujo de protones, glucdlisis compensatoria y la acidificacion posterior a 2-DG Tabla
7. Finalmente, para la obtencion de los datos y el analisis se uso el software Seahorse Wave

Desktop, Agilent Technologies.
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Tabla de descripcion de las variables a medir para Glycolytic Rate Assay.

Variable

Definicion operativa

¢, Cémo se calcula?

Naturaleza

Nivel operativo

Tasa de flujo de

protones basal

Es la cantidad total de protones
exportados por las células al medio
de ensayo en funcion del tiempo,
expresado en pmol/min. Incluye el
efecto de la acidificacion dependiente
del COs..

Ultima medicion de PER antes de

la primera inyeccion.

Cuantitativa

Continua

PER (pmol/min)

Es el proceso de conversion de

glucosa en lactato e hidrogeniones y

Ultima medicion de glycoPER, la
tasa de protones exportados por

o representa la tasa de flujo de protones la célula en funcion del tiempo Cuantitativa GlycoPER
Glucolisis basal ] o o ) )
derivada de la glucdlisis como resultado de la glucdlisis, Continua (pmol/min)
(descontando el efecto de la antes de la inyeccion de
acidificacion dependiente del CO2).  Rotenona/Antimicina A.
Es la tasa de glucdlisis en las células
e después de la adicion de inhibidores Medicion maxima de glycoPER o
Glucolisis o ) ) . Cuantitativa GlycoPER
) que bloquean la fosforilacion después de la inyeccion de ) )
compensatoria Continua (pmol/min)

oxidativa e impulsan cambios

compensatorios en la célula para

Rotenona/Antimicina A.
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Variable

Definicion operativa

¢ Cémo se calcula?

Naturaleza

Nivel operativo

reforzar la glucolisis y satisfacer las

demandas de energia de las células.

Acidificacion post
2-DG

Es un valor que incluye otras fuentes
de acidificacion extracelular que no
se atribuyen a la glucdlisis ni a la
actividad del ciclo de écido
tricarboxilico mitocondrial, asi como
cualquier glucdlisis residual que no

esté totalmente inhibida por la 2-DG.

Se mide después de la adicion de
2-DG en el flujo de trabajo del

ensayo de tasa glucolitica

Cuantitativa

Continua

GlycoPER

(pmol/min)

% PER Glucblisis

Es el porcentaje de la Tasa de flujo de

Protones asociado a glucolisis.

(Glucolisis Basal) / (PER Basal)
X 100%

Cuantitativa

Continua

Porcentaje

Mito
OCR/GlycoPER
(Basal)

Es la relacién entre la tasa de
consumo de oxigeno mitocondrial
(mitoOCR) la

mitocondrial y la tasa de flujo de

respiracion

protones (GlycoPER).

[(Ultima medicion de OCR antes
de la primera inyeccién) -
(Minimo de OCR después de la
inyeccion de Rot/AA)]

/(Glucaolisis basal)

Cuantitativa

Continua

GlycoPER
(pmol/min)

(Divakaruni, Paradyse, Ferrick, Murphy, & Jastroch, 2016 y Agilent Technologies, Inc. 2019)
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Figura 13.

Ensayo de la Tasa Glucolitica.
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4.6 Determinacion de la expresion del perfil genético 1D1/ID3/1GJ en muestras primarias

El ARN total de los linfoblastos previamente separados, fue aislado usando el Kit Qiagen
all-prep. Posteriormente, se realizaron los montajes de PCR en tiempo real con SYBR GREEN
para la cuantificacion relativa de los niveles de expresion del mRNA de los genes ID1, ID3 e 1GJ
para lo cual se utilizaron los kits cDNA Script de la marca Promega, y BrightGreen MasterMix de
la casa comercial abm. Las secuencias de los primers utilizados se encuentran relacionados en la

Tabla 8. Posteriormente, se emple6 el método 2-24€T para estimar la expresion relativa de cada
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gen, para lo cual se us6 GAPDH como gen de referencia, ademas se calculé el promedio aritmético
de todas la muestras como control positivo; finalmente, se utilizé agua como control negativo
(todos los ensayos se realizaron por triplicado).

Tabla 8.

Primers utilizados para la amplificacion génica.

Gen Secuencia de primers Referencia NCBI

F* 5-CGACTACATCAGGGACCTTCAG-3’
ID1 ID1 NM_002165.4
R” 5’-GCTTCAGCGACACAAGATGC-3’

F 5 -TCAGCTTAGCCAGGTGGAAATC- 3’
ID3 ID3 NM_002167.5
R5 -GTCGTTGGAGATGACAAGTTCC- 3’

F5 -TGTAAGTGTGCCCGGATTACTTC- 3
1GJ IGJ NM_144646.4
R5 -CACAAATCTGGTTCTCAATGGTG- 3

4.7 Construccion de bases de datos

Se consultaron las historias clinicas de cada uno de los pacientes y se registraron las
variables clinicas detalladas en el Apéndice E. Entre los datos registrados, se encuentra la
respuesta al tratamiento de induccion segun el porcentaje de blastos tumorales por citometria de
flujo, en los dias 15 y 33 para los pacientes pediatricos, y en el dia 30 para los pacientes adultos.
Asimismo, se tuvo en cuenta la remisién completa al tratamiento de induccion segun los resultados
de mielograma con remision morfoldgica completa o porcentaje de linfoblastos tumorales menor

al 5%. Todos los datos encontrados fueron tabulados en una hoja Excel.
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4.8 Analisis de los datos

Se utilizo el software Seahorse Wave Desktop, Agilent Technologies para generar los
reportes y el analisis de la evaluacion del comportamiento metabdlico de los blastos de pacientes
con LLA-B, usando la linea celular NALM-6, como patrdn de referencia. Para esto, se realizaron
las comparaciones de los valores obtenidos en la evaluacion de las variables de respiracion
mitocondrial y evaluacién glucolitica (Tablas 4 y 7) de los grupos con potencial metabdlico
diferencial, mediante la prueba de Mann-Whitney en el programa GraphPad Prism 9.3.1.
(GraphPad Software Inc. San Diego, CA) y se consideré como estadisticamente significativos los
resultados con valores de p < 0,05.

Las asociaciones y/o correlaciones entre las variables de funcion metabdlica y las variables
bioldgicas y clinicas de la enfermedad fueron evaluadas para el modelo univariado por la prueba
de asociacion de Spearman. Mientras que, para el andlisis del modelo multivariado se empleo el
tipo de potencial metabdlico como posible predictor de correlacion con los diferentes parametros
a través de analisis de regresion logistica para variables dependientes categoricas y regresion lineal
para variables dependientes continuas. Por otro lado, para el andlisis de relacion multivariado de
la firma de expresion génica se utilizé regresion lineal. Para todo lo anterior, los datos se analizaron
y representaron por medio del programa GraphPad Prism 9.3.1.

Finalmente, se realizd la curva de Kaplan Meier para evaluar la estimacion de la

supervivencia libre de evento de los pacientes incluidos en el estudio.
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5. Resultados

5.1 Reclutamiento de los pacientes

A través del proyecto con cddigo interno institucional 8746, durante los periodos
comprendidos entre octubre del 2019 a marzo del 2020 y enero del 2021 a octubre del 2021, se
reclutaron 33 muestras, a las cuales se les realiz6 evaluacion de la expresion génica de ID1, ID3 e
1GJ.

De las muestras iniciales, se realizaron estudios metabolicos de Mito Stress Test a 13
pacientes, de los cuales a 11 también se les realizd Glycolytic Rate Assay, esto debido a que se
requerian entre 1,6 x 107 a 3,2 x 107 células por muestra. Sin embargo, no todas las muestras tenian
el volumen y/o la concentracion celular suficiente para obtener los linfoblastos necesarios para el
montaje de los ensayos de metabolismo.

Todas las muestras fueron autorizadas para su procesamiento y tratamiento de datos, de
acuerdo con los lineamientos de los comités de ética, y consensuado a través de las firmas de los
pacientes y padres de familia en los asentimientos y consentimientos informados.

5.2 Descripcion demografica de la poblacion reclutada
En relacion con las 33 muestras reclutadas, se describen las caracteristicas demograficas

en la Tabla 9:
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Tabla 9.

Caracteristicas demograficas de los pacientes incluidos en el estudio.

Sexo
Rango de edad

Hombre Mujer

Pacientes con evaluacion de la expresién génica n = 33

2 - 57 afos 17 16

Pacientes con evaluacion del metabolismo celular n =13

2 —50 afios 8 5

5.3 Evaluacion del metabolismo de los linfoblastos tumorales

A través del ensayo de Mito Stress Test realizado en linfoblastos tumorales de 13 pacientes
se logro obtener el reporte del fenotipo metabdlico al evaluar las condiciones fenotipicas basales
o de referencia, el fenotipo estresado y el potencial metabdlico.

Para analizar las condiciones fenotipicas se tuvieron en cuenta dos medidas del
comportamiento metabdlico de los linfoblastos: la Tasa de consumo de Oxigeno (OCR, por sus
siglas en inglés, Oxygen Consumption Rate), expresada en pmol/min/1 x 10° células, y la Tasa de
acidificacion extracelular (ECAR, por sus siglas en inglés, Extracellular Acidification Rate)
expresada en mpH/min/1 x 10° células; dichas medidas fueron tomadas por el equipo Seahorse en
condiciones basales y de demanda energética.

Se evidencié que los linfoblastos tumorales de los pacientes en condiciones basales tienen
valores de OCR y ECAR menores que los de la linea celular de referencia NALM-6, excepto por
un paciente que presentd un mayor valor de ECAR en condiciones basales (Apéndice F y G).

Asimismo, se observé una disminucion de las medidas en estado de estrés celular, después de la
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inyeccion del desacoplante mitocondrial FCCP, con respecto a las NALM-6 (Tablas 10y 11), los
calculos se realizaron a partir de las formulas descritas en las Tablas 4, 5y 7. Lo anterior, sugiere
que los linfoblastos tumorales provenientes de muestras primarias de pacientes, en relacion con la
linea celular de referencia, presentan un metabolismo energético con tendencia a la quiescencia,
como se observa en la figura 14.

La quiescencia celular es un estado en el cual las células detienen temporalmente su ciclo
celular y entran en un estado de reposo reversible, caracterizado por un estado metabélico bajo,
con una disminucion en la captacion de glucosa y la glucdlisis, asi como la disminucion de la
produccion de ATP a través de respiracion mitocondrial. Asi mismo, hay reduccién en los niveles
de traduccion de proteinas, y se incrementa la autofagia como medio para suministrar nutrientes
necesarios para la supervivencia celular, todo esto para brindar proteccién contra diversas
agresiones ambientales, como el estres oxidativo o la falta de nutrientes (Valcourt et al., 2012).

En el caso de las CMH se ha descrito que se encuentran en un estado de quiescencia o
reposo, lo que significa que no estan activamente produciendo células sanguineas. Esta
caracteristica les permite preservar su capacidad regenerativa a lo largo del tiempo. Sin embargo,
cuando el organismo se enfrenta a una situacion de estrés agudo, como una infeccion o lesiones en
los tejidos, las CMH pueden ser activadas para iniciar una rapida produccion de células sanguineas.
Esta activacion puede ocurrir mediante diferentes mecanismos, como sefiales inflamatorias o
factores de crecimiento liberados en respuesta al estrés (Juan Li et al., 2022). La adquisicion de la
quiescencia metabdlica también se observa durante el desarrollo temprano de las células B
independientes de antigenos en humanos, un proceso crucial que permite la seleccion y
maduracion adecuada de las células B asi como la adaptacion metabdlica para mantener la

viabilidad y la homeostasis energética. Este proceso contribuye a la formacion de un repertorio
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funcional de células B capaces de reconocer y responder eficientemente a antigenos,
desempefiando un papel fundamental en la respuesta inmunolégica (Farmer et al., 2019). Cabe
sefialar que también se ha descrito el estado de quiescencia en las células madre leucémicas

(Morganti et al., 2022).
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Tabla 10.
Valores de OCR de la linea celular NALM-6y los linfoblastos de los pacientes en condiciones
basales y de estrés.

Porcentaje del potencial metabélico OCR. SEM: Error estandar de la media.

Potencial
Cddigo de OCR . OCR OCR OCR metabolico
. Linea base Estresado ;
la muestra Linea base Estresado (% OCR Linea
(SEM) (SEM) b
ase)
NALM-6 189,1 9,4 210,8 12,7 110,2
FSB 021 69,4 3,7 84,8 4,8 122,2
JCO 026 51,1 0,8 88,6 6,2 173,7
JVE 028 47,0 1,9 68,0 4,7 146,2
WGP 037 38,6 1,2 67,0 3,3 173,0
APG 038 39,5 2,2 115,7 3,7 294,2
JAM 040 107,3 6,9 153,8 22,6 150,4
JCC 041 51,5 2,9 190,6 19,1 374,4
JMM 042 53,1 2,7 118,7 194 219,4
ASP 043 43,5 2,9 60,9 6,7 140,4
HLT 044 89,5 2,9 199,6 21,3 229,2
NAC 045 80,0 2,9 123,8 10,6 156,6
MCF 046 63,0 4,2 101,8 6,2 162,3

SQG 047 51,8 1,1 95,4 7,5 185,4
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Tabla 11.
Valores de ECAR de la linea celular NALM-6 y los linfoblastos de los pacientes en condiciones
basales y de estrés.

Porcentaje del potencial metabdlico ECAR. SEM: Error estandar de la media.

Potencial
Cddigo de ECAR ,ECAR ECAR ECAR metabolico
. Linea base Estresado .
la muestra Linea base Estresado (% ECAR Linea
(SEM) (SEM) b
ase)
NALM-6 21,6 0,6 37,4 0,9 177,1
FSB 021 6,0 0,3 10,8 0,5 179,6
JCO 026 13,5 0,1 18,1 1,2 137,8
JVE 028 3,0 0,2 11,3 0,4 380,8
WGP 037 6,3 0,2 9,8 0,4 154,2
APG 038 7,0 0,2 12,8 0,2 184,2
JAM 040 9,4 0,4 17,3 1,9 191,0
JCC 041 24,9 1,4 28,8 1,0 118,7
JMM 042 12,4 0,4 16,9 11 135,3
ASP 043 6,6 0,6 11,7 0,9 179,0
HLT 044 19,3 0,4 26,0 1,2 134,8
NAC 045 7,1 0,3 15,7 0,7 225,2
MCF 046 4.8 0,3 10,3 0,7 215,0

SQG 047 4,1 0,2 10,7 0,5 262,5
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Figura 14.

Las células tumorales de los pacientes con LLA-B tienden a la quiescencia en comparacién con
las NALM-6.

Fenotipo energético de la linea celular NALM-6 y linfoblastos tumorales de pacientes.
Representacion gréafica de cada paciente del estado energético basal (circulo sin relleno) al estado

estresado (circulo relleno).
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La capacidad de una célula para llevar a cabo los procesos metabolicos, y mantener su
funcionalidad en condiciones de estrés celular se conoce como potencial metabdlico. Lo que
implica, una serie de reacciones quimicas que generan la energia suficiente para compensar la
demanda energética que respalde los procesos anabolicos necesarios para el mantenimiento y la
proliferacion celular. Se calcul6 el porcentaje de potencial metabdlico OCR y el porcentaje de
potencial metabdlico ECAR de los linfoblastos tumorales de cada paciente, de acuerdo a las
formulas descritas en la tabla 5 (Tablas 10 y 11). Se evidencio que los linfoblastos tumorales
tienen un estado de quiescencia, y a su vez suple los requerimientos minimos de energia de la
células a traveés de las rutas metabolicas principales: la glucolisis y la fosforilacion oxidativa. Sin
embargo, en la respuesta a la demanda energetica inducida se observo que, si bien se siguen
utilizando las dos vias principales para la produccion de energia y el potencial metabolico tanto
para OCR como para ECAR es similar (Figura 15.A), si se evidencia que las células pueden
resolver la necesidad energética de manera preferencial por alguna de las dos vias principales
(Figura 15.B). Se compararon los resultados y se encontraron dos grupos con potencial metabdlico
diferencial: el primer grupo, representado por seis pacientes que favorecen un mayor porcentaje
del potencial OCR sobre el potencial ECAR; mientras que, el segundo grupo se encontrd
relacionado con un mayor porcentaje del potencial ECAR en comparacion con el valor del
porcentaje del potencial OCR, el cudl incluy6 la linea celular NALM-6 y siete muestras (Figura
15). Lo anterior, sugiere que el potencial metabdlico de los linfoblastos tumorales provenientes de
pacientes con LLA-B no es Unico; y, por el contrario, sugiere una plasticidad metabodlica en
respuesta a la demanda energética requerida por las células.

Cabe sefalar que las caracteristicas dadas por el potencial metabolico son dependientes de

varios factores tales como el tipo de célula (en este caso particular son los linfoblastos tumorales
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de células B), su estado fisioldgico, los nutrientes disponibles, el genotipo propio de cada
individuo, y las condiciones ambientales (por ejemplo, un estado inflamatorio). Cada tipo de célula
tiene un conjunto especifico de enzimas y vias metabdlicas que determinan su capacidad para
procesar diferentes sustratos, y llevar a cabo funciones especializadas.

El potencial metabolico también puede variar segun el estado fisioldgico de la célula. Por
ejemplo, las células en reposo tienen una tasa metab6lica mas baja en comparacién con las células
en estado activo o en crecimiento. Ademas, las células pueden ajustar su metabolismo en respuesta

a sefiales externas, como cambios en la disponibilidad de nutrientes o la presencia de hormonas.
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Figura 15.
Las células tumorales de pacientes con LLA-B a pesar de la quiescencia presentan un potencial
metabdlico diferencial.

A. Porcentaje de potencial metabélico OCR y ECAR de la linea celular NALM-6 y linfoblastos

tumorales de pacientes.

B. Heatmap.
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Adicionalmente, se evaluaron las diferentes variables metabolicas relacionadas con los
ensayos de estrés mitocondrial y la tasa glucolitica, en las cuales se observaron diferencias
significativas entre los dos grupos con potencial metabolico diferencial. En el caso del grupo con
mayor potencial metabdlico OCR (en las figuras se relaciona como Grupo OCR), se evidencié que
tenia aumento de la glucdlisis basal, el porcentaje de la tasa de flujo de protones (PER, por sus
siglas en inglés, Proton Efflux Rate) y el porcentaje de la capacidad respiratoria de reserva (Figura.
16). Por su parte, el grupo con potencial metabolico ECAR (en las figuras se relaciona como Grupo
ECAR), mostro diferencias significativas al presentar mayor respiracion basal, mayor produccion
de ATP y Mito OCR/GIlycoPER (Basal) (Figura. 17). Es decir, que aquellos pacientes con potencial
metabdlico ECAR, presentan un metabolismo energético basal relacionado con la respiracion
mitocondrial, en contraste con aquellos pacientes con metabolismo energético basal glucolitico
que tienen un potencial metabdlico OCR.

Por otro lado, se calculd la relacion OCR/ECAR de referencia como un marcador de
disposicion que compromete los valores obtenidos en ECAR por la influencia de la actividad
mitocondrial al producir CO2. Segun la guia del fenotipo energético celular (Agilent Seahorse -
Cell Energy Phenotype) (Agilent Technologies, 2017), los valores menores a 4 estan relacionados
a una contribucion insignificante del COz en los valores de ECAR calculados, mientras que, los
valores mayores de 4 podrian incluir tanto la actividad glucolitica como la actividad mitocondrial.
De acuerdo con los datos obtenidos, la mayoria de las muestras analizadas, exceptuando dos,
sugiere una posible contribucién de la actividad mitocondrial a los niveles de ECAR reportados

(Tabla 12).
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Tabla 12.

Ratio OCR/ECAR de los linfoblastos tumorales de los pacientes con LLA-B evaluados.

Células del paciente Ratio OCR/ECAR
NALM®6 8,7
FSB 021 11,5
JCO 026 3,8

JVv 028 15,5
WGP 037 6,1
APG 038 5,7
JAM 040 11,4
JCC 041 2,1
JMM 042 4.3
ASP 043 6,6
HLT 044 4,6
NAC 045 11,3
MCF 046 13,1

SQG 047

12,7
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Figura 16.

El aumento de la actividad glucolitica basal se encuentra relacionada con el grupo con potencial metabolico OCR.

Mann Whitney Test, ns: No significancia, * p < 0,05, ** p < 0,01, (n=11).
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Figura 17.

84

El aumento de la actividad mitocondrial basal se encuentra relacionada con el grupo con potencial metabdlico ECAR. .

Mann Whitney Test, ns: No significancia, * p < 0,05, ** p < 0,01, (n=13).
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5.4 Comparacion de las caracteristicas metabdlicas en relacion con las variables clinicas y
bioldgicas de la enfermedad.

Teniendo en cuenta que el estudio revel6 dos grupos con potencial metabélico diferencial,
se realiz6 un andlisis comparativo de estos grupos con diversas variables bioldgicas y clinicas de
la enfermedad asi como los genes ID1, ID3 e 1GJ. A continuacion, se describen las caracteristicas
de las poblacion de los dos grupos con potencial metabdlico diferencial (Tabla 13).

Tabla 13.

Caracteristicas demograficas de la poblacion en relacion con el grupo metabdlico.

Sexo
Grupo Rango de edad
Hombre Mujer

Potencial metabolico OCR

2 - 34 anos 6 0

n=6

Potencial metabdlico ECAR

2 — 50 anos 2 5

n=7

Debido a que el grupo con potencial metabdlico OCR podria presentar un sesgo en el
muestreo en cuanto al sexo de los individuos, ya que todos son hombres, se realizd una prueba
Mann Whitney con el fin de evaluar la heterogeneidad de las muestras y las diferencias entre estos,
en relacion con las medidas del porcentaje de potencial metabdlico, y se evidencio que no habia

diferencias significativos entre los dos sexos (mujeres y hombres) (Figura. 18).
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Figura 18.

El sexo de los pacientes no representa un sesgo entre los dos grupos metabolicos evaluados.
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La mayoria de las caracteristicas evaluadas tales como la edad, el recuento de leucocitos
en el momento de diagnéstico o las EMR no revelaron diferencias significativas entre los dos
grupos de pacientes con potencial metabolico diferencial (Figura 19). Sin embargo, se observé que
el grupo con potencial metabdlico ECAR presentaba un aumento significativo, de hasta 88 %, de
la expresion del gen 1GJ en comparacion con el promedio de la expresion del grupo con potencial
metabdlico OCR (Figura 20). La importancia del IGJ en la LLA-B es que se ha relacionado con
resistencia al tratamiento y mal prondstico de la enfermedad en pacientes colombianos. Por lo que
abre una interesante linea de estudio sobre la relacion que tiene el aumento de la expresion del gen

IGJ en el proceso leucemogenico.
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Figura 19.

Los grupos con potencial metabolico diferencial no tienen correlacién con variables clinicas de la LLA-B.
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Figura 20.

El grupo con potencial metabdlico ECAR tiene mayor expresion del gen 1GJ.
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Por otro lado, no se evalu6 la Supervivencia Global (SG) y la Supervivencia Libre de Evento (SLE)
entre los dos grupos con potencial metabolismo diferencial a través de las curvas de Kaplan Meier
ya que de los 13 casos evaluados de metabolismo solo un paciente (HTL 044) falleci6 a los 38
dias, el cual pertenecia al grupo con aumento del potencial metabdlico OCR. Mientras que, un
paciente con potencial metabolico ECAR (JAM 040) recayé en el dia 78. Es relevante destacar que
el seguimiento de los eventos (recaidas y/o fallecimientos) se limitd a 420 dias para los pacientes
evaluados. Normalmente, en enfermedades de este tipo, se emplea un seguimiento de al menos
tres a cinco afios para calcular las tasas de supervivencia, dado que el tratamiento tiene una
duracion promedio de dos afios. Es importante tener en cuenta que, al momento del anélisis de los
datos, los pacientes aun no habian completado la totalidad de su esquema de quimioterapia. En

consecuencia, de lo anteriormente descrito y teniendo en cuenta el nimero de muestras para
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evaluar el efecto metabdlico relacionado con la supervivencia, se evidencia una limitacion de la
informacion.

Seguidamente, para establecer la relacion significativa entre las diferentes variables
cualitativas y cuantitativas con los porcentajes del potencial OCR y ECAR medidos, y las diferentes
variables metabdlicas de los ensayos de Mito Stress Test y Glycolytic Rate Assay, se calcul6 el
Coeficiente de Correlacion de Spearman (CS) para medir la fuerza y la direccion de la asociacion
entre dos variables, para lo que se tiene en cuenta que entre mas cerca se encuentre a 1 0 -1,
representa mayor correlacion positiva o inversa respectivamente. Asimismo, se evalué con Mann
Whitney Test las diferencias entre los grupos y su nivel de significancia a traves del valor p < 0,05
(Tabla 14).

Tabla 14.

Interpretacion del Coeficiente de Correlacion de Spearman.

Valor rs
Interpretacion
(Coeficiente de Spearman)

1 Correlacion perfecta.
0al Las dos variables tienden a aumentar o disminuir juntas.
0 Las dos variables no varian juntas en absoluto.
-1a0 Una variable aumenta a medida que la otra disminuye.
-1 Correlacion inversa o negativa perfecta.

En el analisis de los datos se encontrd que el potencial metabdlico OCR se encontraba
relacionado significativamente con la EMR menor de 0,01% al dia 30 al finalizar el esquema

quimioterapéutico de induccion (Tabla 15) (Figura. 21). Seguidamente, se evalu6 de manera
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individual las variables y se evidenci6 que la presencia de la EMR se encontraba relacionada
significativamente con la disminucion del porcentaje del potencial metabdlico OCR al aplicar el
test de Mann Whitney, para muestras no paramétricas, con valor de significancia p < 0,033 (Figura
22). Lo anterior conlleva a sugerir que el grupo de pacientes con EMR positiva tienen linfoblastos
tumorales con hasta un 35% menos de capacidad de respuesta por respiracién mitocondrial ante la
demanda energética que se pueda presentar en condicion de estrés celular con respecto al grupo de
pacientes con EMR negativa.

La EMR en LLA-B es un término que se utiliza para describir la presencia de células
leucémicas en la médula dsea o en la sangre después del tratamiento inicial. El objetivo del
tratamiento es lograr una remision completa, lo que significa que no se detecte ninguna célula
leucémica en la médula ésea o en la sangre. Sin embargo, incluso después de alcanzar una remisién
completa, es posible que queden células leucémicas en niveles tan bajos que no se puedan detectar
mediante métodos convencionales. La EMR positiva tiene implicaciones en el pronostico y el plan
de tratamiento, ya que los niveles altos EMR se han asociado con un mayor riesgo de recaida de

la enfermedad.
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Tabla 15.
Coeficiente de variacion de Spearman de los potenciales metabdlicos OCR y ECAR en relacion

con las variables clinicas cualitativas.

Spearman r p Value
Variables Potencial Potencial Potencial Potencial
Metabdlico Metabdlico Metabdlico Metabolico
OCR ECAR OCR ECAR
Sexo -0,477 0,239 0,099 0,432
EMR CMF dia 30 corte 0,1 0,344 0,270 0,249 0,372
EMR CMF dia 30 corte 0,01 0,592 -0,153 0,033 0,617
Infiltracion SNC -0,031 -0,204 0,919 0,504
Cariotipo alterado 0,213 -0,251 0,554 0,483
Tipo de alteracion - Cariotipo -0,429 0,536 0,216 0,110
BCR-ABL1 t(9;22)(q34;q11) 0,263 -0,479 0,408 0,115
ETV6 RUNX1 TEL-AML1 t(12;21)(p13;q22) 0,516 -0,491 0,127 0,149
Recayo6 0,187 0,004 0,541 0,991

Fallecio -0,148 0,244 0,630 0,422
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Figura 21.
El potencial metabdlico OCR se encuentra positivamente relacionado con la EMR.
Heatmap del coeficiente de variacion de Spearman de los potenciales metabolicos OCR y ECAR

en relacion con las variables clinicas cualitativas.
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Figura 22.

La EMR se encuentra relacionada significativamente con la disminucion del potencial
metabolico OCR.

Porcentaje Potencial metabolico OCR relacionadas con la EMR de los pacientes al finalizar el
tratamiento de induccion; EMR negativa (n=7) y EMR positiva (n=6). Prueba Mann Whitney

Test U *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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De igual manera, se realizé el analisis de Spearman para correlacionar las variables
cuantitativas en relacién con los dos grupos con potencial metabolico diferencial, y se encontro
que los valores de los porcentajes del potencial ECAR estan relacionados con los valores de la
EMR y el mielograma del dia 15 de seguimiento de tratamiento de induccion (Figura 23 y Tabla
16). De manera interesante, se encontrd que el grupo con potencial metabdlico ECAR tenia una
correlacidn significativa con la expresion del gen 1GJ que presenta un coeficiente de Spearman de
0,457, que significa que las dos variables tienden a aumentar o disminuir juntas, y un p value de
0,040 que soporta la probabilidad de la coexistencia de la relacion. Ademas, como se puede
visualizar en la Figura 20 se observa un aumento de expresion del gen 1GJ en el grupo de pacientes
con potencial metabdlico ECAR.

El potencial metabdlico del ECAR puede variar entre diferentes tipos celulares y
condiciones fisioldgicas. Por ejemplo, las células cancerosas a menudo muestran un mayor
potencial metabdlico ECAR en comparacion con las células normales, lo que refleja su alta tasa
de metabolismo anaerobico, y dependencia de la glucolisis para obtener energia en condiciones de
estrés celular. Relacionar este fenotipo metabolico con variables de mal pronostico de la LLA-B,
como lo es la expresion del gen IGJ y la EMR es evidencia que la modulacién metabdlica es
necesaria y determina el desarrollo leucemogénico.

Tanto las variables clinicas como biologicas de la enfermedad con valor prondstico son
una herramienta fundamental en las personas afectadas con LLA-B para la estratificacion e
identificacién de los grupos de pacientes con mayor riesgo de recaida, lo que es importante para
el ajuste del tratamiento con el fin de mejorar los resultados clinicos. Por ejemplo, se ha descrito

que segun el tipo de tumor y el estadio, algunos pacientes suelen presentar recaidas de la
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enfermedad metastasica dentro de los 5 afios posteriores al tumor primario a pesar de que
inicialmente no presentaban metastasis detectables (Pantel & Alix-Panabiéres, 2019).

Los datos obtenidos en el presente estudio son claves para sugerir la importancia del
metabolismo celular de los linfoblastos tumorales como un factor prondstico de la enfermedad y
abre camino a estudios futuros que permitan la comprensién de las rutas metabodlicas y los
metabolitos que intervienen y favorecen el proceso leucemogénico, asi como opciones terapéuticas
encaminadas a mejorar el prondéstico de la enfermedad.

Tabla 16.
Coeficiente de variacion de Spearman de los potenciales metabdlicos OCR y ECAR en relacion

con las variables clinicas cuantitativas.

Spearman r p Value
Variables Potencial Potencial Potencial Potencial
Metabdlico Metabdlico Metabdlico  Metabdlico

OCR ECAR OCR ECAR
Edad (Afios) 1,000 0,192 0,975 0,537
Valor infiltracion (cels/ul) 0,192 1,000 0,784 0,939
# Leucocitos / uL -0,058 0,108 0,459 0,892
# Neutréfilos / uL 0,187 -0,134 0,163 0,723
Hb g/dL -0,267 0,015 0,120 0,247
Plaquetas 0,388 0,037 0,171 0,204
LDH U/L 0,380 -0,163 0,579 0,978
% Blastos Mielograma Dx -0,269 0,302 0,804 0,960
% Blastos CMF Dx 0,057 0,572 0,852 0,380
% Blastos ESP Dx 0,343 0,581 0,889 0,815
% Blastos EMR CMF D15 -0,022 0,059 0,554 0,024
% Blastos EMR CMF D30 0,365 -0,211 0,088 0,541
% Blastos Mielograma D15 -0,084 0,017 0,422 0,011
% Blastos Mielograma D30 0,198 0,394 0,902 0,933
2»AACt|D1 -0,485 -0,175 0,835 0,394
2-44Ct|D3 -0,212 0,201 0,383 0,751

>-8ACt G 0,124 0,457 0,140 0,040
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Figura 23.

El potencial metabdlico ECAR se encuentra relacionado con la presencia de EMR y la expresion

del gen 1GJ.
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Es importante mencionar que para el modelo multivariado se utiliz6 la regresion logistica,
la cual permitio analizar la relacion entre multiples variables predictoras (variables clinicas y
bioldgicas de LLA-B) y una variable de respuesta categdrica. Mientras que en la regresion logistica
univariada se considera una Unica variable predictora, en el caso multivariado se tienen multiples
variables predictoras, es decir, se modela la relacién entre las variables predictoras y la
probabilidad de ocurrencia de una categoria especifica en la variable de respuesta, para este caso

de estudio que perteneciera al grupo con potencial metabolico OCR o al grupo con potencial
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metabolico ECAR. De igual forma, cada variable predictora se asocia con un coeficiente que indica

la fuerzay direccion de su influencia en la probabilidad de pertenecer a una categoria determinada.
Al evaluar el impacto pronéstico de los grupos con potencial metabdlico diferencial en

modelos multivariados por regresion logistica para variables cualitativas y cuantitativas no se

evidenciaron resultados relevantes.

Tabla 17.

Resultados modelo multivariado para el potencial OCR.

Impacto pronéstico de la firma del potencial OCR en el contexto de otros parametros clinicos y

moleculares
Variables Valor p OR (IV 95%)

Potencial OCR 0,972 0,96 (0,13 - 6,60)

Edad (Afios) 0,929 0,99 (0,87 - 1,12)
Grupo de 30> 0.01
variables 1 EMR D30 >0, 0,834 1,31 (0,08 - 19,72)

Leucocitos/ul > 30.000 0,563 0,43 (0,01 - 7,01)

Infiltracidon en el SNC 0,536 2,96 (0,11 - 243,70)

Potencial OCR 0,415 0,006 (6,281e-011 - 39,31)

Hb g/dl 0,279 2,43 (0,85 - 32,64)
Grupode b 0,746 1,00 (0,99 - 1,00)
variables 2

288Ct DT > 1 0,957 0,97 (0,38 - 2,81)

288Gy > 1 0,398 0,53 (0,05 - 0,96)
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Tabla 18.

Resultados modelo multivariado para el potencial ECAR.

Impacto prondstico de la firma del potencial ECAR en el contexto de otros parametros clinicos y

moleculares
Variables Valor p OR (IV 95%)
Potencial ECAR 0,972 1,03 (0,15 - 7,21)
Edad (Afios) 0,929 1,00 (0,89 - 1,14)
Grupo de variables1  EMR D30 > 0,01 0,834 0,76 (0,05 - 11,25)
Leucocitos/uL > 30.000 0,563 2,32 (0,14 - 60,62)
Infiltracion en el SNC 0,536 0,33 (0,004 - 8,42)
Potencial ECAR 0,415 165,30 (0,025 - 15920856560)
Hb g/dl 0,279 0,41 (0,99 - 1,00)
Grupo de variables2  LDH U/L 0,746 0,99 (0,35 - 2,62)
284C D1 > 1 0,957 1,02 (0,35 - 2,62)
288Gy > 1 0,398 1,86 (1,03 - 18,85)

A continuacion, se analizaron cada una de las variables cualitativas en comparacion con
las variables metabdlicas calculadas a través de los ensayos de estrés mitocondrial y tasa glucolitica
(Figuras 24 y 25). Los resultados del coeficiente de correlacion de Spearman sugirieron que la
EMR del dia 30 tiene una correlacion directa con variables metabdlicas como la méxima
respiracion, la capacidad respiratoria de reserva, el porcentaje de la capacidad respiratoria de
reserva y con la acidificacion posterior a 2-DG, al tener un p value de significancia menor a 0,05
(Figura 26). En cuanto a la EMR se observa que los pacientes positivos presentan una disminucion
de hasta el 40% en la mé&xima respiracion en comparacion con los pacientes que no tienen EMR.
De igual modo, se observé que los pacientes con EMR tienen la capacidad respiratoria de reserva
2,65 veces menos que los pacientes con EMR negativa, esto es relevante ya que la EMR es una de

las variables predictoras del pronéstico para la LLA-B mas importantes.
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Adicionalmente se evidencian otras relaciones como por ejemplo que la capacidad
respiratoria de reserva también tiene una correlacion significativa con la alteracion genética ETV
RUNXI TEL-AMLI t(12;21)(p13,;422,), alteracion del cariotipo y el sexo.

Figura 24.
La EMR se relaciona con la maxima respiracion y la capacidad respiratoria de reserva.
Evaluacién del coeficiente de correlacion de Spearman para las variables metabdlicas de la

prueba de estrés mitocondrial relacionada con variables cualitativas de interés de la LLA-B.
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Tabla 19.

Correlacién de Spearman entre las variables cualitativas y las variables metabolicas relacionadas con el estrés mitocondrial.

L e . s Capacidad respiratoria de
Respiracion Basal Respiracidn Basal Maxima Respiracion P P

Variables reserva
Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value
Sexo 0,360 0,235 0,423 0,171 -0,211 0,524 -0,338 0,284
EMR CMF Dia 30 (0,1%) 0,223 0,483 0,045 0,940 0,401 0,199 0,356 0,260
EMR CMF Dia 30 (0,01%) 0,021 0,976 0,165 0,628 0,701 0,014 0,701 0,014
Infiltraciébn SNC -0,220 0,493 0,000 1,000 -0,244 0,469 -0,195 0,573
Cariotipo alterado 0,213 0,610 0,213 0,610 0,426 0,257 0,355 0,352
Tipo de alteracion en el cariotipo 0,116 0,746 -0,077 0,833 -0,366 0,293 -0,398 0,253
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11) -0,056 0,895 0,195 0,600 0,195 0,600 0,084 0,864
ETV6 RUNX1 TEL-AML1 t(12;21)(p13;922) 0,071 0,914 0,142 0,762 0,569 0,114 0,711 0,038
Recay6 -0,386 0,308 -0,309 0,462 -0,231 0,615 -0,231 0,615
Fallecio -0,309 0,462 -0,386 0,308 -0,463 0,154 -0,386 0,308
. Consum.o de oxigeno no Produccién de ATP % de eficie_ncia de % Capacidad respiratoria de
Variables mitocondrial acoplamiento reserva
Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value  Spearmanr p Value
Sexo -0,127 0,724 0,338 0,284 -0,254 0,435 -0,592 0,045
EMR CMF Dia 30 (0,1%) 0,267 0,414 0,223 0,503 0,000 1,000 0,223 0,503
EMR CMF Dia 30 (0,01%) 0,536 0,073 0,000 1,000 -0,082 0,836 0,619 0,035
Infiltraciébn SNC 0,098 0,811 -0,244 0,469 -0,098 0,811 -0,146 0,692
Cariotipo alterado 0,142 0,762 0,213 0,610 0,142 0,762 0,497 0,171
Tipo de alteracién en el cariotipo -0,186 0,602 0,116 0,746 0,006 0,994 -0,719 0,026
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11) 0,139 0,727 -0,084 0,864 -0,362 0,282 0,418 0,209
ETV6 RUNX1 TEL-AML1 t(12;21)(p13;922) 0,497 0,171 0,071 0,914 0,497 0,171 0,497 0,171
Recay6 -0,231 0,615 -0,386 0,308 -0,309 0,462 0,000 1,000

Fallecio -0,309 0,462 -0,309 0,462 0,077 0,923 -0,309 0,462




DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 101

Figura 25.
La EMR se relaciona con la acidificacion post 2-DG.
Evaluacién del coeficiente de correlacion de Spearman para las variables metabdlicas del

ensayo de tasa glucolitica con variables cualitativas de interés de la LLA-B.
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Tabla 20.

Correlacién de Spearman entre las variables cualitativas y las variables metabdlicas relacionadas con la glucélisis.

Glucdlisis basal (glycoPER Tasa de flujo de protones .
Variables pmol/m(igny ) basal (PE]R) pmr:ﬂ/min % PER from Glycolysis
Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value
Sexo -0,239 0,527 -0,179 0,648 -0,359 0,315
EMR CMF Dia 30 (0,1%) 0,194 0,630 0,194 0,630 0,000 1,000
EMR CMF Dia 30 (0,01%) 0,478 0,164 0,478 0,164 0,299 0,412
Infiltracion SNC -0,065 0,921 -0,065 0,921 0,000 1,000
Cariotipo alterado 0,109 0,886 0,000 1,000 -0,109 0,886
Tipo de alteracién en el cariotipo -0,334 0,424 -0,206 0,643 -0,180 0,686
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11) 0,435 0,267 0,348 0,400 0,435 0,267
ETV6 RUNX1 TEL-AML1 t(12;21)(p13;g22) 0,169 0,786 0,282 0,571 0,394 0,393
Recayo 0,400 0,364 0,300 0,545 0,400 0,364
Fallecio -0,500 0,182 -0,500 0,182 -0,200 0,727
Glucadlisis compensatoria , Acidificacion posterior a 2-
Variables pmol/nr:in mitoOCR/glycoPER (Basal) DG (glycoPEIF?)) pmol/min
Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value
Sexo -0,120 0,788 0,359 0,315 0,000 1,000
EMR CMF Dia 30 (0,1%) 0,258 0,497 0,000 1,000 0,452 0,194
EMR CMF Dia 30 (0,01%) 0,418 0,230 -0,299 0,412 0,717 0,024
Infiltracion SNC -0,065 0,921 0,000 1,000 -0,065 0,921
Cariotipo alterado -0,109 0,886 0,109 0,886 0,218 0,686
Tipo de alteracion en el cariotipo -0,026 0,962 0,180 0,686 -0,257 0,543
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11) 0,000 1,000 -0,435 0,267 0,174 0,711
ETV6 RUNX1 TEL-AML1 t(12;21)(p13;922) 0,282 0,571 -0,394 0,393 0,394 0,393
Recayo 0,100 0,909 -0,400 0,364 0,000 1,000

Fallecié -0,400 0,364 0,200 0,727 -0,500 0,182




DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 103

Figura 26.

La enfermedad minima residual (EMR) esta relacionada con variables metabdlicas.

Variables metabolicas relacionadas con la edad, la EMR y alteraciones citogenéticas. Se
compararon los grupos a través de la prueba Mann Whitney Test U *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001.
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De igual modo, se analizaron las variables cuantitativas con respecto a las variables
metabolicas del estrés mitocondrial y funcidn glucolitica (Tabla 21 y Tabla 22), y se observo que
la respiracion basal, la fuga de protones y la produccién de ATP se correlacionan
significativamente con los valores de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) y con el nimero de
plaquetas segun el test de correlacion de Spearman.

Por otra parte, los resultados obtenidos evidenciaron que los niveles de hemoglobina estan
asociados con las diferentes variables metabdlicas, de hecho aquellos pacientes con hemoglobina
menor a 11 g/dL en el momento del diagnostico presentaron un mayor porcentaje de potencial
metabdlica ECAR en condicion de estrés celular, y menores valores relacionados con la maxima
respiracion, la capacidad respiratoria de reserva, el consumo de oxigeno no mitocondrial, la
glucdlisis basal y la tasa de flujo de protones (Figura 27 y 30), lo que se soporta la importancia de
la hemoglobina para permitir la disponibilidad del oxigeno en el microambiente de la médula dsea.
De hecho, se ha publicado que aproximadamente el 75 % de los nifios con LLA-B tendran anemia
significativa con hemoglobina inferior a 10 g/dL (Steele & Narendran, 2012), por lo que la
contribucion de la hemoglobina en el desarrollo de la enfermedad es relevante.

También, se encontré que la expresion del gen 1GJ se encuentra relacionado con otras
variables metabdlicas como la respiracion basal, la producciéon de ATP, la glucolisis basal, el
porcentaje PER y el coeficiente MitoOCR/GlycoPER (Figura 28 y 30); lo que sugiere un papel
directo o indirecto en la modulacion del metabolismo.

En consecuencia, se establecid que la expresion del perfil genético de 1GJ por si solo, sin
la condicion de la expresion génica de los otros genes de mal prondstico ID1 e ID3, es un potencial
biomarcador de LLA-B en la poblacién colombiana, ya que el aumento de la expresion del génica

de 1GJ en linfoblastos tumorales se relaciona con un mayor porcentaje del potencial ECAR, y
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modular diferentes variables metabolicas. Por su parte, el analisis de los genes ID1 e ID3 no
evidenciaron relacién con el metabolismo energético de las células tumorales.

Otros hallazgos encontrados en el analisis de los datos revelaron que el porcentaje de
eficiencia de acoplamiento se encuentra vinculado con la edad de los pacientes (Figura 28 y
Apéndice H), y que el porcentaje de blastos del mielograma en el momento del diagnostico esta
relacionado con la glucdlisis compensatoria (Figura 29).

Figura 27.
Correlacion de Spearman entre las variables cuantitativas y las variables metabolicas

relacionadas con el estrés mitocondrial.
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Tabla 21.

Correlacién de Spearman entre las variables cuantitativas y las variables metabdlicas relacionadas con el estrés mitocondrial.

Capacidad respiratoria

Respiracion Basal Fuga de protones Maxima Respiracion d
Variables e reserva
Spearmanr pValue Spearmanr pValue Spearmanr pValue Spearmanr p Value
Valor infiltracion (cels/ul) 0,199 0,518 -0,082 0,794 0,175 0,571 0,134 0,666
Edad (Afios) 0,189 0,532 -0,231 0,444 0,105 0,733 0,129 0,672
# Leucocitos / uL 0,058 0,853 0,121 0,696 0,060 0,849 0,022 0,949
# Neutrofilos / uL 0,019 0,953 0,077 0,806 -0,137 0,656 -0,077 0,806
Hb g/dL 0,127 0,679 0,527 0,067 0,769 0,003 0,791 0,002
Plaquetas -0,581 0,040 -0,608 0,030 -0,063 0,838 0,146 0,633
LDH U/L 0,597 0,034 0,659 0,017 0,396 0,182 0,269 0,373
% Blastos Mielograma Dx 0,095 0,767 0,000 1,000 -0,105 0,745 -0,204 0,523
% Blastos CMF Dx 0,426 0,146 0,085 0,781 0,135 0,658 0,055 0,859
% Blastos ESP Dx 0,453 0,121 0,305 0,310 0,379 0,202 0,277 0,358
% Blastos EMR CMF D15 -0,267 0,375 0,181 0,554 0,214 0,482 0,236 0,437
% Blastos EMR CMF D30 -0,143 0,636 -0,144 0,635 -0,477 0,101 -0,431 0,142
% Blastos Mielograma D15 -0,401 0,173 0,080 0,796 0,028 0,931 0,063 0,838
% Blastos Mielograma D30 -0,136 0,652 -0,308 0,303 -0,248 0,409 -0,182 0,547
244 pg -0,033 0,917 0,258 0,394 -0,104 0,737 -0,154 0,617
244 D3 0,261 0,386 0,137 0,656 -0,038 0,906 -0,181 0,554

224 G)J 0,801 0,002 0,363 0,224 0,203 0,505 0,071 0,821
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Consumo de oxigeno no p ., % de eficiencia de % Capacidad
mitocondrial roduccion de ATP acoplamiento respiratoria de reserva
Variables
Spearmanr pValue Spearmanr pValue Spearmanr pValue Spearmanr p Value
Valor infiltracion (cels/ul) -0,163 0,598 0,227 0,458 0,149 0,636 0,085 0,784
Edad (Afios) 0,110 0,719 0,226 0,455 0,714 0,008 0,055 0,859
# Leucocitos / uL -0,005 0,993 0,088 0,778 -0,093 0,765 -0,209 0,493
# Neutrofilos / uL -0,093 0,765 0,049 0,878 0,071 0,821 -0,423 0,152
Hb g/dL 0,659 0,017 0,082 0,793 -0,396 0,182 0,533 0,064
Plaquetas 0,006 0,989 -0,558 0,050 0,113 0,713 0,470 0,106
LDH U/L 0,456 0,120 0,599 0,034 0,022 0,949 -0,093 0,765
% Blastos Mielograma Dx -0,126 0,695 0,021 0,952 -0,042 0,899 0,039 0,908
% Blastos CMF Dx 0,036 0,909 0,402 0,173 0,069 0,824 -0,006 0,989
% Blastos ESP Dx 0,226 0,456 0,492 0,091 0,232 0,444 0,119 0,701
% Blastos EMR CMF D15 0,115 0,710 -0,280 0,353 -0,346 0,247 0,286 0,344
% Blastos EMR CMF D30 -0,306 0,305 -0,127 0,676 0,017 0,958 -0,355 0,231
% Blastos Mielograma D15 -0,052 0,867 -0,421 0,153 -0,380 0,200 0,286 0,340
% Blastos Mielograma D30 -0,174 0,567 -0,153 0,616 0,123 0,688 -0,126 0,680
244 1p1 -0,187 0,541 0,000 1,000 -0,291 0,334 0,049 0,878
244 D3 -0,165 0,591 0,258 0,394 0,154 0,617 -0,099 0,751

2% G) 0,110 0,723 0,769 0,003 0,242 0,426 -0,330 0,271
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Figura 28.

Variables metabdlicas de la respiracion mitocondrial se encuentran relacionadas con variables
clinicas y bioldgicas de diagnostico de la LLA-B.

Variables metabdlicas relacionadas con la expresion del gen 1GJ, el nimero de plaquetas y la
concentracion de hemoglobina. Se compararon los grupos a través de la prueba Mann Whitney

Test U *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Figura 29.
Correlacion de Spearman entre las variables cuantitativas y las variables metabdlicas

relacionadas con la tasa glucolitica.
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Tabla 22.

Correlacién de Spearman entre las variables cuantitativas y las variables metabdlicas relacionadas con la glucolisis.

Glucdlisis basal Tasa de flujo de protones .
Variables (glycoPER) basaJI (PEIg) % PER from Glycolysis

Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value

Valor infiltracion (cels/ul) -0,052 0,879 -0,052 0,879 -0,081 0,824
Edad (Afios) -0,141 0,678 -0,109 0,749 -0,378 0,251
# Leucocitos / uL -0,100 0,776 -0,045 0,903 0,155 0,654
# Neutrofilos / uL -0,482 0,138 -0,345 0,299 -0,264 0,435
Hb g/dL 0,327 0,327 0,373 0,261 0,373 0,261
Plaquetas 0,136 0,694 0,109 0,755 0,218 0,521
LDH U/L 0,273 0,418 0,364 0,273 -0,027 0,946
% Blastos Mielograma Dx -0,231 0,519 -0,407 0,242 0,073 0,845
% Blastos CMF Dx -0,151 0,657 -0,164 0,628 -0,297 0,373
% Blastos ESP Dx 0,247 0,460 0,284 0,393 0,177 0,600
% Blastos EMR CMF D15 0,173 0,615 0,155 0,654 0,555 0,082
% Blastos EMR CMF D30 -0,297 0,370 -0,287 0,387 -0,089 0,794
% Blastos Mielograma D15 0,318 0,342 0,264 0,435 0,609 0,052
% Blastos Mielograma D30 -0,194 0,564 -0,244 0,467 0,050 0,889
244 D1 0,164 0,634 0,209 0,539 0,182 0,595
2+44¢ D3 -0,400 0,225 -0,445 0,173 -0,155 0,654

0-44Ct |G -0,627 0,044 -0,564 0,076 -0,745 0,011
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Glucdlisis compensatoria

mitoOCR/glycoPER (Basal)

Acidificacién posterior a 2-

Variables DG (glycoPER)

Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value
Valor infiltracion (cels/ul) -0,017 0,968 0,081 0,824 -0,052 0,879
Edad (Afios) 0,173 0,608 0,378 0,251 -0,141 0,678
# Leucocitos / uL 0,018 0,967 -0,155 0,654 -0,245 0,468
# Neutrofilos / uL -0,127 0,714 0,264 0,435 -0,255 0,451
Hb g/dL 0,245 0,468 -0,373 0,261 0,600 0,056
Plaquetas 0,145 0,673 -0,218 0,521 -0,091 0,796
LDH U/L 0,473 0,146 0,027 0,946 0,364 0,273
% Blastos Mielograma Dx -0,693 0,031 -0,073 0,845 -0,584 0,082
% Blastos CMF Dx -0,073 0,833 0,297 0,373 -0,023 0,951
% Blastos ESP Dx 0,372 0,257 -0,177 0,600 0,158 0,640
% Blastos EMR CMF D15 -0,109 0,755 -0,555 0,082 -0,145 0,673
% Blastos EMR CMF D30 -0,258 0,440 0,089 0,794 -0,530 0,096
% Blastos Mielograma D15 -0,082 0,818 -0,609 0,052 -0,064 0,860
% Blastos Mielograma D30 -0,204 0,545 -0,050 0,889 -0,383 0,244
244 D1 0,136 0,694 -0,182 0,595 0,145 0,673
2-41¢ D3 -0,518 0,107 0,155 0,654 -0,409 0,214
244G -0,327 0,327 0,745 0,011 -0,100 0,776
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Figura 30.

Variables metabdlicas de la glucolisis se encuentran relacionadas con variables clinicas y
bioldgicas de diagnostico de la LLA-B.

Variables metabolicas relacionadas con la expresion del gen I1GJ, el nimero de plaquetas y la
concentracion de hemoglobina. Se compararon los grupos a través de la prueba Mann Whitney

Test U *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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5.5 Comparacion de la expresion génica de ID1, ID3 e IDJ en relacion con variables clinicas
delaLLA-B

A su vez, se evaluo el impacto entre la expresion génica de ID1, ID3 e IGJ de manera
independiente con cada una de las diferentes variables clinicas (Tabla 26). Es importante sefialar,
que en el momento de realizar el analisis de la expresion génica de ID1, ID3 e IGJ se tuvieron en
cuenta los diferentes grupos al establecer el percentil 25, el percentil 50y la expresion 224t mayor
a 1 para cada uno de estos genes.

En cuanto a la expresion génica de 1GJ mostro asociacion con variables clinicas como la
edad, la SLE y la SG al presentar p value de 0,0335 (*), 0,0004 (***) y 0,0031 (**)
respectivamente, que son aspectos determinantes de la enfermedad (Tabla 26) (Figura 31y 34). Es
decir, nuevamente se confirma la calidad pronostica de la expresion del gen 1GJ, y su relevancia
en el desarrollo de la leucemogénesis en pacientes colombianos diagnosticados con LLA-B.

Por su parte, se encontrd que la expresion de gen ID1 estaba relacionada con la presencia
de ETV6-RUNX1 (Figura 31). Sin embargo, la expresion del gen ID1 no mostrd relacién con otras
variables importantes del desarrollo de la enfermedad (Figura 32).

También, se identifico que el grupo del percentil 25 con menor expresion de 1D3 estaba
relacionado con mayor numero de plaquetas en el momento de diagndstico de los pacientes (Figura
31y Apéndice I). También se evaluaron otras caracteristicas clinicas en relacion con la expresion
del gen ID3 pero no se encontraron hallazgos importantes (Figura 33).

En consecuencia, la evaluacion de la relacion de la expresion génica de los genes con las
variables clinicas sugiere que solo el gen IGJ tiene relevancia en la supervivencia, mientras que

ID1y ID3 no evidencian la relacion.
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Figura 31.

La expresion génica de 1GJ es un factor pronéstico determinante en la LLA-B.
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Tabla 23.

Correlacién de Spearman entre la expresion génica de ID1, ID3 e IGJ y variables clinicas de la LLA-B.

. 2% D1 2% p3 244¢G)
Variables

Spearman r p Value Spearman r p Value Spearman r p Value
SLE 0,0676 0,7087 0,0858 0,6350 -0,5836 0,0004
SG 0,1926 0,2830 0,2033 0,2566 -0,4997 0,0031
Edad -0,1550 0,3892 -0,1771 0,3241 0,3712 0,0335
# Leucocitos/uL 0,0104 0,9544 0,0027 0,9882 0,2584 0,1466
# Neutrofilos/uL -0,0635 0,7255 -0,2978 0,0923 0,0572 0,7521
Hemoglobina (g/dL) 0,1103 0,5412 -0,1664 0,3546 -0,0465 0,7974
# Plaquetas/uL 0,0582 0,7478 -0,3544 0,0430 -0,2859 0,1068
LDH (U/L) 0,1380 0,4436 0,0973 0,5903 0,3148 0,0743
EMR Dia 30 -0,2069 0,2560 -0,0983 0,5923 -0,1390 0,4479
Infiltracion SNC 0,0780 0,6712 -0,1387 0,4489 -0,2862 0,1123
Cariotipo -0,2675 0,1961 -0,1184 0,5730 0,2061 0,3229
BCR-ABL1 t(9;22)(q34;911) 0,0519 0,7929 0,1443 0,4638 -0,1789 0,3623

ETV6 RUNX1 TEL-AML1 £(12;21)(p13;922) -0,4665 0,0286 -0,2735 0,2181 -0,2896 0,1912
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Figura 32.
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Expresion génica de 244" ID1 > 1 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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Figura 33.
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Expresion génica de 244/ ID3 > 1 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.

A . Expresién [D3
vs Edad

20
o-m

T
g &

Afos
-

Expresién ID3
vs Hemoglobina (gfdL)

-
[
J

-
=
L

5

Hemoglobina (gfdL)

# Plaquetasful

Expresion ID3
vs Leucocitos/uL

ns
250000 |

200000

150000

100000

# Leucocitos fulL

50000 -

Expresion ID3
vs PlaguetasfuL

400000+
300000+ -

200000+

100000- -
o i é

Expresion ID3
ws Neutrdfilosiul

ns

20000

15000 *

10000+

# Neutrofilos / ul
.

5000+ .

Expresién ID3
vs LDH

G000+

40004

LDH (UiL)

2000+

Supervivencia Libre de Evento (SLE)

% Probabilidad de supervivencia

% Probabilidad de supervivencia

100
.

50

0

100,

50

T T T T 1
100 200 300 400 500
Dias

Supervivencia Global SG

(=]

0

T T T 1 1
100 200 300 400 500

Dias

4 2-AACHIDS <1 (n=17)
4 2 AACHIDA > 1 (n=16)

p= 07688
p= s

' 2-AACHID3 <1 (n=17)
b 2-0ACt 103 = 1 (n=16)

p= 06382
p= ns



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B

Figura 34.
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El aumento de la expresion génica de 1GJ se relaciona directamente con la disminucién de la SLE y la SG en la LLA-B.
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Finalmente, se realizd la regresion lineal multivariada que es una técnica estadistica
utilizada para analizar la relacion entre varias variables independientes (o predictoras) y una
variable dependiente continua. En este tipo de modelo busca explicar la relacidn entre las variables
predictorasy la variable de respuesta que para este caso fueron usadas las SLE y la SG. Los analisis
realizados en nuestro estudio mostraron que el modelo multivariado determiné que la edad de los
pacientes, la concentracién de hemoglobina en el momentos del diagndstico, la presencia de la
translocacion BCR-ABLL1 y la expresion del gen 1GJ eran variables predictoras relacionadas con
la SLE. Asimismo, se determind que la edad tenia impacto pronostico en la SG (Tabla 24 y 25).
Todo lo anteriormente descrito, justifica la importancia del gen 1GJ como variable de impacto
prondstico de la LLA-B, y que es capaz de modelar el metabolismo de la enfermedad para
favorecer los procesos leucemogenicos.

Tabla 24.

Resultados modelo multivariado con regresion lineal para la SLE.

Impacto prondstico de la expresidn génica de ID1, ID3 e IGJ en el contexto de otros
parametros clinicos y moleculares para el evento de la Supervivencia Libre de Evento (SLE)

Variable Valor p OR (IV 95%)
Edad (afios) 0,0071 (**) 1,52 (-8,16 a-1,57)
# Leucocitos / uL 0,1345 0,0004 (-0,0002 a 0,0016)
# Neutrofilos / uL 0,1024 0,013 (-0,051 a 0,005)
Hemoglobina g/dL 0,0085 (**) 10,09 (-53,05 a -9,44)
# Plaquetas / uL 0,512 0,0004 (-0,0011 a 0,0006)
LDH U/L 0,847 0,02 (-0,04 a 0,05)
Sexo [Hombre] 0,923 47,16 (-97,23 a 106,50)
Infiltracion SNC [SI] 0,9959 48,87 (-105,80 a 105,30)
EMR CMF DIA 30 (>0,01%)[Positivo] 0,6649 42,30 (-110,10 a 72,64)
BCR-ABL1 t(9;22)(g34;q11)[Positiva] 0,0338 (*) 62,17 (13,12 a 281,70)
244¢t D1 > 1 0,3105 47,41 (-152,50 a 52,39)
244 D3 > 1 0,4881 53,05 (-76,76 a 152,50)

288G |G > 1 0,0345 (*) 43,51 (8,74 a 196,70)
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Tabla 25.

Resultados modelo multivariado con regresion lineal para la SG.

Impacto prondstico de la expresidn génica de ID1, ID3 e IGJ en el contexto de otros
parametros clinicos y moleculares para el evento de la Supervivencia Global (SG)

Variable Valor p OR (IV 95%)
Edad (afios) 0,0229 (*) 1,69 (-8,04 a-0,71)
# Leucocitos / uL 0,5604 0,0004 (-0,0007 a 0,0013)
# Neutrofilos / ulL 0,5372 0,01 (-0,02 a 0,04)
Hemoglobina g/dL 0,166 11,22 (-40,72 a 7,77)
# Plaquetas / uL 0,7053 0,0004 (-0,0011 a 0,0008)
LDH U/L 0,6199 0,02 (-0,06 a 0,04)
Sexo [Hombre] 0,5316 52,45 (-79,60 a 147,00)
infiltracién SNC [SI] 0,5154 54,35 (-153,80 a 81,07)
EMR CMF DIA 30 (>0,01%)[Positivo] 0,4743 47,05 (-66,98 a 136,30)
BCR-ABL1 t(9;22)(q34;q11)[Positiva] 0,4685 69,15 (-97,75 a 201,00)
244¢t D1 > 1 0,6971 52,74 (-134,90 a 92,94)
244Ct D3 > 1 0,9676 59,0 (-129,9 a 125,0)
2°44C G > 1 0,2651 48,39 (-48,18 a 160,90)

6. Discusion

El estudio de las condiciones metabdlicas como determinante bioldgico del cancer es un
punto clave en la investigacion desde la década de los 50"s cuando Otto Warburg expone el
comportamiento metabdlico diferencial entre las células normales y las células tumorales
(Warburg, 1956). Para lo cual, se evalué el metabolismo de los linfoblastos tumorales de pacientes
diagnosticados por primera vez con LLA-B a través de dos ensayos experimentales: el ensayo de
estrés mitocondrial y el ensayo de la tasa glucolitica.

Es interesante notar que los ensayos demostraron una actividad metabdlica menos

energética y con signos de quiescencia en los linfoblastos tumorales de los pacientes en
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comparacion con la linea celular de referencia NALM-6. A pesar de esto, se observé una actividad
metabolica similar entre la glucélisis y la respiracion mitocondrial (Figura 15.A). Esto resalta la
importancia crucial que tienen para los linfoblastos tumorales el mantener activas estas vias
metabolicas fundamentales para la generacion de energia. A pesar de su estado metab6lico menos
energético, la similitud en la actividad entre la glucdlisis y la respiracion mitocondrial sugiere una
estrategia adaptativa en estos linfoblastos para garantizar un suministro continuo de energia.

El ensayo de estrés mitocondrial fue fundamental para identificar y caracterizar el fenotipo
energético metabdlico de los linfoblastos tumorales en términos de sus capacidades metabdlicas
tanto en condiciones basales como bajo estrés. Esta metodologia proporciono informacion valiosa
sobre como estas células responden y se comportan en términos de su metabolismo energético
cuando se enfrentan a condiciones anormales, lo que permite comprender mejor sus caracteristicas
metabdlicas basales y su capacidad de adaptacion ante situaciones desafiantes, como lo puede
llegar a ser la respuesta a tratamientos quimioterapéuticos.

Dicho ensayo permite medir la Tasa de Consumo de Oxigeno (OCR) y la Tasa de
Acidificacion Extracelular (ECAR), antes y después de la administracion del protonéforo FCCP
(carbocianina trifluorometoxifenilhidrazona) que propicio un estado de estrés celular. A través de
estas mediciones, también se pudo calcular el porcentaje del potencial metabdlico, el cual se refiere
a la capacidad de las células para cumplir con una demanda energética en condiciones de estrés.
Este potencial se evaluo tanto para la respiracion mitocondrial mediante la medicion de OCR,
como para la glucdlisis a través del ECAR.

Los hallazgos revelaron que, a pesar de que todos los linfoblastos tumorales de pacientes
con LLA-B emplean tanto la via metabdlica de la respiracion como la glucolitica, se pudo

identificar un comportamiento metabdlico diferenciado entre dos grupos: El grupo 1 presentaba
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una mayor actividad respiratoria bajo estrés, mientras que el grupo 2 respondia a la demanda
energética con un incremento en la actividad glucolitica. Esta distincion en la respuesta metabdlica
sugiere una variabilidad en como estas células abordan las exigencias energéticas, lo que podria
tener implicaciones importantes en la comprension del comportamiento de la enfermedad y en el
disefio de enfoques terapéuticos mas especificos.

Por ejemplo, en el ensayo de estrés mitocondrial, se registraron inicialmente los niveles de
consumo de oxigeno celular para determinar la respiracion basal, la cual estd vinculada a la
cantidad de oxigeno que las células necesitan naturalmente para producir ATP. Los resultados
revelaron que un incremento en la respiracion basal estaba asociado al grupo 2, caracterizado por
el potencial metabdlico con aumento de la actividad glucolitica. Después, se administro
oligomicina, un agente que inhibe la ATPasa sintetasa 0 complejo V de la Cadena de Transporte
de Electrones (CTE), lo que resulté en una considerable reduccion tanto de la actividad respiratoria
como de la produccion de energia en forma de ATP por parte de las células. Al contrastar la
produccion de ATP como variable metabolica entre los dos grupos, se determind que el Grupo 2
mostraba una produccién de ATP superior a la del grupo 1. Este hallazgo sugiere que el grupo 2
exhibe una mayor eficiencia energética.

Posteriormente, se procedio a la administracion del FCCP, un compuesto quimico capaz
de transportar protones a través del desacoplamiento de las membranas mitocondriales, lo que
conlleva a la disipacion del gradiente de protones. Esta accion induce estrés celular, simulando
una mayor demanda energética fisiologica en las células, lo que obligé a un incremento en la tasa
méaxima de consumo de oxigeno a través de la CTE, y que fue evidenciada como la maxima
respiracion medida. Asimismo, se calculé la capacidad respiratoria de reserva al restar la

respiracion basal de la maxima respiracion, lo cual representa la habilidad de la célula para
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satisfacer un aumento en la demanda de energia. Los resultados revelaron que el grupo 2 exhibio
una disminucidén en el porcentaje de la capacidad respiratoria de reserva, y un aumento en su
potencial glucolitico bajo condiciones de estrés.

Para concluir con este ensayo, se administraron Rotenona y Antimicina A, inhibidores del
complejo I y 11l de la CTE. Estos inhibidores interrumpen completamente la transferencia de
electrones en la CTE, lo que conlleva a la eliminacion de la captacion de oxigeno para la
produccion de ATP. Cabe sefialar que la captacion de oxigeno posterior a esta inhibicion resulta
en un consumo de oxigeno que no esta vinculado a la respiracion mitocondrial.

Para el ensayo de la tasa glucolitica, el sistema realiza calculos automaticos de las medidas
de OCRy latasa de liberacion de protones (PER, por sus siglas en inglés, Proton Efflux Rate). Esta
Gltima, que se presenta como la medida cuantitativa de la acidificacion extracelular (ECAR). En
cuanto a la unidad de medida "GlycoPER" utilizada para presentar la mayoria de las variables
metabdlicas relacionadas con la glucdlisis, hace referencia a la tasa de liberacion de protones
vinculada al aumento de lactato en el medio como producto de la glucdlisis. A diferencia de PER,
la medida de GlycoPER descuenta la contribucion del CO. procedente de la respiracion
mitocondrial. Este calculo es realizado por el equipo directamente a través de la deteccion del valor
del factor de amortiguamiento, el cual fue cuantificado en ensayos anteriores de estandarizacion
del método.

El ensayo de la tasa glucolitica comienza midiendo las condiciones basales asociadas con
la glucdlisis utilizando la unidad de medida GlycoPER para calcular la actividad basal de la
glucdlisis. Posteriormente, se administra Rotenona/Antimicina A para bloquear OXPHOS, que
normalmente contribuye significativamente a la produccion de energia en forma de ATP. Al

inhibir esta via, se evalUa la capacidad de la glucolisis para compensar la falta de produccion de
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energia a través de OXPHOS. Esto proporciona informacion valiosa sobre cémo las células se
adaptan y ajustan su metabolismo ante la interrupcion de una de sus principales vias de generacion
de energia. Después, se introduce 2-DG para inhibir por completo la glucélisis y comprender el
impacto de esta interrupcion total en el metabolismo celular. Al seguir estos pasos sucesivos, desde
la evaluacion de las condiciones basales hasta la inhibicién completa de la glucdlisis, se obtiene
una comprension detallada de como las células responden y se adaptan a diferentes condiciones
metabdlicas, lo que ayuda a elucidar el funcionamiento de su sistema glucolitico en diversas
situaciones y condiciones de estrés metabdlico.

Inicialmente, el andlisis metabolico realizado evidencidé que tanto en condiciones basales
como en condiciones de estrés celular los linfoblastos tumorales de pacientes presentaron menor
actividad energeética en relacion con las células LLA-B de referencia, NALM-6. Este tipo de
actividad metabolica quiescente también ha sido descrita tanto para las Células Madre
Hematopoyéticas (CMH) como para las Ceélulas Madre Leucémicas (CML), y se encuentra
relacionado con la preservacion del agotamiento por la proliferacion celular y el mantenimiento a
largo plazo (Liang et al., 2020; Mantel et al., 2015). Por otro lado, se ha descrito que el
metabolismo es un punto de control del mantenimiento de las CMH, a través de la glucdlisis
anaerdbica para generar energia, disminuir las especies reactantes de oxigeno (ROS, por sus siglas
en inglés, Reactive Oxygen Species), y mantener la quiescencia celular (Morganti et al., 2022;
Mullighan et al., 2008a). En efecto, se ha observado que la exposicion de las CMH al oxigeno
atmosférico aumenta los niveles de ROS, genera disfuncion en estas células y reduce su numero
(Mantel et al., 2015). Otro rasgo de relevancia es que las CMH expresan altos niveles de Hif-/a
para mantener su metabolismo funcional en estados hipdxicos, por ejemplo, se puede inducir un

cambio metabdlico de la glucdlisis a la respiracion mitocondrial al eliminar Meis Homeobox 1
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(Meisl) (Kocabas et al., 2012), el cual es un activador transcripcional de Hif-1, lo que favorece el
aumento de la produccion de ROS, la activacion de las CMH v al fracaso de la repoblacién de la
médula 6sea después de un trasplante (Simsek et al., 2010; Takubo et al., 2010). También, se ha
especificado que el aumento de Piruvato Deshidrogenasa Quinasa (PDK) disminuye el
metabolismo aerdbico, esto debido a que inhibe la conversidn de piruvato en acetil-CoA mediada
por la Piruvato Deshidrogenasa (PDH). También, se ha descrito que el estado metabdlico
glucolitico es un punto de control del ciclo celular que modula la quiescencia y el potencial de las
CMH (Morganti et al., 2022; Takubo et al., 2013). De igual modo, se conoce que las CMH suelen
tener un metabolismo inactivo debido a que tienen menor tasa de captacion de la glucosa, en
comparacion con células progenitoras mas diferenciadas en la medula 6sea que se encuentran
activas y tienen un mayor requerimiento energético, por lo que aumenta la ingesta de glucosa con
el fin de realizar procesos vitales como el ingreso al ciclo celular (Jun et al., 2021; Liang et al.,
2020). Adicionalmente, se ha detallado que el cambio de metabolismo glucolitico anaerobico a
OXPHOS esta relacionado con la diferenciacion celular en las CMH (Morganti et al., 2022).
Ademas hay que mencionar, que en un modelo de Leucemia Mieloide Cronica (LMC) se han
encontrado que las CML CD34* aumentan el flujo del Ciclo del Acido Tricarboxilico (CAT) y la
respiracion mitocondrial en comparacion con sus contrapartes CD34~ (Kuntz et al., 2017), también
se conoce que las CML maés primitivas CD34* CD38  dependen de OXPHQOS, mientras que las
CMH no leucémicas tienen un perfil metabdlico glucolitico (de Beauchamp et al., 2022; Simsek
etal., 2010).

Para describir el contenido celular tanto de los tumores sélidos como liquidos, se tiene que
la poblacion celular aberrante no se genera a partir de un unico clon, lo que implica que existen

poblaciones celulares heterogéneas con requerimientos energéticos diversos que pueden
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determinar el metabolismo general, de acuerdo con la poblacion celular predominante, y que es
particular para cada el tipo de cancer, en adicion a la suma de las otras poblaciones celulares
presentes en el tumor (Batlle & Clevers, 2017; Catherine Adell O’Brien et al., 2009). Para el caso
especifico de la LLA-B, predominan células menos diferenciadas proximas en la jerarquia a las
CMH. Asimismo, se resalta que dentro de esta poblacion tumoral se encuentra un porcentaje
relevante de CML que suelen ser las causantes de las recaidas en la enfermedad (Ishikawa et al.,
2007; Pollyea & Jordan, 2017), e incluso se ha evidenciado que las CML son capaces adaptar su
metabolismo para evadir el sistema inmunologico (Ye et al., 2016a). Mas aun, se ha sefialado que
las CML heredan de las CMH la quiescencia a corto o largo plazo, esta ultima se conoce también
como dormancia, la cual es una caracteristica determinante en la resistencia a la quimioterapia
antiproliferativa y la autorrenovacion de la poblacion celular (Ebinger et al., 2016; Holyoake et
al., 1999).

La leucemogeénesis es un proceso complejo en el cual las células sanguineas normales
adquieren mutaciones genéticas que les confieren ventajas de crecimiento descontrolado y evitan
la muerte celular programada (Corces-Zimmerman et al., 2014; Jan et al., 2012). Algunas CMH
inactivas tienen una capacidad de reparacion defectuosa del ADN que propicia la acumulacion de
mutaciones adicionales durante la divisién celular, lo que aumenta el riesgo de transformacién
maligna y desarrollo de la leucemia (Liran | Shlush et al., 2014; W. Zhang et al., 2019). Por esta
razon, es importante comprender los mecanismos de reparacién del ADN y su impacto en las
células madre hematopoyéticas para desarrollar estrategias terapéuticas mas efectivas para el
tratamiento de enfermedades hematoldgicas (Liran | Shlush et al., 2014; W. Zhang et al., 2019).

Se han propuesto estrategias tanto enddgenas como exdgenas para reparar el ADN y reducir

los efectos negativos causados por el estrés oxidativo y la replicacion del ADN, que son
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mayormente causados por ROS. Estas estrategias buscan proteger la integridad de las células
madre hematopoyéticas (CMH) y minimizar el dafio en su ADN, algunas de estas incluyen
mantener una fase inactiva del ciclo celular, la cual influye en la quiescencia metabdlica,
aprovechar los nichos protectores, y activar las vias de reparacion del ADN, asi como el uso de
agentes antioxidantes o la terapia génica (Walter et al., 2015; Wilson et al., 2008).

En otros estudios realizados en lineas celulares de precursoras B de origen humano (BCP-
ALL; TOM-1, HB11;19, RS4;11, UOC-B6, REH, SUP-B15, NALM®6) se evidencio que los valores
de OCR y ECAR eran bajos en comparacion con lineas celulares de otros tipos de leucemias como
la LLA-T, LMA 'y LMC, es decir, que las células de LLA-B son energéticamente menos activas
(Hlozkova et al., 2020). En cuanto a la relacion de las células de linaje B y el metabolismo, se
conoce que durante el desarrollo y la diferenciacion, las células B experimentan cambios drasticos
en su fisiologia, que van acompariados de alteraciones en el fenotipo metabdlico y las propiedades
funcionales de las células (Raza & Clarke, 2021).

De manera general, se conoce que la quiescencia es un mecanismo de homeostasis tisular
que tiene la finalidad de regular la actividad proliferativa de las células (Hanahan, 2022). En
consecuencia, la programacion quiescente o de latencia celular provoca cambios en la morfologia
y el metabolismo celular, que involucra la liberacion de proteinas bioactivas, como lo son las
guimiocinas, citocinas y proteasas cuya identidad depende del tipo de célula del cual provenga
(Birch & Gil, 2020; Faget et al., 2019). La induccion de la quiescencia es provocada por una
variedad de condiciones, que incluyen el estrés microambiental, la privacion de nutrientes, el dafio
del ADN, el dafio a los organulos y la infraestructura celular, y los desequilibrios en las redes de
sefializacion celular (Faget et al., 2019; Gorgoulis et al., 2019). Sin embargo, en el contexto

oncoldgico, la informacion vinculada a la quiescencia celular es contrastante, por un lado, hay
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casos que describen los beneficios protectores de la quiescencia para limitar la progresion maligna
(He & Sharpless, 2017; Kowald et al., 2020); pero también, hay evidencia reveladora en los cuales
las células quiescentes estimulan el desarrollo tumoral y la progresion maligna (Kowald et al.,
2020; Wang et al., 2020). Todas estas observaciones, han demostrado que las células tumorales
quiescentes contribuyen de diversas formas a la sefializacidn proliferativa para evitar la apoptosis,
inducir la angiogénesis, estimular la invasion, generar la metéastasis y suprimir la inmunidad
tumoral (Birch & Gil, 2020; Faget et al., 2019; Gorgoulis et al., 2019; Lee & Schmitt, 2019).

Los analisis metabdlicos permitieron identificar dos grupos de pacientes cuyos linfoblastos
tumorales presentaban potenciales metabolicos diferenciales. Si bien el cancer es una enfermedad
metabdlica relacionada con el efecto Warburg, se pueden presentar fenotipos metabolicos
sustancialmente variables, que podrian servir como predictores criticos de la progresion y
proliferacion de las células tumorales, asi como evidenciar las vulnerabilidades de la enfermedad
y las resistencias a los farmacos.

Se encontrd de manera general, que los linfoblastos tumorales de los pacientes tienen un
estado metabdlico tendiente a la quiescencia, sin embargo, dentro de este mismo estado se
encuentran dos grupos de linfoblastos con comportamiento diferencial relacionada con la respuesta
metabdlica producida en condiciones de estrés celular. Si bien, las células pueden realizar tanto
glucdlisis como respiracion mitocondrial, se evidencid que el primer grupo tiene mayor capacidad
energética para responder a una situacion de estrés con un aumento del metabolismo glucolitico,
mientras que, el segundo grupo tiene mayor competencia para responder a esta misma crisis con
un aumento de la actividad mitocondrial para soportar el requerimiento energético demandado, lo
que a su vez coincide con diferencias importantes relacionadas a las variables metabdlicas

analizadas (Figura. 35). Lo anterior, lleva a sugerir que el metabolismo de los linfoblastos
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tumorales es dinamico, como consecuencia de alteraciones celulares que le permiten depender de
cualquiera de las dos vias metabdlicas energéticas principales (glucdlisis y/o respiracion oxidativa)
segun el requerimiento. Incluso, se ha estudiado que la capacidad que tienen estas células de
cambiar de una via metabodlica a otra es una estrategia clave para impulsar el crecimiento celular
y la farmacorresistencia. Por lo cual, adquieren la capacidad de adaptarse y sobrevivir mediante la
plasticidad metabdlica.

Figura 35.

Caracteristicas metabolicas de los grupos con potencial metabdlico diferencial identificados en
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La plasticidad fenotipica, identificada por Hanahan (Hanahan, 2022; Hanahan &
Weinberg, 2011), representa uno de los rasgos distintivos del cancer. Esta plasticidad se asocia
estrechamente con la diferenciacion terminal, como se ha mencionado previamente (Hanahan,

2022; Wang et al., 2020; Waters et al., 2018). Ademas, se ha investigado que desbloquear la
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capacidad normalmente limitada de plasticidad fenotipica para escapar o evadir el estado de
diferenciacion terminal es un componente critico en la aparicion del cancer (Lee & Schmitt, 2019).
Es necesario resaltar que esta plasticidad fenotipica seguramente es una propiedad intrinseca de
las CMH, ya que la adaptabilidad metabdlica es esencial en su proceso de desarrollo, se tiene que
inicialmente las CMH residentes en los nichos hipoxicos utilizan principalmente la glucélisis para
la produccidn de energia, ademas utilizan el metabolismo de los &cidos grasos para la division
asimetrica asociada a la autorrenovacion, y luego cambian a la fosforilacion oxidativa mitocondrial
para satisfacer la fuerte demanda de energia requerida para la diferenciacion celular (Geldenhuys
et al., 2021; Michon, 2002).

Un ejemplo de la importancia del fenotipo metabdlico en cancer es la resistencia a
farmacos. Por ejemplo, se ha descrito que el fenotipo metabdlico en las células de LLA puede
predecir la respuesta al tratamiento con L-asparaginasa (ASNase), en el cual los pacientes
resistentes al farmaco muestran una accion glucolitica alta en comparacidn con los pacientes mas
sensibles que tienen un baja actividad glucolitica. Estos datos respaldan el papel del metabolismo
del cancer y abren nuevos caminos potenciales en el diagnostico y manejo del tratamiento de
pacientes con leucemia resistente (Walter et al., 2015). Notablemente, en un modelo de LMC, la
plasticidad metabodlica es clave en la resistencia adquirida a los medicamentos inhibidores de la
tirosina quinasa como el Imatinib (Wellmann et al., 2004). En consecuencia, las células leucémicas
independiente del linaje de origen muestran una apreciable plasticidad metabdlica que les permite
adaptarse a diferentes estimulos celulares y fuentes metabodlicas (Inthal et al., 2008).

De manera interesante, se ha descrito que esta capacidad metabdlica puede ser incluso
adquirida por las células tumorales a través de canales de membrana similares a los nanotubos

canalizantes (TNT, por sus siglas en inglés, Tunneling nanotubes) para transferir informacion entre
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ellas o con el medio tumoral. Incluso utilizan TNT para transferir diferentes tipos de elementos
como iones, mitocondrias, microvesiculas, exosomas, lisosomas, proteinas y microARN (Shuno
et al., 2010). Como resultado, las células tumorales adquieren nuevas capacidades, tales como el
aumento de la capacidad de metéstasis, la plasticidad metabdlica, la aptitud angiogénica y la
quimiorresistencia lo que favorece la severidad del tumor (Shuno et al., 2010).

Es interesante, como la plasticidad metabdlica se vuelve una cualidad tumoral
permitiéndole a las células malignas adaptarse a los desafios metabolicos al alternar entre la
glucdlisis y OXPHOS. Pero esto no queda solo ahi, ya que se han impulsado diversas
investigaciones con el fin de eliminar los desafios presentados por la plasticidad metabdlica. Por
ejemplo, un grupo de expertos disefiaron un ensayo en el cual expusieron ratones a 24 horas de
ayuno intermitente, y en el periodo de hipoglucemia se les administrd6 metformina, que es un
inhibidor de OXPHOQOS, y se hall6 una afectacion del crecimiento tumoral a traves de la activacion
de la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3p) aguas abajo de la proteina fosfatasa 2A (PP2A), lo
gue provoco una disminucion de la proteina prosupervivencia MCL-1 y la muerte celular (Mern
etal., 2010)).

Una vez determinados los dos grupos con potencial metabolico diferencial, se analizé si
estos tenian relacion con otras caracteristicas importantes de la LLA-B, y se encontr6 que tanto la
EMR como la expresion del gen I1GJ, se encontraban vinculados con el potencial metabodlico. Sin
embargo, al detallar minuciosamente las diferentes variables metabolicas asociadas a glucélisis y
OXPHOS se encontraron otras relaciones de interés con variables clinicas de la enfermedad (Figura

36y 37).
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Por otro lado, estudios han evidenciado como caracteristicas metabdlicas como la
capacidad respiratoria de reserva es utilizada como un pardmetro clave que determina el perfil
bionergético metabdlico, predice la resistencia al estrés de la células no transformadas, y predice
la agresividad de las células tumorales, asi como la adquisicién de resistencias a farmacos (Fovez

et al., 2020).
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Figura 36.
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Figura 37.

Variables clinicas y bioldgicas de la LLA-B relacionadas con el metabolismo glucolitico.

EMR
Acidificacion
post 2-DG
MitoOCR/
1GJ GlicoPER
Plaquetas
<1,5x10% ) mm?

1GJ La variable metabdlica aumenta.
Hb > 11 g/dL La variable metabdlica disminuye.
Se encuentra relacionada.

Glucolisis basal
Hb > 11 g/dL

Tasa de eflujo
de protones

Las variables
metabdlicas de la
glucolisis se
encuentran
relacionadas con:

% PER de
lucélisis
< 1GJ
Plaquetas
<1,5x10% /mm?

Glucdlisis
compensatoria

LDH



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 135

La EMR no solo es un control de la respuesta al tratamiento quimioterapéutico, sino que
en si misma aporta informacion predictiva sobre las posibles recaidas de la enfermedad y/o
fallecimiento de los pacientes. En consecuencia, tenemos que la EMR es una de las caracteristicas
pronosticas mas relevantes descritas por la literatura para la LLA-B, y segun nuestros resultados
se encuentra estrechamente relacionada con la conducta metabdlica de los linfoblastos tumorales.
De hecho, se establecio que la EMR se encuentra asociada a la disminucion del porcentaje del
potencial metabdlico OCR, la maxima respiracion, la capacidad respiratoria de reserva y
acidificacion posterior a 2-DG, en comparacion con el grupo de pacientes que no presentan EMR
(Apendice H.G). Un estudio en celulas de LLA-B mostro que la interrupcion de la funcion
mitoNEET (una proteina de la membrana mitocondrial) afecta la bioenergética celular, y
proporciona un posible enfoque novedoso para el tratamiento de la EMR refractaria (Geldenhuys
etal., 2021).

La hemoglobina estd asociada a la LLA-B ya que el diagnostico en nifios suele estar
acompafiado de anemia y se considera una de las complicaciones clinicas mas comunes de la
enfermedad. Sin embargo, en la mayoria de los casos, las poblaciones de células madre requeridas
y los mecanismos de crecimiento eritropoyético permanecen intactos en la leucemia, pero la
presencia de niveles bajos de hemoglobina suele causar cansancio y otros sintomas asociados que
provocan un deterioro en la calidad de vida (Michon, 2002). En la leucemia los niveles de
eritropoyetina (EPO) de los pacientes a menudo son apropiados para los niveles de hemoglobina
observados, pero en los examenes de médula dsea se observa un deterioro grave de la eritropoyesis
en estos pacientes (Steele & Narendran, 2012). Adicionalmente, la hemoglobina también se asocia
con otros factores prondsticos como ETV6-RUNX1, interaccion en la cual se destaca que los

niveles de hemoglobina son significativamente mas bajos en los nifios positivos para esta



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 136

translocacion (Inthal et al., 2008). Como resultado del presente estudio, se halld6 que la
disminucion de la hemoglobina en los pacientes con LLA-B se asocia con una menor actividad
glucolitica en caracteristicas relacionadas como la glucdlisis basal y la tasa de flujo de protones.
Es de resaltar que, todos los cambios relacionados con la disponibilidad de oxigeno y nutrientes
van afectar el microambiente tumoral, lo que a su vez soporta los cambios metabdlicos. Por esta
razon, los estudios actuales que se enfocan en los mecanismos de la anemia en la LLA también
pueden ofrecer conocimientos clave sobre el microambiente maligno en la médula 6sea, y la
regulacion de las CML que dependen de manera critica de tales nichos especializados para el
soporte y desarrollo de la leucemogénesis.

Por otra parte, las translocaciones cromosomicas son eventos genéticos que pueden
desempefar un papel importante en la leucemogeénesis, ya que implican el intercambio de material
genético entre cromosomas no homdlogos. En el caso de la leucemia, las translocaciones
cromosomicas pueden afectar a las células madre hematopoyéticas en la medula 6sea alterando la
produccion normal de células sanguineas, e incluso algunas translocaciones cromosomicas
especificas se han asociado con diferentes tipos de leucemia, por ejemplo la presencia de BCR-
ABL1 suele estar presente hasta en el 15% de los pacientes diagnosticados con LLA-B, y llega a
estar presente aproximadamente en el 90% de los casos de LMC (Kantarjian et al., 2006). En
relacion con los pacientes positivos para ETV6-RUNX1, se evidencid que las células tumorales
presentaron disminucion de la capacidad respiratoria de reserva. De la misma manera otras
variables como la LDH, el nimero de plaguetas en el momento del diagndstico, el cariotipo, la
edad y el sexo también se vieron involucradas en la modulacion metabolica de los linfoblastos

tumorales provenientes de pacientes diagndsticados con LLA-B captados para este estudio.



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 137

Ademas de eso el modelo multivariado analizé cuatro variables de impacto pronostico
relacionadas con la SLE las cuales fueron la edad, lo niveles de hemoglobina en el momento del
diagndstico, la presencia de la translocacion BCR-ABL1 y la expresion génica de 1GJ en los
linfoblastos tumorales de pacientes de novo para LLA-B que no habian recibido tratamiento
quimioterapéutico. Lo anterior aportd informacion en relacion con uno de nuestros objetivos que
pretendia determinar la importancia de los perfiles transcripcionales en la modulacion del
metabolismo leucémico, y se confirmd la importancia de la expresion de 1GJ como variable
prondstico de la enfermedad.

Determinar el perfil de expresion genica es una estrategia que se utiliza para identificar las
caracteristicas moleculares distintivas de los subtipos de leucemia, asi como puede apoyar con
informacion para la clasificacion y el diagndstico preciso de los pacientes. También, puede
proporcionar datos relevantes que aporten a nuevas alternativas terapéuticas especificas y
personalizadas para cada subtipo de LLA-B. En este estudio en particular se analizaron las
expresiones génicas de 1D1, ID3 e 1GJ, obteniendo resultados interesantes relacionados con la
expresion del gen 1GJ.

En relacion con la expresion de ID1 e ID3 no se evidencid relacion con el comportamiento
metabdlico de los linfoblastos tumorales de LLA-B. Sin embargo, otros estudios han expuesto que
se encuentran vinculados a diferentes modelos relacionados con el cancer, por ejemplo, en el
carcinoma de células escamosas oral (Panahipour et al., 2020), con el aumento de la severidad en
el cancer de prostata (Sharma et al., 2012), se han correlacionado directamente con el potencial
metastasico en el cancer de pancreas (Shuno et al., 2010), la apoptosis en células de cancer de
mama (Mern et al., 2010), la capacidad de autorrenovacion en las células iniciadoras de cancer de

colon (Catherine A. O’Brien et al., 2012), promueven la tumorigénesis en el cancer de pulmén de
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células pequefias (D. Chen et al., 2014), el desarrollo de linfomas (Jia Li et al., 2017), entre otras
alteraciones oncolégicas. Asimismo, se ha descrito que los genes ID son necesarios para la
supervivencia y regeneracion de médula ésea durante la homeostasis y el estrés para mantener el
desarrollo de las CMH (Gadomski et al., 2020), se han relacionado con el mantenimiento de la
repoblacién a largo plazo de las CMH (Perry et al., 2007), dirigen el compromiso de la
diferenciacion de células T reguladoras y las células B (Hidaka et al., 2022), asi como, se ha
evidenciado que los genes ID1 e ID3 son indispensables en el proceso de desarrollo del linaje
eritropoyético (Zhao et al., 2016).

Por su parte la proteina 1GJ, también conocida como cadena de union o segmento de union
(J), juega un papel fundamental en la estructura y funcion de ciertos tipos de inmunoglobulinas,
como IgA e IgM. Esta proteina facilita el ensamblaje de los monomeros de IgA e IgM para formar
las estructuras diméricas y pentaméricas, lo que resulta en la generacion de formas maduras,
estables y funcionales de estas inmunoglobulinas. Estas formas maduras de IgA e IgM son
producidas por las células plasmaticas en respuesta a la presencia de agentes extrafios, como
bacterias o virus. Ademas, son esenciales para la inmunidad de las mucosas, al proporcionar una
proteccion crucial en areas como las vias respiratorias y gastrointestinales.

El estudio actual revel6 una correlacion entre un aumento en la expresion del gen IGJ y
condiciones basales con aumento de la actividad respiratoria para la produccion de ATP, y una
respuesta metabdlica méas pronunciada hacia la glucdlisis en condiciones de estrés celular en los
linfoblastos de pacientes con LLA-B. Ademas, se identifico que el aumento de la expresion de este
gen estd asociado con una menor supervivencia libre de evento (SLE), cabe sefialar que el
seguimiento se realizé por 420 dias en la cohorte de pacientes ingresados al estudio. Es importante

destacar que investigaciones previas han sugerido que el gen IGJ es un factor predictivo de mal
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pronostico en la poblacion adulta colombiana. Estos hallazgos resaltan la relevancia de la
expresion del gen 1GJ en la respuesta metabdlica, y el prondstico en pacientes con leucemia
linfoblastica aguda de fenotipo B. (Cruz-Rodriguez et al., 2016, 2017); igualmente, se report6 en
poblacion pediatrica hispana/latina que el gen estaba relacionado con una baja SLE a los 4 afios y
EMR positiva (Harvey et al., 2010).

La LLA-B tiene diferentes subtipos entre los cuales se encuentra la leucemia linfoblastica
B similar a Filadelfia (LLA-B Ph-like) que es un subtipo de alto riesgo y comparte caracteristicas
de expresion génica con la LLA-B positiva para Filadelfia (Ph+), aunque no presenta la fusion
BCR-ABL1 caracteristica de esta Ultima, comparten algunas vias y genes especificos que se
encuentran activados de manera similar en ambos subtipos, como por ejemplo, la sobreexpresion
del gen 1GJ a nivel de ARNm en LLA-B, lo que sugiere que este gen puede desempefiar un papel
relevante hasta el momento que no ha sido identificado en la patogénesis de la enfermedad
(Gestrich & Oduro, 2020). En un estudio hematopatologico con técnicas de inmunohistoquimica,
la proteina 1GJ fue empleada para detectar células neoplasicas en el linfoma de Hodgkin con
predominio de linfocitos nodulares. Este enfoque permitio distinguir esta enfermedad de otras con
apariencias morfoldgicas similares. Los resultados indicaron que la expresion de 1GJ se presenta
en un subgrupo de leucemia linfoblastica aguda de tipo B (B-ALL), particularmente observado en
casos positivos para la presencia del cromosoma Filadelfia (Ph+) y aquellos con un perfil similar
Ph-like. (Gestrich & Oduro, 2020). En particular, se conoce que la LLA-B Ph-like es un subtipo
de alto riesgo, que representa aproximadamente el 15% de los nifios con LLA-B, y se presenta con
mayor frecuencia en adolescentes y adultos, con una incidencia de hasta el 27 % de los adultos

jévenes con LLA entre 21y 39 afios.
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Todo lo anterior, conlleva a sugerir que el gen 1GJ se encuentra relacionado con
metabolismo energético celular de los linfoblastos tumorales de pacientes con LLA-B, al presentar
un fenotipo metabdlico que se caracteriza por un aumento de la actividad mitocondrial en
condiciones basales, y un aumento del potencial glucolitico en condiciones de estrés; asimismo,

es un determinante de valor pronostico para la enfermedad.

Figura 38.

Descripcion del perfil metabdlico y clinico relacionado con la expresion del gen 1GJ.
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Actualmente, se han desarrollado diferentes estudios con la finalidad de identificar dianas
terapéuticas relacionadas con el metabolismo para controlar el aumento de la biomasa en los
diferentes tipos de cancer (Pavlova et al., 2022; Xia et al., 2021). En particular, en el caso de las
CML se han considerado durante mucho tiempo como un objetivo terapéutico clave en la leucemia,
e incluso se han disefiado estrategias terapéuticas enfocadas en la biologia fundamental para la
preservacion de las CMH normales sobre las CML, y se ha evidenciado que esto mejora los

resultados de las personas afectadas por la enfermedad (Jones et al., 2021).
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Por las razones anteriormente expuestas, y en consideracion con los resultados previamente
obtenidos en nuestro grupo de investigacion, se propuso realizar el presente estudio que evalud las
células leucémicas de pacientes con diagndstico de novo de LLA-B, que no recibieron tratamiento
quimioterapéutico previamente, con el fin de caracterizar la biologia propia de la enfermedad en
la poblacién colombiana, y proporcionar informacién acerca de factores asociados e involucrados
en la falta de respuesta al tratamiento que tienen los pacientes colombianos, a pesar de utilizar los
actuales regimenes quimioterapéuticos internacionales.

Lo anterior, es relevante porque el disefio experimental permitié medir los cambios en los
fenotipos metabolicos que determinan la susceptibilidad de la enfermedad, y relacionar los
resultados metabolicos con otras variables clinicas y biologicas de valor prondstico. Por otro lado,
se resalta el tipo y la calidad de las muestras, ya que los linfoblastos tumorales a los cuales se les
realizaron los ensayos experimentales procedian de muestras de médula 6sea con menos de 24
horas de haber sido extraidas, y se les garantizé condiciones similares a las del nicho de origen, es
decir, que los resultados obtenidos reflejan el comportamiento nativo de los linfoblastos tumorales
de forma cercana a lo que puede estar sucediendo en el nicho original.

Los resultados obtenidos identificaron una relacion significativa entre la expresion del gen
de mal pronoéstico 1GJ y el metabolismo energético de los linfoblastos tumorales de LLA-B de
pacientes colombianos. Definitivamente, los hallazgos presentados ofrecen informacion novedosa
y relevante. Esta evidencia hasta ahora desconocida sobre la relacion entre el gen IGJ y el
metabolismo proporciona una base sélida para futuras investigaciones. Estos estudios podrian
enfocarse en comprender mejor la funcién especifica del gen 1GJ en los procesos metabdlicos

relacionados con la leucemia y podrian respaldar estrategias clinicas mas precisas.
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Con una comprension mas profunda de como el gen 1GJ influye en el metabolismo, los
médicos podrian tomar decisiones mas informadas sobre los tratamientos con el objetivo de
mejorar la respuesta de los pacientes y sus resultados en el futuro. Esta perspectiva puede abrir
nuevas oportunidades para terapias mas personalizadas y efectivas en el tratamiento de la leucemia

y otras enfermedades relacionadas.

7. Limitaciones

Con el fin de garantizar los tiempos de procesamiento (iniciar el protocolo antes de las 24
horas), algunas muestras rescatadas se tuvieron que descartar, ya que no tenian las condiciones
previamente estandarizadas y requeridas para el presente estudio. Asimismo, se tuvieron que
descartar las muestras de los pacientes que no iban a ser tratados en IPS de la ciudad de
Bucaramanga.

Para la realizacion de los estudios metabolicos se requeria un numero significativo de
células tumorales que no fue posible obtener de todas las muestras, debido al volumen rescatado
y la concentracion de linfoblastos.

Algunos de los pacientes no presentaban la realizacion de pruebas como Cariotipo y FISH
de la muestra de diagndstico, por lo que dichas variables no pudieron ser analizadas para todos los
pacientes. Asimismo, los paneles de FISH evaluados no eran los mismos para todos los pacientes.

Algunas de las personas afectadas por la enfermedad fueron trasladadas a otras ciudades
del pais para la continuacion de su quimioterapia, por lo cual se perdi6 el seguimiento clinico de

las mismas. Sin embargo, aquellos pacientes que eran remitidos a otras IPS que se encontraban en
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Bucaramanga y se tenia aprobacién del comité de ética por parte del proyecto, si se les pudo
realizar el seguimiento clinico correspondiente.

Se limito el tiempo de seguimiento a 420 dias para verificar los eventos relacionados con
recaidas y/o fallecimientos de los pacientes, sin embargo, no se pudo relacionar el perfil metabolico
con la supervivencia de los pacientes debido al nimero de muestras ingresadas a los ensayos

metabolicos.

8. Conclusiones

Las células tumorales obtenidas de la médula Gsea de pacientes con LLA-B muestran un
metabolismo energético menos activo en comparacion con la linea celular de referencia NALM-
6. Esta observacion se alinea con el patron general de células del linaje B, que tienden a presentar
un metabolismo con una predisposicion hacia la quiescencia.

A pesar de su menor actividad metabdlica, los linfoblastos tumorales mantienen vias
metabdlicas esenciales para la generacion de energia. Esto se refleja en una similitud en la
actividad entre la glucdlisis y la respiracion mitocondrial, lo que sugiere una estrategia adaptativa
para asegurar un suministro constante de energia a pesar de su estado metabolico menos activo.

El ensayo de estrés mitocondrial fue crucial para comprender la respuesta de estas células
en condiciones andmalas, revelando una diversidad en cdmo enfrentan las demandas energéticas.
Se identificaron dos grupos con respuestas metabolicas distintas ante el estrés.

El primer grupo mostraba un incremento en el potencial metabolico de ECAR, relacionado

con una mayor actividad respiratoria en condiciones normales. Esto se manifestaba en un aumento
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en la respiracion basal y la produccion de ATP, con una reduccion en la capacidad respiratoria de
reserva.

Por otro lado, el segundo grupo metabdlico presentaba un aumento en el potencial
metabolico de OCR, indicando una mayor actividad glucolitica en condiciones normales. Esto se
reflejaba en un incremento significativo en la glucdlisis basal y la tasa de liberacién de protones.

La plasticidad metabdlica observada en este estudio es de gran relevancia. La capacidad de
las células tumorales para cambiar su estrategia metabolica en respuesta a diferentes condiciones,
como el estrés, evidencia una adaptabilidad notable. Esta plasticidad podria ser fundamental en la
progresion de la enfermedad, la resistencia a tratamientos y la definicion del prondstico. La
habilidad de estas células para modificar su metabolismo entre diferentes vias energéticas
representa un area de interés significativa para comprender mejor el cancer y desarrollar terapias
mas efectivas y especificas.

La presencia de Enfermedad Minima Residual (EMR) se asocia con una disminucion en
diferentes aspectos del metabolismo celular, incluyendo el potencial metabolico OCR, la
capacidad respiratoria y la acidificacion posterior a la administracion de 2-DG (2-deoxiglucosa).
Estas diferencias metabdlicas se observan en comparacion con los pacientes que tienen EMR
negativa. Esta relacion sugiere que la EMR no solo esté ligada a la respuesta al tratamiento, sino
que también puede tener un impacto en los procesos metabdlicos celulares, lo que podria influir
en el prondstico y desarrollo de la enfermedad.

Se evidencia una asociacion entre la disminucién de hemoglobina en pacientes con LLA-

B y una menor actividad glucolitica, incluyendo la glucdlisis basal y la tasa de flujo de protones.
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Los pacientes con ETV6-RUNX1 exhibieron una disminucion en la capacidad respiratoria
de reserva de las células tumorales. Ademas, factores como LDH, recuento de plaquetas, cariotipo,
edad y sexo también influyen en la regulacion metabdlica de los linfoblastos tumorales en la LLA-
B. Estos descubrimientos subrayan la complejidad de la interaccién entre cambios genéticos y
maltiples factores bioldgicos en la regulacion del metabolismo celular en esta enfermedad.

Los hallazgos actuales indican una correlacion entre el incremento en la expresion del gen
IGJ, que se vincula con condiciones basales que promueven una mayor actividad respiratoria para
la produccion de ATP, asi como un metabolismo glucolitico mas elevado en situaciones de estrés
celular.

También, se destacO que la expresion del gen 1GJ tiene un impacto significativo como
variable pronostica para la SLE y la SG de la LLA-B.

Los estudios, tanto univariados como multivariados, demostraron que 1GJ es una variable
con un peso estadistico significativo en el pronostico de la enfermedad.

Por otro lado, ID1 como ID3 no demostraron relacion con los perfiles metabolicos
identificados. Ademas, tanto en el analisis univariado como en el multivariado, no se identificaron
como caracteristicas de valor prondstico en los pacientes examinados.

En sintesis, el estudio resalta la interaccion compleja entre el metabolismo celular, su
adaptacion a diversas condiciones y el papel fundamental que desempefia esta dindmica en el
comportamiento y tratamiento del cancer.

Los resultados revelaron una asociacion entre el gen 1GJ de mal pronostico y el
metabolismo energético en los linfoblastos tumorales de pacientes con LLA-B. Estos
descubrimientos inéditos brindan una base valiosa para investigaciones futuras, potencialmente

permitiendo comprender mejor el papel especifico del gen IGJ en los procesos metabodlicos de la
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leucemia. Esta comprensién mas profunda podria impulsar estrategias clinicas mas precisas,
facilitando decisiones de tratamiento mas informadas y abriendo la puerta a terapias personalizadas

mas efectivas.

Figura 39.

Conclusiones.
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Los linfoblastos tumorales
de pacientes con LLA-B son
menos energéticos que las
células NALM-6, y se
encuentran en estado
metabdlico quiescente.

Los linfoblastos tumorales
de pacientes con LLA-B
evidencian una plasticidad
metabodlica al presentar
dos grupos con potencial
metabdlico diferencial.

Diferentes variables clinicas
de impacto prondstico como
la EMR, la edad, la
hemoglobina, la LDH, entre
otras, se encuentran
relacionadas con la actividad
metabdlica.

La expresion del gen IG/
determina un fenotipo
metabdlico particular, y se
considera una variable de
impacto prondstico
relacionada con la SLE y la
SG.

9. Recomendaciones y perspectivas

Considerando los resultados del presente trabajo, la descripcion bioldgica de las
caracteristicas metabdlicas de los linfoblastos tumorales sugieren informacion relevante que
estaria relacionada al mal comportamiento del prondstico de la LLA-B en Colombia, brindando
informacion objetiva y de base para plantear nuevos estudios acerca de alternativas terapéuticas
encaminadas a focos metabdlicos para proporcionar herramientas a los especialistas en la

consolidacién de terapias personalizadas para las personas afectadas con este tipo de leucemia.
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A su vez, seria interesante plantear nuevos estudios para profundizar en las condiciones
metabdlicas que tienen cada uno de los diferentes estadios celulares caracterizados
fenotipicamente en la LLA-B.

Por otra parte, es importante detallar la informacion metabdlica obtenida relacionada con
la sobreexpresion del gen I1GJ en estos pacientes. Cabe sefialar que faltan estudios adicionales in
vitro que permitan evaluar la relevancia de 1GJ en la modulacion del comportamiento metabdlico
en los linfoblastos tumorales y si este gen tiene funciones no descritas en el linaje celular.

La identificacion de la sobreexpresion del gen 1GJ en pacientes recién diagnosticados con
LLA-B en Colombia podria aportar informacién como marcador pronostico de la enfermedad.

Asimismo, cabe plantear nuevos estudios que permitan dilucidar la aptitud del gen 1GJ
como marcador de seguimiento a la respuesta quimioterapéutica actualmente utilizada en

Colombia.

10. Consideraciones éticas

Este proyecto involucrd la investigacion de muestras de pacientes humanos con Leucemia
Aguda, por esta razon, se garantizé los principios éticos de investigacion de la beneficencia, el
respeto y la justicia. Ademas, segun la resolucion 8430 Art 11, el presente estudio representd un
riesgo minimo, ya que se realizé a través de procedimientos de rutina para el diagndstico de la
enfermedad.

Adicionalmente, este trabajo se encuentr6 amparado bajo los derechos de tratamiento de
datos de la ley estatutaria 1581 de 2012, el decreto 1377 de 2013 y la resolucion de rectoria de la

UIS. N. 1227. También, se encuentro amparado bajo la reglamentacién para la investigacion como
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el cédigo de Niremberg, la Declaracion de Helsinki (Corea 2008), el Informe Belmont, la
legislacion Colombiana Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, las Pautas
éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud de los seres humanos
elaboradas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS)
en colaboracidon con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Resolucién 3492 de 1998, la
Resolucion 2935 de 2001 del Instituto Colombiano Agropecuario, la Decision 391 de la
Comunidad Andina de Naciones, el Decreto 309 del 2000 del Ministerio de Medio Ambiente y las
Buenas practicas de laboratorio (BPL). Finalmente, los procedimientos de tratamiento de desechos
acogieron las normas generales de los aspectos ambientales y de salud ocupacional de la
Universidad Industrial de Santander como lo es el programa de Implementacion del Plan de
Gestion Integral de Residuos en la Universidad Industrial de Santander (PGIR). (Apéndice J.
Detalle de las consideraciones éticas y Normatividad interna disponible en Sistema de Gestién

Integral de la Universidad).

11. Tratamiento de datos

Es de tener en cuenta lo reglamentado a nivel nacional en la ley estatutaria 1581 de 2012,
el decreto 1377 de 2013 y la resolucion de rectoria de la UIS No. 1227 de 2013 sobre el tratamiento
de datos personales, los cuales tienen por objeto la proteccion de datos personales en Colombia,
las muestras tomadas para el estudio y los analisis fueron identificadas con un nimero asignado
completamente al azar de manera que no se pueda identificar quién es el duefio de cada muestra.
Con ese mismo cadigo, se identifico al paciente dentro de la base de datos donde se deposito la

informacion correspondiente al desarrollo de su enfermedad y desenlace clinico. Esta informacion
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fue de conocimiento exclusivo del investigador principal y de los directores del proyectos. A las
muestras no se les realizd ningun procedimiento adicional a los analisis explicados en la
metodologia del presente proyecto (Apéndice J).

Unicamente el investigador principal, las personas del equipo de estudio designadas por
el mismo y las personas asignadas por la Universidad verificaron que los datos registrados son
veridicos, y tuvieron acceso al archivo donde se encuentran. Este archivo estuvo y estara bajo la
custodia del investigador principal y reposara en la Universidad Industrial de Santander en un sitio
seguro.

De acuerdo con lo anterior, dentro del consentimiento y asentimiento informado que se le
explico al paciente acerca de la confidencialidad de los datos, y quienes podrian acceder a dicha
informacion, el parrafo estuvo redactado segun lo plasmado en el titulo Il capitulo I articulo 15 de
la resolucion 8430: “La seguridad que no se identificara al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad”.

Adicionalmente, con respecto a la confidencialidad, la identidad de los individuos
participantes en el estudio se mantendra en reserva y su identificacion en las bases de datos fue
codificada. Para garantizar la confidencialidad de los datos, en el momento de la inclusion de los
pacientes al estudio se les asignd un codigo compuesto por un numero Yy tres iniciales
correspondientes al primer nombre y los dos apellidos. Tanto los formatos de recoleccion de datos
como las muestras generadas de cada uno de los pacientes fueron marcados con la codificacion
mencionada anteriormente. Los datos obtenidos fueron manejados con absoluta confidencialidad
y archivados bajo llave de manera que solo son conocidos por el Investigador principal y el
coordinador del estudio. Adicionalmente, cada una de las personas que hicieron parte del equipo

de investigacion firm¢ el formato de acuerdo de confidencialidad.
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Apéndices

Apéndice A. Protocolo de inclusion de pacientes al estudio.
1. La gestion de los eventos se realizd bajo dos circunstancias: En la primera se
atendieron las alertas generadas por los especialistas de posibles pacientes con diagndstico
de LLA, o por la segunda que fue asistir directamente al llamado de confirmacion por parte
del laboratorio de citometria cuando se confirmé un diagnostico de LLA-B.
2. Se evaluaron los siguientes criterios inclusion para posibles candidatos a entrar en

el estudio:

Pacientes con sospecha de leucemia aguda.

- Pacientes candidatos a recibir esquema de tratamiento de induccidn de acuerdo con
el protocolo institucional para pacientes con Leucemia Aguda del centro
participante en el estudio.

- Pacientes que manifiesten deseo de participacion en el estudio.

- Pacientes de los cuales se pueda obtener una muestra de médula dsea al inicio del
tratamiento de induccion y al momento de la valoracidn de respuesta al tratamiento.

- Pacientes de los cuales se tenga disponibilidad de acceso a la historia clinicay a los
datos respecto al estado de la enfermedad.

3. Se excluirdn las muestras de pacientes que cumplan los siguientes criterios:
- Pacientes con enfermedad neoplasica hematoldgica maligna previa.
- Pacientes que hayan recibido quimioterapia previa para cualquier tipo de cancer.

- Pacientes con limitacion mental.
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- Pacientes en embarazo en cualquier etapa.
4. Una vez evaluado los criterios de inclusion y exclusion de los pacientes, se procede
a impartir los consentimientos y asentimientos informados segun corresponda (Anexo 2).
5. Una vez el diagnostico de la enfermedad sea confirmado por el centro tratante, se

incluiran las muestras de pacientes diagnosticados con LLA-B.
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Apéndice B. Asentimiento informado en su Gltima version.

UNVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER CODIGD
FACULTAD DE SALUD .
ESCUELA DE MICROEIOLOGIA Y BICANALISIS IDENTIFICACION
GRUPO DE INMUNCLOGIA Y EPIDEMICLOGIA
MOLECULAR
Dr. JOSE ARTURC GUTIERREZ TRIANA

Informe de asentimiento informado

Mosotros venimos del Grupo de Inmunologia y Epidemiologia Molecular de la UIS y estamos
realizando un proyecto en el cual se busca determinar cudles son las razones por las cuales
algunos pacientes con leucemia son resistentes al tratamiento, ko cual hace gue muchos
pacientes en Colombia recaigan o mueran. Para esto, necesitamos contar con la
participacion de nifios y nifias de 0 a 17 afos a los que les vayan a hacer examenes de
medula 0sea para diagnosticar su enfermedad y por ello queremos pedir tu colaboracion.
Si decides participar, utilizaremos la parte de la muesira que sobra de la muestra de médula
0sea gue te fomara el medico para hacer el diagnostico de tu enfermedad. Por lo tanto, la
participacion en este proyecto no generard desgos ni molestias adicionales para ti. Ademas,
el tratamiento y los examenes que te haran seran exactamente iguales que a los ofros nifios
y tu participacion no afectara tu salud de ninguna manera.

Con esta muestra, haremos las pruebas de laboratoric gue nos permitan entender ka
enfermedad y definir las caracteristicas que hacen gque algunas celulas sean mas
resistentes (Figura 1). Después de realizar las prusbhas necesarias, las muesiras seran
guardadas congeladas para futuros estudios realizados en nuestro laboratorio los cuales
pueden contribuir en el estudio de la leucemia de otros nifios v adultos.

Ya hemos hablado con tus papas v ellos saben que te estamos preguntando si quieres
participar. Debes tener en cuenta que tu participacion en el estudio es woluntaria, es decir,
aun cuando fus papas hayan dicho que puedes participar, si t no guieres hacero puedes
decir que no, es tu decision. También es importante que tengas daro gue tu ni tus papas
recibirén dinero por participar. Si en algln momento no guisres continuar en el estudio v
deseas retirar la informacion entrega al proyecio o no guieres contestar alguna pregunta no
habra ningln problema.

Las (nicas personas que sabran que participaste en el estudio somos los miembros del
equipo de investigacion. Mosotros no divulgaremos ningin tipo de informacion gue pueda
revelar tu identidad ya que tw muestra sera idenfificada con un codigo asignado
completaments al azar de mansra que no 32 pueda identificar quien es el duefio de cada
muestra.
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INDUSTRIAL DE SANTANDER CODIGO
FACULTAD DE SALUD -
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA Y BICANALISIS IDENTIFICACION
GRUPO DE INMUNCLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Dr. JOSE ARTUROC GUTIERREZ TRIANA

Figura1

16/7/21

“Sé gue puedo elegir participar en la investigacion o no hacerlo. Sé que puedo

retirarme cuando quiera y he leido esta informacion (o se me ha leido la informacion)

y la entiendo. Me han respondido las preguntas y sé que puedo hacer preguntas mas

tarde si las tengo. Entiendo que cualquier cambio se discutira conmigo. Acepto

participar en la investigacion™.

El uso de este consentimiento esta aprobado por tres afios a partir del inicio de las
fvidades de i Ty

Version 6. Fecha 16/07/2021 2
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Apéndice C. Consentimiento informado para padres en su Gltima version.

OMIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SAMTANDER CODIGO
FACLLTAD DE SALUD :
ESCUELA DE MICROEIOLOGIA Y BIDANALISIS IDENTIFICACION
GRUPC DE INMJNCLOGIA Y EPIDEMICLOGIA
MOLECULAR
Dr. JOSE ARTURC GUTIERREZ TRIANA

B
Informe de Consentimiento informado para padres de menores de edad i
La Leucemia Linfoblastica Aguda de precursores B (LLA-B) se presenta en nifios y adultos. E,
Es=ta enfermedad es la principal causa de cancer en nifos y aungue en los pacientes adultos t
es menos frecuente, es muy agresiva. Colombia junto con Costa Rica son los paises donde
mas s diagnostican pacientes con leucemia a nivel mundial. Adicionalments, en Colombia
mueren mas pacientes con leucemia en comparacion con paises desamollados. Una de las -
principales razones por las cuales e fratamiento de la leucemia no funciona es debido a =
que las células del tumor =2 hacen resistentes a los medicamentos de la quimioterapia, lo =

que ocasiona que la enfermedad wuelva vy el paciente recaiga. Debido a que no sabemos
cudles son las caracteristicas que hacen que los pacientes sean resistentes al tratamiento,
se desea hacer un estudio para determinar cudles son estas propiedades que hacen que
los pacientes con leucemia tengan tam mal pronastico.

En estudios anteriores, nosofros encontramos que existen fres genes que cuando se
sobreexpresan en los pacientes adulios con lewcemia, los hace mas resistentes al
tratamiento. Sin embango, no hemos investigado =i esto también sucede en log nifios v
consideramos importante analizar sl estos genes también tienen un efecto en su
enfermedad con el fin de poder utilizaros a futuro como una hemamienta para identificar
desde & momento del diagndstico =i los pacientes menores respanderan bien o mal al
tratamiento. Por lo tanto, para poder llevar a cabo este proyecto, necesitamos contar con la
participacion de nifios y nifias de 0 a 17 afios a los que les vayan a hacer examenes de
médula deea para diagnosticar 2u enfermedad que no hayan tenido otro tipo de cancer
anteriormente y por ello queremas pedir la colaboracion de su hijo(a). Esperamas incluir en
este estudio todos los nifos y nifas que sean diagnosficados con LLA-B durante dos afos
en &l Hospital Universitario de Santander y otros centros parficipantes. La parficipacion de
su hijo{a) consistira en permitimos usar la parte de la muesira de médula osea que sobra
de la muestra que le tomara el medico para hacer el diagnostico de su enfermedad. Por lo
tanto, la participacion en este proyects no generara riesges ni molestias adicionales para
su hijo(a). Los pacientes que participan en el estudio no tendra diferencias en cuanto a los
procedimientos que se realizan habitualmente a los pacientes con esta enfermedad ni
afectard su salud de ninguna manera. Usted debe saber que para la realizacion de este
procedimiento s cuenta con personal calificado, que atendera cualguier inquietud que
usted o 2u hijof{a) pueda fener.

Esta muesira de médula 0sea se usara durante los 3 anos del estudio para buscar si se
expresan algunos genes cuya alteracion pueda estar relacionada con Una mayor o menaor
posibilidad de responder al tratamiento durante la quimioterapia v las células seran usadas
para hacer algunas prusbas en e laboratorio para evaluar si hay alteraciones metabdlicas
que puedan estar relacionadas con la expresion de estos genes y con las caracteristicas
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de la enfermedad registradas en la historia clinica. Después de realizar las pruebas
necesarias, las muestras seran guardadas congeladas para futuros estudios realizados en
nuestro laboratonio los cuales pueden coniribuir en el estudio de la leucemia. Usted debe
saber que con la paricipacion de su hijo(a) en este estudio esta contribuyendo en la
bisgueda de nuevas altemativas para entender y tratar esta enfermedad, lo que a futuro
puede ayudar y salvar la vida de muchos nifios y adultos con leucemia.

Las Unicas personas que sabran que su hijo(a) participo en el estudio somos los miembros
del equipo de investigacion. Mosotros no divulgaremos ninguna informacion sobre élfella v
cuando los resultados de la investigacion se publiquen o se discutan en conferencias, no
g2 inclurd ningdn tipo de informacion que pueda revelar la identidad de élella,
adicionalmente si usted y su hijo{a) lo desean, nos comprometemos a estar informandoles
acerca de los resultados obtenidos en el estudio. Las muestras seran identificadas con un
numeno asignado completamente al azar de manera gue no se pueda idenfificar quien es
el duefio de cada muestra.

La participacion de su hijo(a) en esta investigacion es totalmente voluntaria v los pacientes
que acepten participar no recibiran ningun pago economico. Usted puede autorizar que el
participe o no. De igual manera, usted ywo su hijo(a) puede cambiar de idea mas tarde y
elegir dejar de parficipar y retirar la informacion suministrada al proyecto, aun cuando hayan
aceptado antes y esto no va a generar ningln fipo de inconveniente.

[Ce igual forma, cualquier duda o inquistud que tenga tanto usted como su hijol{a) sobre &l
procedimiento a seguir o sobre el estudio le sera resuelta por el personal de trabajo el cual
esta capacitado para brindarie foda la informacion necesaria.

Tras haber recibido informacion clara y sencilla, he leido [a informacion proporcionada o me
ha sido leida. He tenido la oporfunidad de preguntar scbre ella ¥ 5 me ha confestado
satisfacioriaments las pregurias gue he realizado. Consiento voluntariaments gue mi hijo[a)
participe en esta invesfigacion y entiendo que fiene & derecho de refirarse de la misma en
cLaiguier mamento.

El uso de este consenfimiento esta aprobado por fres afios a partir del inicio de las
actividades de investigacion.
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Apéndice D. Consentimiento informado para mayores de edad en su ultima version.
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Informe de Consentimiento informado para mayores de edad
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La Leucemia Linfoblastica Aguda de precursores B (LLA-B) se presenta en nifios y adultos.
Esta enfermedad es la principal causa de cancer en nifios y aunque en los pacientes adultos
es menos frecuente, es muy agresiva. Colombia junto con Costa Rica son los paises donde
mas se diagnostican pacientes con leucemia a nivel mundial. Adicionalmente, en Colombia
mueren mas pacientes con leucemia en comparacion con paises desamollados. Una de las
principales razones por las cuales el tratamiento de la leucemia no funciona es debido a
que las células del tumor se hacen resistentes a los medicamentos de la quimioterapia, lo
que ocasiona que la enfermedad vuelva y el paciente recaiga. Debido a gue no sabemos
cudles son las caracteristicas que hacen que los pacientes sean resistentes al tratamiento,
se desea hacer un estudio para determminar cuales son estas propiedades que hacen que
los pacientes con leucemia tengan tan mal prondstico.

Para llevar a cabo este proyecto estamos invitando a participar a pacientes mayores de
edad con sospecha de leucemia aguda que no hayan tenido ofro tipo de cancer
antericrments. Todos los pacientes con sospecha de leucemia aguda requieren para su
diagnadstico la realizacion del procedimiento conocido como aspirado y biopsia de médula
o0sea. En este procedimiento el hematdlogo que lo esta tratando toma las muestras para
realizar las pruebas necesarias para un adecuado diagnosfico y clasificacion de la
enfermedad. Igualmente, después del tratamiento de induccion el hematdlogo le tomara
otra muestra de médula dsea para detemminar la respuesta al fratamiento y definir su
conduccion final de tratamiento. Esperamos incluir en este estudio todos pacientes adulios
que sean diagnosticados con LLA-B durante dos afios en el Hospital Universitario de
Santander y otros centros participantes.

Para aquellos pacientes que voluntariamente acepten participar, durante el diagnostico y
seguimiento del tratamiento, se recogera la muestra que sobra luego de realizar el
diagnadstico de su enfermedad. Por lo tanto, la participacion en este proyecto no generara
riesgos ni molestias adicionales. El paciente que desee participar no tendra diferencias en
cuanto a los procedimientos que se realizan habitualmente a los pacientes con esta
enfermedad ni afectara su salud de ninguna manera. Por lo tanto, si usted decide participar
en el estudio usaremos la muestra de médula 6sea que sobra después de haber usado la
cantidad necesaria para realizar el diagnodsfico de su enfermedad.

Esta muestra de médula dsea se usard durante los 3 afios del estudio para buscar si se
expresan algunos genes cuya alteracion pueda estar relacionada con una mayor o menor
posibilidad de responder al tratamiento durante la quimicterapia y las células seran usadas
para hacer algunas pruebas en el laboratorio para evaluar si hay alteraciones metabdlicas
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que puedan estar relacionadas con la expresion de estos genes y con las caracteristicas
de la enfermedad registradas en |a historia clinica. Después de realizar las prushas
necesarias, 1as muestras seran guardadas congeladas para futuros estudios realizados en
nuestro laboratorio los cuales pueden contribuir en el estudio de la leucemia.

Las (nicas personas que sabran gue usted participd en el estudio someos los miembros del
equipo de investigacion. Nosotros no divulgaremos ninguna informacion sobre usted v
cuando los resultados de la investigacion se publiguen o se discutan en conferencias, no
se incluird ningin tipe de informacion que pueda revelar su identidad y nos
comprometemos, si usted lo desea a estar informandole los resultados obtenidos en el
estudio. Las muestras seran identificadas con un ndmero asignado completamente al azar
de manera que no s& pueda identificar quien es el duefic de cada muestra.

Su participacion en esta investigacion es totaimente voluntaria, usted puede elegir participar
o no hacerlo. Los pacientes que acepten participar no recibiran ningdn pago econdmico.
Asimismo, 5l usted cambia de opinidn mas adelante y desea dejar de participar en el estudio
y refirar la informacion suministrada al proyecto lo puede realizar y esto no va a generar
ningdn tipo de inconvenienta.

7

T

De igual forma, cualguier duda o inquietud que tenga sobre el procedimiento a seguir o
sobre el estudio le sera resuelta por el personal de trabajo el cual esta capacitado para
brindarie toda la informacion necesaria.

16/7/21

Tras haber recibido informacion cfara y sencifla, he leido fa informacion proporcionada o me
ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar sobre efla y se me ha contestado
satisfactoriamente las preguntas gue he realizado. Consiento voluntanamente participar en
esta investigacion v enfiendo gue tengo el derecho de refirarme de la misma en cualguier
maomento.

El uso de este consentimiento esta aprobado por tres afios a partir del inicio de las
actividades de investigacion.

EVALUACION DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA TUMORAL RELACIONADOS
CON LA FIRMA DE EXPRESION GENICA DE MAL PRONOSTICO ID11D31GJ Y SU
EFECTO EN LA PLASTICIDAD METABOLICA DE LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA

Mombre del participante o representante Fimma
legal
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La firma puede ser susiituida por la huella

digital en los casos que se amerite Huella digital

Nombre oel testigo 1 Firma

Documento de identidad

Direccion Tellcel

Relacion gque tiene con el paciente

Fecha de la firma / /

Mombre del testigo 2 Firma

Drocumento de Wenbdad

Direccion Telical

Relacion gque tiene con el paciente

Fecha de la firma / /

Persona que imparte el consentimiento:

Nombre:

Firma:

Fecha; ! !
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Apéndice E. Tabla de descripcion de las variables clinicas, moleculares y de laboratorio a evaluar.

Variable Definicion operativa Naturaleza Nivel operativo
Caracteristicas del paciente
Edad Afios cumplidos al momento de la toma de la o _ B
. i Cuantitativa Continua Anos
muestra de médula Osea.
Sexo Género de nacimiento del paciente. Cualitativa Nominal Hombre, mujer

Informacién de la

boratorio clinico

Recuento de

leucocitos

Recuento de leucocitos registrados en el

hemograma al momento del diagnostico.

Cuantitativa Continua

Leucocitos/uL

Recuento de

neutrofilos

Recuento absoluto de neutrofilos registrado
en el hemograma al momento del

diagndstico.

Cuantitativa Continua

Neutrofilos/ulL

Recuento de

plagquetas

Recuento de plaquetas al diagnostico.

Cuantitativa Continua

Plaquetas/uL

Hemoglobina

Hemoglobina al diagndstico en registrada en

el hemograma.

Cuantitativa Continua

g/dL

Niveles de LDH

Lactato deshidrogenasa en realizada al
momento del diagndstico.

Cuantitativa Continua

u/L

Informacioén patologica
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Variable

Definicion operativa

Naturaleza

Nivel operativo

Porcentaje de
blastos en

mielograma

Blastos registrados en el mielograma de cada
paciente al momento del diagnostico (INC,
HUSI).

Cuantitativa Continua

% de blastos

Porcentaje de
blastos por

citometria de flujo

Blastos en médula 6sea registrado en el
reporte de Citometria de flujo al momento

del diagndstico.

Cuantitativa Continua

% de blastos

Porcentaje de
blastos en sangre

periférica

Blastos en sangre periférica registrados en el

hemograma al momento del diagndstico.

Cuantitativa Continua

% de blastos

Enfermedad
Minima Residual
por CMF

Resultado de enfermedad minima residual

del centro tratante de cada paciente.

Cualitativa dicotémica

Positiva> Mas de
0,01% de blastos en
médula osea.
Negativa—> Menos de
0,01% de blastos en

médula 6sea.

Remision completa
definida por

morfologia

Remision completa o0 no, segun reporte del

mielograma.

Cualitativa dicotdmica

Médula en remision >
Menos de 5% de blastos
en Médula oOsea.
Médula con presencia de
enfermedad > Mas del
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Variable Definicion operativa Naturaleza Nivel operativo
5% de blastos en Médula
Osea
Enfermedad Blastos en algin 6rgano fuera de la Médula

extramedular en

Osea, en este caso en el Sistema Nervioso

Cualitativa dicotdmica

Presencia o ausencia

SNC Central.
Caracteristicas moleculares
- Normal
- Hiperdiploide
- Cariotipo
) o complejo con
Conjunto de caracteristicas en los
o ) o menos de 3
Cariotipo cromosomas de una célula, de un individuo o Cualitativa politomica

de una especie.

anormalidades

- Cariotipo

complejo con

mas de

anormalidades.

3

Citogenética

Estudio genético de los cromosomas y las
enfermedades relacionadas causadas por un
ndmero o0 una estructura anormal de los

mMismos.

Cualitativa politomica

- Negativo

- t(411)

- 1(9;22) p210
- 1(9;22) p190
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Variable Definicion operativa Naturaleza Nivel operativo

- t(12;21)

Niveles de expresion o
Amplificacion de los genes ID1, ID3 e IGJ o ) ) )
de los genes 1D1, _ _ Cuantitativa Continua Se usara el método 244CT
D3 e 1G] por medio de PCR en tiempo real.

e
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Apéndice F. Fenotipo energético de los pacientes con potencial metabolico OCR vs el fenotipo

energético de la linea celular NALM-6.

w
o
o

N
o
o

100

OCR (pmol/min/1.000.000 Células)
Respiracion mitocondrial

300

N
o
o

100

OCR (pmol/min/1.000.000 Células)
Respiracién mitocondrial

300

N
o
o

100

OCR (pmol/min/1.000.000 Células)
Respiracion mitocondrial

Aerobic Energetic

NALM-6
JCO 026

#

®_.

Quiescent Glycolytic

I I I 1
0 10 20 30 40

ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)

Glucdlisis
1 Aerobic Energetic
] NALM-6
1 L)
- Quiescent Glycolytic
I I I ]
0 10 20 30 40
ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)
Glucdlisis
1 Aerobic Energetic
] NALM-6
4 JMM 042
] 8
] Quiescent Glycolytic
T T T 1

0 10 20 30 40

ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)
Glucdlisis

OCR (pmol/min/1.000.000 Células) OCR (pmol/min/1.000.000 Células)

OCR (pmol/min/1.000.000 Células)

Respiracion mitocondrial

Respiracién mitocondrial

Respiracién mitocondrial

300

200

100

300

200

100

300

200

100

199

1 Aerobic Energetic
] NALM-6
]
- Quiescent Glycolytic
I I I 1

0 10 20 30 40
ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)

Glucdlisis
1 Aerobic Energetic
1 NALM-6
I Y ”|TF|.
] 1
] —
3] Quiescent Glycolytic

I I I 1

0 10 20 30 40
ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)

Glucdlisis

Aerobic Energetic
NALM-6

5

Quiescent Glycolytic

I I ! 1
0 10 20 30 40

ECAR (mpH/min/1.000.000 Células)
Glucélisis



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B

Apéndice G. Fenotipo energético de los pacientes con potencial metab6lico ECAR vs el fenotipo

energético de la linea celular NALM-6.
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Apéndice H. Variables clinicas en relacion con las variables metabdlicas.

A. Sexo versus variables metabdlicas.
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% PER de Glucdlisis
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B. Edad versus variables metabdlicas.
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% PER de Glucolisis
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C. Numero de leucocitos versus variables metabolicas.
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D. Niveles de hemoglobina versus variables metabolicas.
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E. Ndmero de plaquetas versus variables metabolicas.
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F. Lactato deshidrogenasa (LDH) versus variables metabdlicas.
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% de eficiencia de acoplamiento % Capacidad respiratoria de reserva Glucdlisis basal Tasa de eflujo de protones basal
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G. Enfermedad Minima Residual (EMR) dia 30 versus variables metabdlicas.
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Alteraciones en el cariotipo versus variables metabdlicas.
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Tasa de eflujo de protones basal

Glucélisis basal
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J. Tipo de cariotipo versus variables metabolicas.
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% de eficiencia de acoplamiento %, Capacidad respiratoria de reserva
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K. BCR/ABL versus variables metabdlicas.
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% de eficiencia de acoplamiento % Capacidad respiratoria de reserva
4]

% Eficiencia de acoplamiento

% PER de Glucélisis

1.0

0.8

°©
'S
1

o
o
1

% PER de Glucolisis

1009

80

60

404

20

ns
1

4 ns

% Capacidad respiratoria de reserv

Glucoélisis compensatoria

GlycoPER (pmol/min)

400

300

200+

100

ns

222

Glucolisis basal Tasa de eflujo de protones basal

ns

250 ns
.‘E— 250 .
£ 2004 .
E T 200+
150} E .
e . 3 150
E 1007 5 100+
] i
ERE o |
0] 50
0 0-
& 8 &
o° & 7 &
Q @ Q% &~
mitoOCR/glycoPER (Basal) Acidificacién posterior a 2-DG
10+ ns 60 ns
E £
£ 8- [ n
° ° 404
E g € n
2 2
3 & 20+
Q o
= 27 u >
0] CL] o
0- =
& & & &
(] ] \2 (]
) Q’b @ q'b
R ¥



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 223

L. ETV6 RUNX 1 versus variables metabélicas.
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M. Expresion del gen ID1 (Percentil 25) versus variables metabolicas.
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N. Expresion del gen ID1 (Percentil 50) versus variables metabolicas.
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% de eficiencia de acoplamiento % Capacidad respiratoria de reserva Glucolisis basal Tasa de eflujo de protones basal
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O. Expresion del gen ID1 (224¢* > 1) versus variables metabolicas.
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P. Expresion del gen ID3 (Percentil 25) versus variables metabdlicas.
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Q. Expresion del gen I1D3 (Percentil 50) versus variables metabdlicas.
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% de eficiencia de acoplamiento % Capacidad respiratoria de reserva Glucolisis basal Tasa de eflujo de protones basal
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R. Expresion del gen ID3 (2"24¢t > 1) versus variables metabolicas.
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S. Expresion del gen 1GJ (Percentil 25) versus variables metabolicas.
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T. Expresion del gen 1GJ (Percentil 50) versus variables metabdlicas.
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U. Expresion del gen 1GJ (224€t > 1) versus variables metabdlicas.
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V. Expresion del gen ID1 e ID3 (244t > 1) versus variables metabdlicas.
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W. Expresion del gen ID1 e IGJ (224€t > 1) versus variables metabolicas.
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X. Expresion del gen 1D3 e IGJ (2742¢ > 1) versus variables metabolicas.
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Y. Expresion del gen 1D1, ID3 e 1G] (2"24¢t > 1) versus variables metabolicas.
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Apéndice I. Evaluacion de la expresion génica con variables clinicas de la LLA-B

A. Expresion génica de ID1 percentil 25 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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B. Expresion génica de ID1 percentil 50 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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D. Expresion génica de ID3 percentil 50 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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E. Expresion génica de IGJ percentil 25 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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F. Expresion génica de IGJ percentil 50 en relacion con las variables clinicas, SLE y SG de la LLA-B.
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Apéndice J. Consideraciones éticas y normatividad.

Principios éticos. Este proyecto involucrd la investigacién en muestras de pacientes
humanos con Leucemia Aguda. Por lo anterior, en el presente documento se consignan los
procedimientos que garantizaran los principios éticos en la investigacion.

Beneficencia: Se aplico el principio de beneficencia, ya que, este estudio represent6 un
beneficio para la poblacion, sin presentar un riesgo mayor para ella; y se logro describir el
comportamiento metabdlico relacionado con variables biologicas y clinicas de la enfermedad de
impacto prondstico. Lo encontrado en el presente estudio descriptivo, podria impactar a largo plazo
en la salud de los pacientes con leucemia en poblacion colombiana porque brindaria informacion
relevante para la toma de decisiones en el tratamiento a seguir.

Los pacientes que voluntariamente aceptaron participar en el estudio no recibieron ningun
procedimiento adicional a los que de manera habitual se requieren para el diagndstico de su
enfermedad. Por esta razon, se aclar6 que la muestra utilizada para este trabajo fue una alicuota de
la muestra tomada inicialmente para realizar el diagndstico del paciente.

Respeto a las personas: Los pacientes decidieron de manera autbnoma acerca de su
participacion en el estudio y asi mismo, se protegieron los derechos de autonomia de los menores
de edad. La poblacion pediatrica participante en el estudio leyé el asentimiento informado donde
se le suministrd la informacion correspondiente a las actividades que se realizaron con su muestra,
los riesgos y consecuencias de su participacion, asi como el beneficio de esta. De esta manera, los
pacientes menores de edad consultaron su decision con familiares, amigos y personas de confianza
para decidir su deseo de donar su muestra 0 no. El consentimiento informado autorizé la

participacion en la investigacion con pleno conocimiento de la realizacién del estudio y de los
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riesgos a los que se sometieron en decision libre de su participacion o no. Asi mismo, prevalecié
el criterio del respeto a la dignidad y la proteccion de los derechos y bienestar de todos los
participantes contemplado en el articulo 5 de la Resolucion 8430 del Ministerio de Salud de
Colombia. Adicionalmente, la participacion fue completamente voluntaria y se garantizé que el
paciente tuviera plena libertad de hacer o no parte de este estudio, asi como libertad de abandonar
el estudio en cualquier momento que lo desee.

Justicia: El paciente que voluntariamente acept6 participar, no recibidé ningun beneficio
econdémico por su participacion en esta investigacion ni recibié un tratamiento o alguna
intervencion terapéutica diferente a lo establecido por su centro tratante para el manejo de la
enfermedad en pacientes con leucemia aguda. El conocimiento descrito en esta investigacion
puede permitir a los médicos y cientificos en un futuro desarrollar formas de diagndstico,
tratamiento y seguimiento mas efectivas para esta enfermedad. Esto podra beneficiar, a futuro, a
otros pacientes colombianos de la misma manera independiente de su sexo, edad o estrato social.
Por lo tanto, se incluyeron todos los pacientes que cumplen con los criterios de inclusion y de
exclusion que aceptaron entrar al estudio.

Tratamiento de datos personales. Es de tener en cuenta lo reglamentado a nivel nacional
en la ley estatutaria 1581 de 2012, el decreto 1377 de 2013 y la resolucién de rectoria de la UIS
No. 1227 de 2013 sobre el tratamiento de datos personales, los cuales tienen por objeto la
proteccion de datos personales en Colombia, las muestras que se tomaron para los andlisis
requeridos en el estudio fueron identificadas con un nimero asignado completamente al azar de
manera que no se pueda identificar quién es el duefio de cada muestra. Con ese mismo codigo se
identifico al paciente dentro de la base de datos donde se depositd la informacidn correspondiente

a su enfermedad y desenlace clinico. Esta informacion fue y serd de conocimiento exclusivo del
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investigador principal y de los miembros del equipo de investigacion que él mismo designd. A las
muestras no se les realizdé ningun procedimiento adicional de los andlisis explicados en la
metodologia del presente proyecto.

Unicamente el investigador principal, las personas del equipo de estudio designadas por
el mismo y las personas asignadas por la Universidad para verificar que los datos registrados son
veridicos tendran acceso al archivo donde estan estos datos. Este archivo estara bajo custodia del
investigador principal y reposara en la Universidad Industrial de Santander en un sitio seguro.

De acuerdo con lo anterior, dentro del consentimiento y asentimiento informado se le
explico al paciente acerca de la confidencialidad de los datos y quienes podran acceder a dicha
informacion. El parrafo esta redactado segun lo plasmado en el titulo Il capitulo I articulo 15 de la
resolucion 8430: “La seguridad que no se identificara al sujeto y que se mantendra la
confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad”.

Adicionalmente, con respecto a la confidencialidad, la identidad de los individuos
participantes en el estudio se mantuvo en reserva y su identificacion en las bases de datos fue
codificada. Para garantizar la confidencialidad de los datos, en el momento de la inclusion de los
pacientes al estudio se les asignd un codigo compuesto por un namero Yy tres iniciales
correspondientes al primer nombre y los dos apellidos. Tanto los formatos de recoleccion de datos
como las muestras generadas de cada uno de los pacientes fueron marcados con la codificacion
mencionada anteriormente. Los datos obtenidos fueron manejados con absoluta confidencialidad
y fueron archivados bajo llave de manera que solo puedan ser conocidos por el Investigador
principal y el coordinador del estudio. Adicionalmente, cada una de las personas que hagan parte

del equipo de investigacién firmo el formato de acuerdo de confidencialidad.
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Clasificacion del riesgo de la investigacion. Todos los pacientes con sospecha de
leucemia aguda requieren para su diagnostico la realizacion del procedimiento conocido como
aspirado y biopsia de médula dsea. En este procedimiento se tomaron las muestras para realizar
las pruebas necesarias para una adecuada clasificacion de la enfermedad lo que permite planear un
tratamiento adecuado. Igualmente, después del tratamiento de induccion se toma otra muestra de
médula Gsea para determinar la respuesta al tratamiento y definir su conduccién final de
tratamiento.

Para el desarrollo del objetivo 1, se obtuvieron las muestras a través del proyecto 8746
"Evaluacion de los mecanismos de resistencia tumoral relacionados con la firma de expresion
génica de mal prondstico ID1/ID3/1GJ y su efecto en la plasticidad metabdlica de leucemia
linfoblastica aguda” dirigido por la Dr. José Arturo Gutiérrez Triana, dicho proyecto cuenta con la
aprobacion del Comité de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de
Santander (CEINCI). Para lo cual, se recogio la muestra sobrante luego de realizar los analisis de
diagnostico de los pacientes que voluntariamente aceptaron participar. Por lo anterior, y de
acuerdo con lo estipulado en la Resolucion 8430, Articulo 11, Numeral B, el estudio represent6 un
riesgo minimo, ya gque incluy6 un componente prospectivo que empled el registro de datos a través
de procedimientos comunes consistentes en la recoleccidn de una muestra bioldgica.

Normatividad nacional e internacional especifica relacionada con los aspectos éticos
gue apliquen al proyecto. La realizacion del presente trabajo siguid las recomendaciones para
investigar con seres humanos promulgadas por el codigo de Nuremberg, Declaraciéon de Helsinki
(Corea 2008) e Informe Belmont y por la legislacion Colombiana Resolucion 8430 de 1993 del
Ministerio de Salud de Colombia, que establece las normas académicas, técnicas y administrativas

para la investigacion en salud. De acuerdo con esta resolucién, en el articulo 11 éste trabajo se
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considera con riesgo minimo, puesto que es un estudio que incluyé un componente prospectivo el
cual empled muestras de médula 6sea.

Los procedimientos de la investigacién estuvieron efectuados por personas calificadas y
competentes desde el punto de vista clinico y metodoldgico. La responsabilidad del estudio recayd
en los investigadores principales, quienes contaron con los recursos técnicos y cientificos para
hacerlo competente.

El estudio igualmente se realizd ajustado a otras normas cientificas, técnicas y
administrativas para la Investigacion en Salud establecidas en los siguientes documentos
regulatorios:

Pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la salud con seres
humanos. Elaboradas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas
(CIOMS) en colaboraciédn con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Ginebra, 2016.

Resolucion 3492 de 1998, Resolucion 2935 de 2001 del Instituto Colombiano
Agropecuario, Decision 391 de la Comunidad Andina de Naciones. Decreto 309 del 2000 del
Ministerio de Medio Ambiente.

Buenas practicas de laboratorio (BPL).

Procedimientos especificos para abordar a los participantes.

Para el analisis prospectivo, en el consentimiento y asentimiento informado entregado al
paciente bajo el proyecto 8746 "Evaluacion de los mecanismos de resistencia tumoral relacionados
con la firma de expresion génica de mal pronostico ID1/ID3/1GJ y su efecto en la plasticidad
metabdlica de leucemia linfoblastica aguda”, liderado por la Dr. Gutiérrez, se especifico que el
paciente debe tomarse el tiempo suficiente para decidir si participa o no en el estudio. Se le

recomendo leer cuidadosamente el formato y que formulara las preguntas necesarias al respecto.
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Asi mismo, se hace la claridad que la participacion fue completamente voluntaria y que estuvo en
plena libertad de hacer o no parte de este estudio, asi como en libertad de abandonar el estudio en
cualquier momento. Adicionalmente, la persona encargada de impartir el consentimiento
transmitid la informacién verbalmente a cada uno de los pacientes.

Beneficios que genera este proyecto y beneficios directos potenciales del mismo. El
paciente que voluntariamente aceptd participar no recibié ningun beneficio econémico por su
participacion en esta investigacion. Al participar en el mismo, tuvo la posibilidad de colaborar con
la investigacion en esta area, dirigida a pacientes colombianos con leucemias agudas. El
conocimiento que se genero esta investigacion, en un futuro permitird a los médicos y cientificos
desarrollar formas de diagndstico, tratamiento y seguimiento mas efectivas para esta enfermedad.
Esto podra beneficiar, a futuro, a otros pacientes con esta misma enfermedad. Finalmente, los
resultados seran socializados con los especialistas tratantes.

Riesgo del proyecto para los participantes. Durante la participacion de los pacientes en
el estudio no se realizaron procedimientos adicionales a los que de manera habitual se requieren
para el diagnostico de su enfermedad. Para la realizacion del procedimiento de aspirado y biopsia
de médula dsea el paciente debid firmar el consentimiento informado de su centro tratante para tal
fin. Los riesgos principales relacionados con este procedimiento son que se presente dolor durante
el mismo, riesgo de sangrado y riesgo de infeccion local. Dado que la muestra requerida para este
estudio es el material sobrante de la muestra tomada para su diagndstico y no se requiere tomar
ninguna muestra adicional, no se espera ningun riesgo adicional a los que son esperados para el
mismo.

Riesgo del proyecto para los investigadores y el equipo de investigacion. El trabajo en

el laboratorio de investigacion puede presentar una serie de riesgos relacionados con la
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manipulacion de muestras bioldgicas, sustancias quimicas toxicas y residuos de riesgo bioldgico.
Por lo anterior, en el presente proyecto se implementaran las normas de buenas précticas clinicas
en el laboratorio relacionados con:

1) Habitos personales como no comer, beber, fumar, ni aplicar cosméticos en el
laboratorio y uso de gafas de seguridad.

2) Manipulacion de reactivos quimicos y muestras bioldgicas: conocimiento de sus
posibles riesgos y procedimientos seguros antes de su manipulacién, adoptar las precauciones que
se deben tener en cuenta en cada caso para su manipulacion, uso de bata, gorro, guantes y
tapabocas.

3) Correcto etiquetado de envases.

4) Almacenamiento de reactivos inflamables y se asegurara siempre la separacién de
productos en funcion de sus compatibilidades quimicas.

5) Correcta disposicion de residuos toxicos y bioldgicos.

Segun el articulo 63 de la Resolucion 8430 del Ministerio de Salud, se tuvo en cuenta
todas las normas de bioseguridad para investigacion con microorganismos patogenos. Para esto se
cuenta con las instalaciones necesarias para el procesamiento de muestras bioldgicas en el
laboratorio central de investigaciones de la Fundacion Cardiovascular de Colombia. También se
tomaron todas las precauciones pertinentes para disminuir el riesgo en el investigador y se utilizé
los elementos de proteccion personal y los protocolos establecidos en los procedimientos.

Normas y pélizas de riesgo. Como no se realizaron procedimientos adicionales a los que
se requiere para el diagndstico de la enfermedad, no se espera ningun dafio por la participacién en

este estudio.
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Permisos. En el presente proyecto incluyé muestras de medula 6sea de pacientes
pediatricos y adultos con diagndstico confirmado de LLA-B que asistieron a la consulta de
hematologia en el Hospital Internacional de Colombia (HIC), el Hospital Universitario de
Santander (HUS), y la Clinica San Luis, que aceptaron voluntariamente participar en el estudio
mediante la aprobacion del consentimiento informado aprobado por los comités de ética de las
instituciones. El reclutamiento de pacientes al estudio se realiz6 con la colaboracion de los
Hemato-Oncologos de los respectivos centros tratantes.

Los permisos respectivos por parte de los comités de etica de cada institucion y el Comité
de Etica en Investigacion Cientifica de la Universidad Industrial de Santander (CEINCI) se
encuentran aprobados. Es de tener en cuenta que el proyecto fue favorecido para financiacion por
Colciencias dentro de la convocatoria 807 de 2018. El proyecto fue sometido para aval de todos
los centros participantes con el fin de tener visto bueno para iniciar el reclutamiento de pacientes
y demaés actividades metodologicas necesarias para llevar a cabo el cumplimiento de los objetivos
propuestos.

Permiso para uso de muestras. Segun los principios éticos del cédigo de Nuremberg
para uso de muestras de seres humanos vivos, en el presente estudio se impartié un consentimiento
informado voluntario a cada paciente, se evitd el sufrimiento, se evitd la muerte intencional o
discapacidad de estos, se protegio a los sujetos del dolor, los sujetos tuvieron libertad de abandonar
el estudio en el momento que deseen y los investigadores tuvieron la posibilidad de detener el
estudio si llegase a ocurrir algin dafio a los sujetos. Asi mismo, se siguieron las indicaciones
incluidas en la Declaracién de Helsinki relacionadas con la investigacidn de material humano. Una
vez cumplidos estos criterios y los demas requisitos propios de las instituciones participantes,

fueron depositados de manera clara en los formatos de consentimiento informado y en el
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documento del proyecto y se sometieron a revision y aprobacion de todos los comités de ética de
los centros participantes, con el fin de obtener la autorizacion para la seleccion de pacientes a
incluir, asi como para el impartimiento de consentimiento informado y uso de las muestras
bioldgicas.

Consentimiento y asentimiento informado. Para el desarrollo del objetivo 1, se
siguieron las instrucciones de la Resolucién 8430 del Ministerio de Salud y Proteccion social
acerca de la exigencia del consentimiento informado, el proyecto 8746 "Evaluacion de los
mecanismos de resistencia tumoral relacionados con la firma de expresion génica de mal
prondstico ID1/1D3/1GJ y su efecto en la plasticidad metabdlica de leucemia linfoblastica aguda”
al cual se encuentra anidado este estudio, se realizo el consentimiento informado para pacientes
mayores de edad y adicionalmente el asentimiento informado para pacientes menores de edad y
para sus papas o representantes legales que deseen participar en el estudio. En el documento de
consentimiento y/o asentimiento se incluye de manera breve y clara la justificacion y los objetivos
del estudio, los procedimientos que se realizaran con la muestra del paciente y su proposito, las
molestias o los riesgos esperados, los beneficios que puedan obtenerse, asi como la garantia de
recibir respuesta a cualquier pregunta y aclaracion a cualquier duda acerca de los procedimientos,
riesgos, incomodidades, molestias, beneficios y otros asuntos relacionados con la investigacion y
el tratamiento del sujeto. Adicionalmente se aclaré en el documento que no se identificara al sujeto
y gque se mantendra la confidencialidad de la informacién relacionada con su privacidad.

Para el desarrollo de los objetivos 2 y 3, que requirio la consulta de las historias clinicas,
el articulo 11 de la resolucién 8430 de 1993, dispone que la investigacidn sin riesgo corresponde
a “estudios que emplean técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y aquellos

en los que no se realiza ninguna intervenciéon o modificacion intencionada de las variables
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biologicas, fisioldgicas, socioldgicas o sociales de los individuos que participan en el estudio”. Por
lo tanto, el andlisis retrospectivo es una investigacion sin riesgo, la resolucion 8430 de 1993 indica
en el paragrafo primero del articulo 16 que “tratindose de investigaciones sin riesgo, el comité de
ética podra dispensar al investigador de la obtencion del consentimiento informado”.
Adicionalmente, las pautas éticas internacionales para la investigacion relacionada con la
salud con seres humanos elaboradas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en
la pauta 11 hacen la siguiente consideracion acerca de la autorizacion para investigaciones con
materiales almacenados cuando la investigacion representa un riesgo no mayor del riesgo minimo:
“Cuando los materiales y datos bioldgicos, almacenados en el pasado sin consentimiento
informado especifico o amplio contengan datos importantes que no puedan obtenerse de otra
forma, un comité de ética de la investigacion debe decidir si se justifica su uso. La justificacion
mas comun para usar datos o materiales recolectados en el pasado sin consentimiento es que seria
inviable o prohibitivamente costoso ubicar a las personas cuyos materiales o datos se examinaran”.
Impacto ambiental. La Universidad Industrial de Santander tiene debidamente
protocolizado el programa de gestion general de residuos que incluye residuos biologicos y
quimicos generados en la metodologia de este estudio, el laboratorio central de investigaciones de
la Facultad de Salud, asi mismo el Laboratorio de Investigaciones de la Fundacion Cardiovascular
de Colombia. Por tanto, no se contempla algin efecto adverso sobre el medio ambiente. Los
procedimientos de tratamiento de desechos acogen las normas generales de los aspectos
ambientales y de salud ocupacional de la Universidad Industrial de Santander:
http://www.uis.edu.co/webUIS/es/gestionAmbiental/documentos/programasAmbientales/G

estion%20Integral%20de%20Residuos.pdf.
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Apéndice K. Protocolo para el procesamiento de muestras de médula ésea de pacientes con LLA-

B.

10.

11.

12.

13.

14.

PARTE I: Tincién de Wright

Marcar un tubo eppendorff con el codigo del paciente.
Tomar 50ul de muestra de médula désea del paciente, dentro de la cabina de flujo
laminar.
Trasladar la alicuota a la zona de tinciones.
Marcar la lamina con el codigo de la muestra y con Dx/15/33 segun corresponda
(Realizar dos laminas por paciente).
Tomar 5ul de la alicuota inicial y ponerlo sobre una lamina desengrasa y limpia.
Inmediatamente tomar una lamina extensora y colocarla por la parte anterior de la
gota formando un angulo de 45 grados. Esperar a que toda la muestra se distribuya
por capilaridad en el borde de la ldmina extensora.
Deslizar la lamina extensora suavemente sobre el portaobjetos en sentido
longitudinal.
Dejar secar el frotis a temperatura ambiente.
Colocar las laminas sobre gradilla de tincion adecuada.

Cubrir la lamina con 1 0 3 ml de colorante de Wright durante 1 minuto.

Agregar Buffer (pH 7.0) y soplar para homogenizar hasta obtener un brillo verde

metéalico (Espejo).
Dejar actuar 8 minutos.
Lavar con agua corriente, dejar secar a temperatura ambiente.

Enfocar en el microscopio con el objetivo de 5x.
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15.  Agregar una gota de aceite de inmersion.

16.  Enfocar con el objetivo de 100x.

17.  Observar la lamina y determinar si hay presencia de blastos. (Caracteristicas de los
blastos: Cromatina laxa, células grandes, ndcleo grande, citoplasma basdfilo,
presencia de nucléolos)

PARTE II: Separacién de los PBMCs por Ficoll

1. Determinar el volumen de la muestra. (Realizar los calculos respectivos y marcar los tubos
con el codigo del paciente).

2. Realizar dilucion 1:1 de la muestra con PBS 1x (Previamente atemperado a temperatura
ambiente) (En un falcon de 15ml). Nota: Mezclar muy bien y suavemente la muestra con
pipeta Pasteur. En caso de que haya coagulos tratar de desprenderlos suavemente al
mezclar. Muestra ml PBS 1x ml.

3. Calculas los tubos y el volumen de Ficoll a utilizar (IMPORTANTE: EI Ficoll debe estar
a temperatura ambiente) (En falcon de 15ml).

1,5 mL de muestra diluida—1 mL de Ficoll
_ mL->X
X=__

4. Servir lentamente la muestra diluida en el Ficoll. (Despacio para no romper el gradiente de
densidad del Ficoll. A medida que se hace se debe ir enderezando el tubo).

5. Centrifugar 20 minutos a 20°C a 400 gravedades o a 2000 RPM. (Aceleracion:7
Desaceleracion: 3).

6. Recoger la nube y pasarlo a otro falcon de 15ml.

7. Resuspender hasta 10ml de PBS 1x. Mezclar bien para lavar.



DESCRIPCION DE PERFILES METABOLICOS DE LLA-B 269

8. Centrifugar durante 8 minutos a 1500 RPM a 20°C. (Aceleracion: 7 Desaceleracion:7).
9. Descartar sobrenadante.

10. Resuspender en 1ml de PBS 1x.

11. Realizar conteo celular en Camara de Neubauer para determinar la viabilidad. Para lo cual:
12. Se mezcla 20 ul de solucion de células en buffer Miltenyi con 20ul de azul de tripano.

13. Contar las células vivas y muertas de un solo cuadrante.

.\

(D)

Calcular el % de Viabilidad:

Lo # Células Vivas
% Viabilidad =

X
# Células Totales

% Viabilidad = ————— x 100 =

Nota 1: Este paso es importante para determinar la cantidad inicial de células que hay para la
separacion celular por el marcador especifico.

Nota 2: Se deben contar hasta 150 células por cuadrante, en caso de ser mayor el nimero contado,
se debe realizar dilucion.

Nota 3: En caso de requerir dilucion 1:10, se diluyen 10 ul de la solucién de células en 90 ul de

buffer Miltenyi. Y luego si se mezcla 20ul de las células con 20ul de azul de tripano.
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) YC1+C2+C34+C4
#Células en ml = ®x2x 10 x 10000
# de cuadrantes contados l

Dilucion 1:2 de [ Factor de conversidn ]
azul de tripano

Dilucidn 1:10 de ser
necesaria

# Células/mL = X X x 10000 =
. #Células .
# Células totales = Tl x Volémen Total (ma‘.)|
# Células totales = X

PARTE Ill: Separacion de la poblacion celular CD34
Nota: Los volimenes que se referencia en el protocolo es para un etiquetado magnético de hasta
100°000°000 de células CD19+. Sin embargo, la columna tiene la capacidad de procesar hasta de
200°000°000 de células totales y 10°000.000 de células etiquetadas.

Fijacion de las perlas magnéticas a las células:

1. Tomar las células del paso 10 de la separacion de MNN por Ficoll y centrifugar la
suspension celular a 1500 rpm durante 8 minutos.

2. Aspirar el sobrenadante por completo.

3. Resuspender el pellet en 300ul de Buffer Miltenyi y mezclar muy bien-

4. Agregar 50ul de reactivo de bloqueo FcR para un total de 10”8 (100.000.000) células

en total y mezclar muy bien.
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5.

8.

Agregar 50ul de MicroBeads CD34 para un total hasta de 10”8 (100.000.000) células
y mezclar muy bien.

Mezclar muy bien con micropipeta en incubar durante 30 minutos en el refrigerador (2-
8°C). Mezclar cada 10 min (No por inmersion, sino por movimientos de un lado a otro
suavemente). En total se debe mezclar tres veces.

Agregar 8ml de Buffer Miltenyi hasta para 10”8 células. Centrifugar a 300g o 1500
rpm durante 8 minutos. Aspirar el sobrenadante por completo. (Mientras se realiza esta
centrifugacion, realizar los pasos 1y 2 de la separacion magnética)

Resuspender las células en 2ml de buffer Miltenyi.

Separacidn magnética por columnas MS:

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Colocar la columna en el campo magnetico del separador MACS.

Preparar la columna enjuagando con 500ul de Buffer Miltenyi.

Aplicar suspension celular sobre la columna en dos momentos. Para lo cual se debe
pasar primero 1ml y luego el otro ml. (Este paso, se recoge las células no marcadas con
CD34) (Para este paso se debe utilizar un falcon de 15ml).

Lavar con 500ul de Buffer Miltenyi la columna. Repetir este paso tres veces. (Este
momento tengo en el falcon de 15ml la suspensién de células no marcadas y el buffer
Miltenyi de lavado). Se debe esperar a que la columna se vacie, entre lavado y lavado.
Retire la columna del separador (Magneto).

Adaptar la columna sobre un falcon nuevo de 15ml.

Agregar 1ml de buffer Miltenyi a la columna. Lave las células marcadas empujando

firmemente el émbolo hacia la columna. Repetir este paso dos veces.
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Separacion de la poblacién celular CD19

Fijacion de las perlas magnéticas a las células:

Nota: Los volimenes que se referencia en el protocolo es para un etiquetado magnético de hasta
10°000°000 de células CD19+. Sin embargo, la columna tiene la capacidad de procesar hasta de
200°000°000 de células totales y 10°000.000 de células etiquetadas. Los volumenes relacionados
a continuacion corresponden para 20°000°000 de células mononucleares.

1. Tomar las células 20 millones de células MNC del paso 10. El volumen dénde se
encuentran los 20°000.000 de MNC:s, se calcula de la siguiente forma:

# Células Mononucleares = Volumen en el cual se encuentran (ul o ml)
20°000°000 MNC - X

2. Centrifugar la suspension celular a 1500 rpm durante 8 minutos.

3. Aspirar el sobrenadante por completo.

4. Resuspender el pellet en 160ul de Buffer Miltenyi y mezclar muy bien.

5. Agregar 40ul de MicroBeads CD19 para un total hasta de 1078 (20.000.000) células y
mezclar muy bien.

6. Mezclar muy bien con micropipeta en incubar durante 15 minutos en el refrigerador (2-
8°C). Mezclar cada 5 min (No por inmersion, sino por movimientos de un lado a otro
suavemente). En total se debe mezclar tres veces.

7. Agregar 4ml de Buffer Miltenyi hasta para 10”7 células.

8. Centrifugar a 1500 rpm durante 8 minutos. Aspirar el sobrenadante por completo.
(Mientras se realiza esta centrifugacion, realizar los pasos 1 y 2 de la separacion
magnética).

9. Resuspender las células en 2ml de buffer Miltenyi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15

16.

17.

18.

19.

Separacion magnética por columnas MS:

Colocar la columna en el campo magnético del separador MACS.

Preparar la columna enjuagando con 500ul de Buffer Miltenyi.

Aplicar suspension celular sobre la columna en dos momentos. Para lo cual se debe pasar
primero 1ml y luego el otro ml. (Este paso, se recoge las células no marcadas con CD19)
(Para este paso se debe utilizar un falcon de 15ml).

Lavar con 500ul de Buffer Miltenyi la columna. Repetir este paso tres veces. (Este
momento tengo en el falcon de 15ml la suspension de células no marcadas y el buffer
Miltenyi de lavado). Se debe esperar a que la columna se vacie, entre lavado y lavado.

Retirar la columna del separador (Magneto).

. Adaptar la columna sobre un falcon nuevo de 15ml.

Agregar 1ml de buffer Miltenyi a la columna. Lave las células marcadas empujando
firmemente el émbolo hacia la columna. Repetir este paso dos veces. (Tomar las alicuotas
para realizar el conteo en Camara de Neubauer).

Centrifugar a 1500 RPM por 8 minutos y descartar el sobrenadante.

Resuspender en 3 ml de RPMI y mezclar muy bien.

Centrifugar nuevamente a 1500 RPM por 8 min y descartar el sobrenadante.

Resuspender en 1 ml de RPMI.



