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RESUMEN 

La leucemia mieloide aguda (LMA) es la leucemia más diagnosticada en adultos. Su 

abordaje clínico es complejo debido, principalmente, a su gran heterogeneidad. Esto ha 

ocasionado que durante más de 50 años apenas se hayan introducido mejoras en su 

diagnóstico y tratamiento. Sin embargo, la revolución de las ciencias ómicas ha 

provocado que en los últimos 4 años el protocolo médico de diagnóstico, pronóstico y 

tratamiento de la enfermedad se haya visto notablemente modificado. La reciente 

inclusión de varias mutaciones en la determinación pronóstica y la aprobación de hasta 

nueve nuevos agentes terapéuticos denota que la gestión clínica de la LMA está 

cambiando y que este tema es de actualidad. Pese a ello, la supervivencia a 5 años de la 

enfermedad sigue siendo inferior al 30%. Dos mecanismos moleculares, el metabolismo 

y la señalización redox, han demostrado estar involucrados en la hematopoyesis normal 

y en su versión tumorigénica, la leucemogénesis. Además, estos dos procesos se 

encuentran interconectados. Las especies reactivas del oxígeno (ROS), principales 

ejecutoras de la señalización redox, regulan el metabolismo; y este es el mayor productor 

de ROS. Con todo, los mecanismos que gobiernan esta relación redox-metabolismo 

requieren una investigación más profunda. En este sentido, destacan las NADPH oxidasas 

(NOX) por ser el único sistema celular cuya funcionalidad principal es la producción de 

ROS y, por tanto, tentativamente ser las enzimas clave para regular la señalización redox. 

En esta tesis estudiamos el papel de NOX2 en la LMA. NOX2 es el miembro de la familia 

de las NOX mayoritariamente expresado en células mieloides. Hemos descubierto que 

NOX2 tiene un papel importante regulando el metabolismo de la glucosa de células 

leucémicas, de modo que el descenso de los niveles de NOX2 provoca un metabolismo 

mitocondrial deficiente (ciclo de los ácidos tricarboxílicos y fosforilación oxidativa 

disminuidos), que puede ser compensado por un incremento glucolítico en células 

metabólicamente flexibles. Además, hemos visto que NOX2 también tiene un rol 

importante en la regulación del sistema glutation, donde bajos niveles de NOX2 se ven 

acompañados de un descenso en los niveles de glutation y una capacidad antioxidante 

comprometida. Así pues, NOX2 resulta fundamental para mantener un metabolismo 

mitocondrial activo y permitir la reposición de los depósitos de glutation en células de 

LMA. Conocer estas interacciones moleculares, nos permite proponer un tratamiento de 

inhibición de las NOX (iNOX) en combinación con inhibidores del metabolismo de la 

glucosa como estrategia terapéutica frente a la LMA. Esta combinación ha resultado 
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eficaz en líneas celulares y células procedentes de pacientes con distinto fondo genético-

molecular. De entre las alternativas testadas, la inhibición de NOX junto con el 

tratamiento con oxamato (Ox) ha resultado la opción más atractiva por su alta efectividad 

y su moderada toxicidad en células sanas de médula ósea. La efectividad de iNOX+Ox 

es mayor cuanto más alta es la expresión de NOX2. Por ello, iNOX+Ox se muestra una 

alternativa interesante para pacientes con altos niveles de NOX2 como aquellos con 

fenotipo diferenciado, grupos FAB (clasificación French-American-British) M4 o M5, y 

quimiorresistentes. La adición de citarabina (Ara-C) a la combinación iNOX+Ox 

aumenta la potencia de la combinación induciendo más fuertemente la muerte celular. 

Según nuestros datos, la efectividad de la combinación parece deberse a la modulación 

que ejerce sobre el metabolismo energético y a una potente supresión de la capacidad 

antioxidante de la célula. Por último, en esta tesis presentamos un panel de 29 genes 

correlacionados (29G) con implicación en el metabolismo, entre los que se encuentra 

NOX2. Este panel tiene capacidad de clasificar a nivel pronóstico a los pacientes de LMA. 

Un paso más allá, la expresión de estos 29 genes nos ha permitido computar un índice 

que podría predecir la supervivencia de los pacientes en base a 29G. 29G también 

discrimina 4 grupos con distinta supervivencia dentro del grupo de pacientes con 

pronóstico intermedio. 29G podría mejorar la clasificación de un grupo tan heterogéneo 

como es el de pronóstico intermedio, que actualmente concentra a todos aquellos casos 

con alteraciones que no han sido catalogadas como favorables o adversas. Todos estos 

resultados coinciden en NOX2 y su influencia sobre el metabolismo como piezas 

angulares de la LMA.   
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ABSTRACT 

AML is the most commonly diagnosed leukemia in adults. Its clinical management 

is complex, mainly due to its great heterogeneity. Consequently, for more than 50 years 

there has been little improvement in its diagnosis and treatment. However, in the last 4 

years the medical protocol for diagnosis, prognosis and treatment of the disease has been 

significantly modified owing to the revolution in the omics sciences. The recent inclusion 

of several mutations in the prognostic determination and the approval of nine new 

therapeutic agents indicate that the clinical management of AML is changing and that 

AML is a hot topic. Notwithstanding, the 5-year survival of the disease is still less than 

30%. Two molecular mechanisms, metabolism and redox signaling, have been shown to 

be involved in normal hematopoiesis and its tumorigenic version, leukemogenesis. 

Moreover, these two processes are interconnected. Reactive oxygen species (ROS), the 

main executors of redox signaling, are involved in metabolic regulation and metabolism 

is the major producer of ROS. However, the mechanisms governing this redox-

metabolism relationship require further investigation. In this sense, NOX stand out as the 

only cellular system whose main functionality is the production of ROS and, therefore, 

tentatively as the key enzymes to regulate redox signaling and, further, its influence on 

metabolism. In this thesis we study the role of NOX2 in AML. NOX2 is the NOX family 

member mostly expressed in myeloid cells. We have found that NOX2 plays an important 

role in regulating glucose metabolism of leukemic cells. Decreased NOX2 levels lead to 

impaired mitochondrial metabolism (decreased tricarboxylic acid cycle and oxidative 

phosphorylation), which can be compensated by a glycolytic increase in metabolically 

flexible cells. In addition, we have shown that NOX2 also plays an important role in the 

regulation of the glutathione system, where low NOX2 levels are accompanied by 

decreased glutathione levels and compromised antioxidant capacity. Thus, NOX2 is 

critical for maintaining active mitochondrial metabolism and allowing replenishment of 

glutathione stores in AML cells. Knowledge of these molecular interactions allows us to 

propose a NOX inhibition (iNOX) treatment in combination with glucose metabolism 

inhibition as a therapeutic strategy against AML. This combination has been effective in 

cell lines and patients’ bone marrow mononuclear cells with different molecular-genetic 

backgrounds. Among the alternatives tested, NOX inhibition together with oxamate (Ox) 

treatment has proved to be the most attractive option due to its high effectiveness against 

tumoral cells and moderate toxicity in healthy bone marrow cells. iNOX+Ox shows 
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greater effectiveness the higher the NOX2 expression. Thus, iNOX+Ox is an interesting 

alternative for FAB group patients with a differentiated phenotype, M4 or M5, and 

chemoresistant patients who have demonstrated high NOX2 expression. The addition of 

cytarabine (Ara-C) to the iNOX+Ox combination increases the potency of the 

combination by more strongly inducing cell death. Furthermore, according to our data, 

the effectiveness of the combination seems to be due to the modulation on energy 

metabolism and a potent suppression of antioxidant capacity exerted on cells. Finally, in 

this thesis we present a panel of 29 correlated genes (29G), including NOX2 and involved 

in metabolism, with the ability to prognostically classify AML patients. One step further, 

the expression of these 29 genes has allowed us to compute an index that could predict 

patient survival based on 29G. 29G also discriminates 4 groups with different survival 

rates within the group of patients with intermediate prognosis. 29G could improve the 

classification of such a heterogeneous group as the intermediate prognosis group, which 

currently concentrates all those cases with alterations that have not been classified as 

favorable or adverse. All these results coincide in NOX2 and its influence on metabolism 

as cornerstones of AML. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Leucemia mieloide aguda  

La leucemia mieloide aguda (LMA) es un desorden hematopoyético clonal que se 

caracteriza por la acumulación de mieloblastos (precursores de células mieloides) 

anormales en la médula ósea, que pueden interferir la producción normal de células de la 

sangre y diseminarse a sangre o a otros órganos. El 25% de las leucemias diagnosticadas 

a nivel mundial se corresponden con la LMA; de hecho, se sabe que es la leucemia aguda 

que más afecta a adultos. Cada año se diagnostican entre 3 y 5 casos nuevos de LMA por 

cada 100.000 habitantes.1 La LMA es un cáncer que predominantemente afecta a 

individuos de mediana edad y mayores, más del 65% de los diagnosticados son mayores 

de 50 años y la mediana de edad en el momento del diagnóstico es de 68 años.2 Se 

caracteriza por presentar un escenario molecular muy heterogéneo, con más de 250 

mutaciones y 20 alteraciones citogenéticas que la desencadenan y dificultan su estudio 

(Figura 1). Además, se ha visto que en más de un 90% de los diagnósticos las células 

leucémicas presentan al menos 2 mutaciones iniciadores y, al menos 4 en un 50% de los 

casos.3 Por ello, se suele decir que no hay dos LMA iguales.  

 

Figura 1. Alteraciones citogenéticas y mutaciones recurrentes de pacientes adultos de LMA. Tomada 

de 4. 
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La volatilidad genética de esta enfermedad dificulta enormemente su tratamiento, 

lo que se traduce en una alta tasa de pacientes refractarios al tratamiento primario, mucho 

riesgo de recaída y un alto número de pacientes con un perfil de alto riesgo. Todo ello 

hace que la tasa de supervivencia global a 5 años sea del 29,5%.5 No obstante, los 

pronósticos de la LMA están estrechamente ligados a las características genéticas de la 

enfermedad, y el tratamiento recibido y el pronóstico varían de un paciente a otro como 

veremos más adelante. 

1.1.1. Origen de la leucemia mieloide aguda 

 La hematopoyesis es el proceso mediante el que se forman los componentes 

celulares de la sangre. Es un mecanismo que el organismo lleva a cabo desde la etapa 

embrionaria, inicialmente en el saco vitelino, para posteriormente realizarse en el hígado 

y terminar por establecerse en la médula ósea donde continua a lo largo de toda la vida 

adulta.6 Las células encargadas de prosperar este mecanismo son las células madre 

hematopoyéticas (HSC de sus siglas en inglés hematopoietic stem cells). Las HSC se 

localizan en un nicho perivascular, predominantemente compuesto por células 

mesenquimales y endoteliales, y tienen la capacidad de producir de forma continua 

progenitores no comprometidos que pueden multiplicarse y/o diferenciarse a células 

completamente funcionales de todos los distintos linajes de la sangre. Este proceso, vital 

para la supervivencia del organismo que necesita reposición de eritrocitos y células del 

sistema inmunitario durante toda su vida, se perpetúa gracias a la capacidad de 

autorrenovación de las HSC, que son las células más inmaduras del esquema 

hematopoyético y que actúan como fuente de reposición de la que van generándose 

progenitores cada vez más comprometidos hacia los diferentes linajes hematopoyéticos 

conformando un diagrama hematopoyético jerárquico (Figura 2).  

 La leucemia mieloide aguda se origina por una mutación en una HSC o bien una 

célula progenitora del sistema hematopoyético. La célula que origina la leucemia o COL 

(de sus siglas en inglés cell of origin of leukemia) debe tener capacidad de 

autorrenovación y un mayor potencial proliferativo que las células sanas. Así pues, la 

hipótesis que se baraja actualmente es que o bien la célula HSC sufre una mutación que 

descontrola su capacidad proliferativa o bien la mutación recae sobre una célula 

progenitora que adquiere capacidad de autorrenovación.7 Ahora bien, los estadios de 

diferenciación de la hematopoyesis no son estancos y este proceso se asemeja más a una 
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transición constante que a una sucesión de fases o estados, por lo que este proceso de 

transformación tumoral es más diverso de lo que a priori parece. La evolución del clon 

leucémico es un proceso multietapa que depende del fondo genético de la célula mutada, 

de las mutaciones adquiridas y de la presión del microambiente en el que se encuentra,8 

lo cual provoca que el escenario de cada leucemia sea prácticamente inigualable.9 Esta 

evolución clonal sigue una estructura jerárquica que, en parte, se asemeja a la 

hematopoyesis normal. De hecho, al igual que en la hematopoyesis normal, la leucemia 

presenta una población de células madre denominada células madre leucémicas o LSC 

(de sus siglas en inglés leukemic stem cells), con capacidad de autorenovacion y de 

propagar la población leucémica tras ser transplantadas. Las LSC pueden encontrarse en 

distintos puntos del proceso de evolución del clon leucémico por lo que provienen de la 

COL, pero no tienen por qué presentar el mismo fenotipo.  

 

Figura 2. Modelo de hematopoyesis con una estructura jerárquica en árbol. CFU-E: unidades 
formadoras de colonias eritroides; CFU-Mg: unidades formadoras de colonias megacariocíticas; CFU-Mc: 
unidades formadoras de colonias de mastocitos; CFU-b: unidades formadoras de colonias de basófilos; 
CFU-eo: unidades formadoras de colonias de eosinófilos; CFU-M: unidades formadoras de colonias de 
monocíticas; CFU-G: unidades formadoras de colonias de granulocíticas; NK: natural killer; ILC: células 
linfoides innatas. Tomada de 10. 
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1.1.2. Diagnóstico de la leucemia mieloide aguda 

Las manifestaciones clínicas de la LMA son muy variadas entre los distintos 

pacientes. La mayoría de los pacientes muestran síntomas coincidentes con una aplasia 

medular -fiebre, infecciones, síntomas relacionados a la anemia, hematomas o sangrado 

anormal- y un recuento sanguíneo completo alterado por la existencia de citopenias, 

leucocitosis y/o blastos circulantes. Los cuadros de la enfermedad pueden ser desde 

estables a muy críticos, en los que se requiere su ingreso en la unidad de cuidados 

intensivos de forma inmediata. Existen algunas complicaciones que, aunque con baja 

frecuencia, se pueden producir debido a la LMA: (1) el síndrome de la lisis tumoral ocurre 

cuando los blastos tumorales se lisan espontáneamente o a causa del tratamiento y vierten 

todo su contenido al exterior celular, lo cual produce una fuerte liberación de algunas 

moléculas del interior celular que en altas concentraciones pueden ser tóxicas; (2) 

leucostasis se refiere a un recuento excesivamente alto de células blancas en sangre que 

puede provocar un cuadro parejo al de la isquemia o hipoxia; (3) citopenias, que pueden 

producirse por un descenso en las plaquetas, glóbulos rojos… y son mucho más habituales 

que las dos anteriores complicaciones. Independientemente de si es estable o crítico, el 

establecimiento de un diagnóstico de LMA se debe realizar de forma urgente. 

Se considera que un paciente está enfermo de LMA cuando presenta un 20% o más 

de blastos (mieloblastos, monoblastos y megacarioblastos) en médula ósea o sangre. 

Según las últimas indicaciones, los pacientes con un 10% o más de blastos entran a formar 

parte de una nueva identidad clínica denominada síndrome mielodisplásico/AML 

(MDS/AML de sus siglas en inglés mylodisplastic syndrome/acute myeloid leukemia) y 

en lo referido a diagnóstico y tratamiento deben tratarse como si fueran un caso de LMA 

ya que se ha visto que muchos de estos pacientes presentan alteraciones moleculares 

coincidentes con LMA.11 Para evitar un posible solapamiento con la leucemia mieloide 

crónica en fase acelerada, la LMA con BCR/ABL1 sigue requiriendo un 20% de blastos.  

Así pues, los procedimientos mínimos necesarios para realizar un diagnóstico son: 

recuento sanguíneo completo y cuenta diferencial, aspirado de médula ósea sobre el que 

se realiza un recuento completo e inmunofenotipado de los marcadores de superficie e 

intracelulares de la población tumoral por citometría de flujo. Además, para establecer un 

pronóstico y determinar el tratamiento a administrar deben realizarse varios análisis 

genéticos y se debe tomar la historia médica del paciente en el momento del diagnóstico. 

Un estudio citogenético que nos permita evaluar las alteraciones cromosómicas y un 
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cribado de las mutaciones de FLT3, IDH1, IDH2, NPM1, CEBPA, DDX41, TP53, ASXL1, 

BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 y ZRSR2 son absolutamente 

obligatorios y deben disponer de resultados a la menor brevedad. Se puede extender con 

el análisis de la mutación de otros genes como RAS, WT1, JAK2, CBL… que pueden 

resultar útiles para el seguimiento y monitorización de las células leucémicas. En cuanto 

a la historia médica del paciente, es fundamental conocer si la patología puede derivar de 

un tratamiento o un MDS previo que, junto con un análisis de la comorbilidad del 

paciente, resultarán clave para la decisión terapéutica. Además, conocer los antecedentes 

familiares del paciente y la realización de pruebas de coagulación pueden aportar 

información sobre si el paciente tenía predisposición germinal a desarrollar la 

enfermedad.  

1.1.3. Clasificación y pronóstico 

1.1.3.1. Clasificación French-American-British (FAB) 

Ya hemos mencionado que la característica más relevante de la LMA es su 

heterogeneidad. En aras de simplificar su abordaje, durante años científicos y clínicos han 

tratado de proponer sistemas de clasificación de la enfermedad. En 1976, la clasificación 

FAB (de sus siglas en inglés French-American-British) distribuyó a los pacientes en 

función del tipo de célula del que se origina la leucemia y el grado de maduración de sus 

blastos, creando un sistema de clasificación que se constituye por 8 grupos que van desde 

M0 a M7 (Tabla 1). Los grupos de M0 a M5 se originan a partir de precursores de las 

células blancas de modo que el grupo M0 corresponde a la LMA más indiferenciada y el 

grupo M5 el de células más maduras. La LMA M6 se origina en formas muy tempranas 

de los glóbulos rojos y la LMA M7 comienza en formas tempranas de las células que 

forman las plaquetas. 

Sin embargo, la utilidad que ha mostrado la clasificación FAB en la práctica clínica 

ha sido muy limitada ya que no ha proporcionado ningún tipo de ventaja en el pronóstico 

y tratamiento de la LMA.  
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Tabla 1. Grupos de clasificación FAB de LMA y frecuencia de diagnóstico de cada uno de los 

grupos. 

Tipo FAB Nombre Frecuencia 

M0 Leucemia mieloblástica aguda indiferenciada 3% 

M1 Leucemia mieloblástica aguda con maduración mínima 10-15% 

M2 Leucemia mieloblástica aguda con maduración 25-30% 

M3 Leucemia promielocítica aguda 10-15% 

M4 Leucemia mielomonocítica aguda 25% 

M5 Leucemia monocítica aguda 10% 

M6 Leucemia eritroide aguda 3-5% 

M7 Leucemia megacarioblástica aguda 3% 

 

1.1.3.2. ELN 

Desde 2010, se empezó a considerar la idea de añadir las mutaciones de algunos genes 

a la clasificación pronóstica de los pacientes de LMA, como resultado de las 

observaciones que demostraban que las mutaciones en NPM1 y CEBPα se asociaban a 

buen pronóstico y las mutaciones en FLT3 desencadenaban un pronóstico adverso. Hasta 

ese momento, el pronóstico de los pacientes se estimaba en base a las recomendaciones 

propuestas por Chenson et al., que recogían la influencia de algunas alteraciones 

citogenéticas en el devenir de los pacientes,12,13 y los cambios cromosómicos que iba 

reconociendo la Organización Mundial de la Salud (OMS).14 Es en 2010 cuando por 

primera vez la European Leukemia Net (ELN), un consorcio de investigadores y médicos 

europeos que se crea con el objetivo de integrar las aportaciones interdisciplinares de 

ensayos de LMA, propone un sistema de clasificación pronóstico ordenado, basado en las 

alteraciones genéticas más frecuentes de los pacientes y, además, incluye las mutaciones 

en FLT3, NPM1 y CEBPα.15 El sistema ELN ha tenido dos actualizaciones en los años 

201716 y 2022.11 Su reconocimiento y utilización ha ido ganando acogida, no solo a nivel 

europeo, sino a nivel cada vez más internacional. En las dos últimas guías, el consorcio 

ha añadido nuevas mutaciones que han demostrado capacidad pronóstica para clasificar 

la enfermedad. Igualmente, se han ido matizando las consecuencias de la aparición de dos 
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de estas mutaciones conjuntamente en un mismo clon leucémico ya que provocan 

cambios en la clasificación pronóstica en comparación con las mutaciones aisladas. Por 

ejemplo, los pacientes con mutación en NPM1 tienen buen pronóstico; sin embargo, si 

presentan mutaciones en NPM1 y FLT3-ITD el pronóstico se vuelve intermedio. Como 

puede observarse en la Tabla 2, la ELN propone 3 grupos pronóstico en función de las 

alteraciones genéticas observadas en los pacientes: favorable, intermedio y adverso. Las 

tasas de supervivencia a 5 años de los pacientes menores de 60 años, son del 64%, 42% 

y 20% para favorable, intermedio y adverso respectivamente; mientras que en los 

pacientes mayores de 60 años la supervivencia disminuye al 37%, 16% y 6%.17  

Tabla 2. Clasificación pronóstica de la ELN 2022. Adaptada de 11. 

Categoría pronóstica Alteraciones genéticas 

Favorable 

t (8;21) (q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1 

inv (16) (p13.1q22) or t (16;16) (p13.1;q22); CBFB-MYH11  

NPM1 mutado sin FLT3-ITD  

CEBPα mutado en bZIP 

Intermedio 

NPM1 mutado with FLT3-ITD  

FLT3-ITD  

t (9;11) (p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A  

Alteraciones genéticas no clasificadas como favorables o adversas 

Adverso 

t (6;9) (p23;q34.1); DEK-NUP214  

t (v;11q23.3); reordenamiento KMT2A  

t (9;22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1 

t(8;16)(p11.2;p13.3); KAT6A-CREBBP 

inv(3) (q21.3q26.2) o t (3;3) (q21.3;q26.2); GATA2, MECOM(EVI1)  

t (3q26.2;v); reordenamiento MECOM (EVI1)  

−5 or del (5q); −7; −17/abn (17p)  

Cariotipo complejo o monosómico 

Matación en ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, o ZRSR2  

TP53 mutado 

 

El trabajo de la ELN para recoger y compilar los descubrimientos más significativos 

para el manejo de la LMA ha permitido unificar criterios y necesidades a nivel mundial. 

Aun así, es importante tener en consideración que esta guía es un documento vivo, en 

constante revisión, que ha experimentado cambios grandes de unas versiones a otras: 
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incorporación de nuevos conocimientos, pero también ha habido rectificaciones. Nos 

encontramos ante las primeras versiones de un manual para el manejo clínico de la LMA, 

una enfermedad muy heterogénea de la que aún se desconoce mucho. En este sentido, 

algunas limitaciones que es pertinente resaltar son: (1) pese a las más de 250 mutaciones 

encontradas en LMA solo un pequeño porcentaje de estas está incluido en la clasificación, 

dejando fuera mutaciones que ocurren en un 10-20% de pacientes como DNMT3, RAS, 

IDH1/2; (2) a pesar de haber más de 250 genes mutados frente a una veintena de 

alteraciones citogenéticas son las segundas las más determinantes para establecer el grupo 

de riesgo de los pacientes; (3) pese a las recientes mejoras, el sistema de clasificación 

proporciona información limitada en la determinación del tratamiento a aplicar al 

paciente, de modo que los vínculos entre factores pronóstico y tratamiento son escasos; 

(4) el grupo intermedio carece de valor informativo ya que, de momento, actúa como un 

cajón de sastre para clasificar todo aquello que no es ni favorable ni adverso. Por todo 

ello, es evidente que todavía queda mucho por investigar en torno a la implicación de 

todas estas alteraciones genéticas en la LMA.  

Ahora bien, el análisis funcional exhaustivo de los genes más representativos de la 

LMA nos permite detectar que, esencialmente, son 6 los procesos celulares cuya 

alteración resulta clave para desarrollar LMA18 (Tabla 3): 

1. Vías de señalización que regulan la proliferación. Clásicamente se han 

denominado mutaciones tipo I, aunque esta clasificación ha ido perdiendo validez 

en los últimos años a medida que se iban encontrando más mutaciones. Las 

mutaciones que inducen la proliferación están presentes en 2 de cada 3 casos de 

LMA y alteran vías de señalización que activan la proliferación descontrolada de 

las células.19 También se ha descrito que estas mutaciones son eventos 

mutacionales tardíos en la evolución del clon tumoral.19 Las mutaciones más 

frecuentes de este grupo son en FLT3, presentes en un 30% de los pacientes como 

mutaciones puntuales (TKD) o  duplicados internos en tándem (ITD), y en la 

familia RAS, NRAS, KRAS, PTPN11, que se encuentra mutada en un 10-15% de 

los pacientes. 

2. Modificadores epigenéticos. Las mutaciones en proteínas de regulación 

epigenética aparecen en más de un 50% de los casos de LMA.18 Estas 

modificaciones se han vinculado a los primeros estadios del proceso evolutivo del 

clon leucémico. Parece que son mutaciones iniciadoras pero insuficientes para 
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inducir la transformación tumoral, constituyendo un estadio preleucémico típico 

en individuos ancianos.18 Las más habituales son DNMT3A en aproximadamente 

un 20% de los pacientes, IDH1/IDH2 también en el 20% de los pacientes y TET2 

en un 10-20% de los pacientes. Estas mutaciones alteran la expresión de genes 

implicados en la decisión de las HSC, provocando un fenotipo de bloqueo de la 

diferenciación a la par de una mayor capacidad de auto-renovación.20  

3. NPM1. NPM1 es una chaperona implicada en síntesis de proteínas y replicación 

de ADN. NPM1 se encuentra mutada en aproximadamente el 30% de los 

pacientes de LMA y se asocia a buen pronóstico, excepto si se acompaña de 

mutaciones en FLT3-ITD o DNMT3A en cuyo caso el pronóstico empeora.21 

4. TP53. TP53 codifica para p53, el supresor tumoral más reconocido y ampliamente 

alterado en distintos tipos de cáncer. Se encuentra mutado con mucha más 

frecuencia en LMA derivadas de tratamiento o MDS donde aparece en un 10-15% 

de los casos. Es una de las mutaciones de mal pronóstico (Tabla 2).   

5. Espliceosoma. Son modificaciones genéticas en genes vinculados al proceso de 

splicing, regulado por el espliceosoma. Estas mutaciones aparecen en un 10% de 

los casos de LMA. Estos pacientes presentan blastos con una menor tasa 

proliferativa, por lo que frecuentemente responden peor a los tratamientos, y se 

asocian a una baja tasa de supervivencia.18 Son mutaciones que siempre aparecen 

en heterocigosis ya que en homocigosis son letales. Por ello, se ha propuesto tratar 

estos casos con inhibidores del splicing cuyo efecto será más potente en células 

con un alelo mutado.22 

6. Cohesinas. Las cohesinas son proteínas importantes para la estructura del ADN. 

El complejo de las cohesinas actúa durante la replicación y reparación del ADN, 

así como, en la segregación de los cromosomas durante el ciclo celular. Proteínas 

del complejo de las cohesinas aparecen mutadas en un 6-13% de las LMA.23 

Habitualmente aparecen en heterocigosis y se asocian a un mal pronóstico. Las 

mutaciones de la cohesina perturban el equilibrio entre la autorrenovación y la 

diferenciación de las HSC y progenitoras hematopoyéticas. 

Siempre se ha pensado que todas las mutaciones que muestran los clones leucémicos 

son somáticas, aunque algunas mutaciones que predisponen a otros tipos de cáncer 

también aparecen en LMA: BRCA1, BRCA2, PALB2, TP53 o CHEK2. Cada vez hay más 
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evidencias que hacen pensar que las personas tienen una predisposición hereditaria en la 

línea germinal a padecer neoplasias hematopoyéticas.24 

Tabla 3. Mutaciones recurrentes de LMA y sus implicaciones funcionales. 

Funcionalidad 

celular alterada 
Genes mutados 

Proliferación FLT3, KRAS, NRAS, KIT, PTPN11, NF1 y DEK-NUP214 

Epigenética 
DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2, ASXL1, DDX41, CEBPA, RUNX1, CBFB-MYH11, 

KET6A-CREBBP y MLL/KMT2A 

Nucleofosmina NPM1 

p53 TP53 

Espliceosoma GATA2, SRSF2, U2AF1, BCOR, SF3B1 y ZRSR2 

Cohesinas RAD21, STAG1, STAG2, SMC1A y SMC3 

 

1.1.3.3. Sistema de clasificación de la Organización Mundial de Salud  

Este sistema de clasificación sigue vigente y su quinta edición se ha publicado 

recientemente. Presenta una alternativa de clasificación basada en algunas de las 

alteraciones genéticas frecuentes y sigue proponiendo otra opción de clasificación basada 

en la morfología y diferenciación, actualizando los criterios propuestos por FAB.25 

Ciertamente, la clasificación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) va a la zaga 

de la ELN en la inclusión de mutaciones a su clasificación. Por ello, en los últimos 3 años 

las referencias al sistema ELN se han incrementado en contrapartida de un descenso de 

las referencias a OMS, efecto especialmente notorio en las publicaciones de grupos 

americanos, que años atrás se encomendaban mayoritariamente a OMS.  

1.1.3.4. Nuevas alternativas para clasificar LMA: expresión génica 

Hemos descrito que en los últimos 20 años ha habido un gran progreso en el 

descubrimiento de mutaciones implicadas en la LMA. Esto ha sido gracias al gran avance 

en las técnicas genómicas de alto rendimiento. Entre estas, los estudios GWAS (Genome-

Wide Association Studies) tienen como objetivo relacionar variantes genéticas con 

determinadas patologías y son los que han permitido describir nuevas mutaciones en 

LMA. Pero también podemos encontrar otras estrategias como los métodos de análisis de 
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la expresión génica que, por supuesto, también se han aplicado a LMA para caracterizar 

las diferencias en expresión entre los distintos subtipos de LMA. El diagnóstico y 

pronóstico por expresión génica ya se está utilizando en clínica en otros tipos de cáncer 

como el cáncer de mama y colorrectal.  

Hemos visto que el mejor sistema de clasificación de la LMA, ELN, presenta algunos 

problemas: una gran dependencia por las alteraciones citogenéticas, no inclusión de 

algunas de las mutaciones recurrentes y una gran heterogeneidad en su grupo intermedio. 

Hasta un 45% de pacientes no presenta alteraciones citogenéticas.16 Además, algunas de 

las mutaciones que no se consideran para la clasificación pronostica de ELN son DNMT3, 

IDH1/2 o TET2 que aparecen con una frecuencia de entre el 10-20% en LMA. Por último, 

todos aquellos pacientes que no cumplen las especificaciones de pronóstico favorable o 

adverso quedan clasificados como pronóstico intermedio por descarte. Por todo lo 

anterior, podemos predecir que un alto número de pacientes quedará sin clasificación 

pronóstica apropiada según los métodos actuales. La aplicación de expresión génica 

podría proporcionar una alternativa interesante para estos pacientes. El hecho de que las 

células de la médula ósea y de la sangre sean fácilmente accesibles y fáciles de purificar 

convierte a las leucemias en un tipo de cáncer en el que implementar los estudios de 

expresión del genoma completo resulta interesante. Adicionalmente, los costes de este 

tipo de técnicas se han reducido drásticamente en los últimos 5 años haciendo que, en la 

actualidad, sean económicamente asequibles para su aplicación clínica.  

La expresión génica ha mostrado diferencias en los perfiles de expresión de los 

distintos subtipos de la LMA.26 En los últimos años, se han publicado varios estudios que 

demuestran la aplicabilidad de la técnicas de expresión génica para el diagnóstico de la 

LMA.26–29    

1.1.4. Tratamiento de la leucemia mieloide aguda 

El tratamiento de LMA se divide en tres fases: inducción, consolidación y 

mantenimiento. La primera fase, inducción, tiene como objetivo reducir de una manera 

rápida y todo lo efectiva que sea posible la población de células leucémicas. La segunda 

fase, como bien indica su nombre, pretende consolidar el tratamiento de inducción y 

destruir la fracción de células remanente y más sensible que queda tras el tratamiento de 

inducción. Tras estas fases se evalúa el porcentaje de blastos remanente y se monitoriza 

su progresión a través de un parámetro denominado enfermedad mínima residual (MRD, 
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de sus siglas en inglés minimal residual disease) capaz de detectar presencia de células 

leucémicas en una proporción de 1:104 -1:106 que da información sobre el estado de 

remisión del paciente y permite establecer mejor los planes de tratamiento y pronóstico. 

Por último, se aplica una fase de mantenimiento con el objetivo de tratar de reducir las 

opciones de recaída, que son muy frecuentes en esta enfermedad.  

Desde los 70 la terapia comúnmente utilizada en la fase de inducción para tratar la 

leucemia mieloide aguda ha sido el “régimen 7+3”. El régimen 7+3 se refiere a 3 días de 

antraciclinas (daunorrubicina 30-60 mg/m² intravenosa (IV) diaria o bien idarrubicina 12 

mg/m² IV diaria × 3 días) y 7 días de citarabina (100-200 mg/m² IV en infusión continua 

diaria durante 7 días). En la fase de consolidación, la recomendación es realizar 3-4 ciclos 

consecutivos de entre 3 y 12 horas de citarabina en dosis intermedia, entre 500-1500 

mg/m² IV dependiendo el estado físico del paciente. Por último, la recomendación general 

para el tratamiento de mantenimiento consiste en tomar azacitidina 300 mg oral a diario 

durante 14 días. Hasta hace 3-4 años esta terapia no había sido significativamente 

modificada pese al notable mayor conocimiento que se iba adquiriendo de la enfermedad. 

Este tratamiento ha sido la terapia de elección en base a los resultados de supervivencia 

que se alcanzaban en los pacientes. En los pacientes jóvenes las tasas de supervivencia a 

5 años son del 60-80%, sin embargo, los resultados son considerablemente inferiores en 

los pacientes mayores de 60 años donde solo entre un 40-60% alcanzan la remisión 

completa.16 Durante más de 40 años no se ha encontrado estrategia que mejorara estos 

resultados, pero en los últimos 4 años se han aprobado hasta nueve nuevos agentes para 

el tratamiento de LMA y, aunque el régimen 7+3 siga siendo el estándar de tratamiento, 

varios de ellos se están considerando en primera línea de tratamiento. Los agentes que se 

recomiendan actualmente en primera línea de tratamiento son: 

- Gentuzumab-ozogamicina (GO). Según la última recomendación de la ELN, se 

recomienda aplicar junto con el régimen estándar en pacientes con pronóstico 

favorable e intermedio a una dosis de 3 mg/m² IV los días 1,4 y 7 en la fase de 

inducción y una única dosis en el día 1 de tratamiento de consolidación. GO es un 

conjugado anticuerpo-fármaco que se compone por un anticuerpo monoclonal 

dirigido a CD33, que se encuentra expresado en la mayoría de pacientes de LMA, 

unido covalentemente al citotóxico N-acetil-γ-calicheamicina. La aplicación de 

GO ha mejorado la supervivencia a 5 años de los pacientes de un 55% a un 77,5%  
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en pacientes con pronóstico favorable y de un 35,5% a un 40,7% en pacientes de 

pronóstico intermedio.30 

- Midostaurina. Midostaurina 50 mg se aplica dos veces al día en pacientes que 

presenten mutación de FLT3 tras la aplicación del tratamiento estándar entre el 

día 8 y 21 de tratamiento de forma oral. Se trata de un inhibidor de FLT3 que 

también ha demostrado mejorar la supervivencia de estos pacientes, en 

comparación con la aplicación única del tratamiento estándar.31 En los pacientes 

que presentan resistencia a midostaurina se aplica un segundo inhibidor de FLT3, 

gilterinib, como terapia alternativa. 

- CPX-351. Se administra a pacientes con LMA secundaria, es decir, derivada de 

una mielodisplasia previa, normalmente MDS. Se aplica a 100 U/m² IV los días 

1,3 y 5 en la fase de inducción más 1-2 ciclos de 65 U/m² IV los días 1 y 3 de la 

fase de consolidación. Se trata de una formulación liposomal de la quimioterapia 

7+3 en una proporción de 5:1 de citarabina y daunorrubicina. Mejora 

sensiblemente la supervivencia del grupo de pacientes de muy mal pronóstico, 

incrementando de 8% a 18% la supervivencia a 5 años y de 23% a 56%, en caso 

de recibir trasplante. 

- Venetoclax. La quimioterapia de inducción solo se puede administrar de forma 

segura a individuos en buen estado físico. Según uno de los últimos estudios en 

este sentido, en pacientes mayores de 66 años solamente el 40% recibió el 

tratamiento estándar de quimioterapia entre el año 2000 y 2009.32 Hasta 2018, 

estos pacientes eran tratados con citarabina a baja dosis o azacitidina, con 

resultados muy similares. Los pacientes de una edad menor o igual a 60 años 

presentaban una supervivencia libre de enfermedad a largo plazo de sólo el 40%, 

mientras que en los mayores de 60 el porcentaje era inferior al 10%, con una 

mediana de supervivencia global inferior a 1 año independientemente del abordaje 

terapéutico.18 Hace 4 años los organismos encargados de la aprobación de 

fármacos, aceleraron los trámites para que la combinación de venetoclax con 

azacitidina se aprobará para el tratamiento de estos pacientes a la vista de que esta 

combinación incrementaba del 13% al 48% los pacientes que alcanzan la remisión 

completa en comparación con la aplicación individual de azacitidina.33 

Venetoclax se aplica con aumento de dosis progresivo 100 mg el día 1, 200 mg el 

día 2 y 400 mg del día 3 al 28 por vía oral y en combinación con azacitidina 75 

mg/m² IV o subcutáneo durante 7 días o decitabina 20 mg/m² IV durante 5 días. 
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Venetoclax es un inhibidor de BCL2 y parece que su efecto sobre el metabolismo 

puede ser clave en su función mieloablativa.34 

 

Figura 3. Abordaje clínico del diagnóstico y toma de decisión terapéutica de la LMA. GO: 
gentuzumab-ozogamicina; MRD: enfermedad residual mínima; HCT: trasplante de células 
hematopoyéticas; RC: remisión completa. Adaptada de 2. 
 

Por primera vez en 50 años, las recomendaciones de la ELN 2022 utilizan el 

pronóstico de los pacientes para determinar la estrategia terapéutica que se va a utilizar. 

Esto hace que los procedimientos para la determinación pronóstica deban acelerarse y 

proporcionar los resultados pocos días después del diagnóstico. Aun así, de momento las 

únicas alteraciones genéticas para las que se ha desarrollado un tratamiento 

individualizado efectivo son FLT3, IDH (cuyos inhibidores solo se recomiendan como 
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terapia alternativa) y t(15;17), que induce la formacion de la proteína de fusión PML-

RARα ocasionando leucemia promielocítica, y que se trata con ácido 

transretinoico+trióxido arsénico con tasas de remisión del 95%.  

Se establece que un paciente de LMA ha alcanzado la remisión completa cuando 

presenta menos de un 5% de blastos en médula ósea. El tratamiento preferente post-

remisión es el trasplante de células hematopoyéticas (HCT de sus siglas en inglés 

hematopoietic cell transplant) ya que es el más efectivo reduciendo el riesgo de recaída. 

El HCT consiste en la infusión de células madre hematopoyéticas para reconstituir el 

sistema sanguíneo de un individuo. Generalmente el HCT suele ir precedido por un 

tratamiento ablativo del sistema hematopoyético preexistente en el individuo. Consiste en 

un proceso de cuatro pasos: (1) ablación de la médula ósea del receptor, (2) extracción de 

las HSC del donante, (3) expansión ex vivo de las HSC y (4) trasplante de las HSC del 

donante a la médula ósea del receptor. Ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de 

varias enfermedades, pero el uso más extendido es para el tratamiento de neoplasias 

hematológicas.35 El HCT se ha utilizado durante los últimos 60 años en pacientes 

leucémicos ocasionando una disminución del 39% en la mortalidad en comparación con 

los que reciben únicamente quimioterapia.36 Ahora bien, tiene un riesgo alto; se estima 

que un 20% de la mortalidad de las leucemias es debido al HCT. Por ello, el HCT se 

recomienda únicamente a LMA intermedios y adversos, mientras que los pacientes de 

pronóstico favorable siguen protocolos de mantenimiento. En resumen, el esquema de 

decisión para el tratamiento de la LMA queda ilustrado en la Figura 3. 

1.1.4.1. Tratamiento en LMA refractaria y recaídas 

Pese a los grandes avances de los últimos cuatro años, el número de pacientes 

refractarios a la quimioterapia o en recaída es muy alto en la LMA. El 20% de los 

pacientes jóvenes tratados con quimioterapia intensiva presentan respuesta refractaria 

primaria, es decir, no alcanzarán la remisión completa tras el tratamiento primario.2 Este 

porcentaje asciende al 40% en pacientes mayores de 60 años. Además, aproximadamente 

el 30-50% de los pacientes que alcanzan una remisión completa recaerán tras la fase de 

consolidación, porcentaje que disminuye al 20-30% si reciben trasplante alogénico.2 En 

estos casos es importante realizar un segundo estudio genético ya que las células 

leucémicas responsables de la recaída o remanentes postratamiento no tienen por qué 

tener las mismas características genotípicas que las células leucémicas primarias. El 
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abordaje de estos pacientes es muy individualizado y no todos los centros tienen las 

mismas consideraciones. La estrategia general es utilizar un segundo régimen de 

inducción con alta dosis de quimioterápicos siguiendo protocolos como MEC 

(metotrexato, etopósido, citarabina) o FLAG-IDA (fludarabina, citarabina, 

daunorrubicina, G-CSF), entre otros. El 50% de los individuos que han tenido periodos 

más largos libres de enfermedad, pronóstico favorable y/o jóvenes suelen volver a 

alcanzar la remisión completa, pero tomando la totalidad de la población solo el 20-30% 

vuelve a estar libre de enfermedad.2 En función de los resultados del estudio genético, 

también se puede proponer la utilización de otros fármacos como gilterinib para los 

pacientes con FLT3 mutado refractarios a midostaurina, ivosidenib y enasidenib 

inhibidores específicos de IDH1 e IDH2 respectivamente para los casos con mutaciones 

en estos genes o azacitidina+venetoclax que ha demostrado una eficacia muy variable por 

lo que requiere de más investigaciones para definir en qué pacientes resulta una estrategia 

interesante.37 A la vista de las cifras, es evidente que algunos grupos de pacientes siguen 

siendo muy vulnerables a la LMA y sigue siendo necesario el desarrollo de nuevas 

alternativas farmacológicas.  

1.2. El metabolismo, una diana incipiente frente a la leucemia mieloide aguda 

La principal diferencia entre las células normales y las células tumorales es su tasa de 

crecimiento. Las células tumorales crecen y se dividen de forma acelerada. El 

metabolismo es un conjunto de reacciones químicas ordenadas que permiten a las células 

obtener energía a partir de nutrientes y sintetizar los elementos básicos para el 

crecimiento. Concretamente, se denomina catabolismo a la degradación de 

macromoléculas complejas a moléculas más simples y anabolismo a las rutas 

biosintéticas que generan macromoléculas complejas (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos 

y carbohidratos) a partir de unidades más sencillas. Evidentemente, el metabolismo sufre 

variaciones en el proceso de transformación tumoral para satisfacer e incluso superar las 

exigencias bioenergéticas y biosintéticas del crecimiento celular continuo propio de las 

células cancerosas.  

Las células animales pueden utilizar principalmente cinco fuentes de energía: glucosa, 

ácidos grasos, aminoácidos, cetonas y lactato.38 Las tres primeras, glucosa, ácidos grasos 

y aminoácidos provienen esencialmente de los nutrientes provenientes de la dieta. 

Cetonas y lactato se producen a partir de los anteriores de forma transitoria y no son 



Introducción 

17 

almacenados. Los distintos tejidos del organismo, y más concretamente los tipos celulares 

de cada tejido, utilizan predominantemente unas u otras fuentes de energía. Por ejemplo, 

el cerebro utiliza predominante la degradación de la glucosa para obtener energía y solo 

en condiciones de deprivación de glucosa puede recurrir a la lisis de cetonas. Entre los 

distintos tipos de células de la sangre, los eritrocitos dependen únicamente de la glucosa 

para producir energía debido a que no presentan mitocondrias, necesarias para el 

procesamiento del resto de fuentes energéticas. Otros factores también pueden determinar 

la preferencia de las células por unas u otras vías metabólicas. Entre otros, su 

programación genética o el microambiente en el que se encuentren las células (por 

ejemplo, las concentraciones de oxígeno o la disponibilidad de nutrientes) pueden 

condicionar la fuente de energía a utilizar. 

1.2.1. Glucólisis 

El metabolismo se organiza en distintas vías metabólicas con reacciones químicas 

acopladas con el objetivo de maximizar la captación de energía y prevenir una combustión 

descontrolada de los nutrientes (Figura 4). La glucosa entra al interior celular por difusión 

facilitada a través de los transportadores GLUT o los transportadores de sodio-glucosa 

(SGLT, de sus siglas en inglés sodium-glucose link trasnporters). Una vez dentro, es 

fosforilada inmediatamente por la hexoquinasa en una reacción altamente exergónica que 

la transforma en glucosa-6-fosfato, una molécula polar y de mayor tamaño que ya no 

difunde a través de la membrana. La glucosa-6-fosfato es un punto de intersección de 

varias rutas metabólicas de modo que podría dirigirse a: 1) la ruta de las pentosas fosfato 

si la célula percibe necesidad de nucleótidos, NADPH o intermedios glucolíticos como 

fructosa-6-fosfato o gliceraldehído-3-fosfato; 2) la glucogenogénesis convirtiéndose a 

glucógeno mediante la glucógeno sintasa si requiriera almacenar glucosa; o 3) la 

glucólisis y seguir la oxidación de la glucosa para obtener energía. Por ello, este punto, el 

de la reacción catalizada por la hexoquinasa, está altamente regulado y resulta clave para 

determinar las preferencias energéticas requeridas por la célula. Además de la 

hexoquinasa, hay otros tres puntos calientes de regulación en el metabolismo de la 

glucosa. En primer lugar, la fosfofructoquinasa (PFK) que cataliza la reacción de 

fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bifosfato, cuya energía libre es muy negativa 

favoreciendo la generación de fructosa-1,6-bifosfato aunque esta se acumule. Además, la 

PFK se regula a nivel alostérico por ATP de modo que altos niveles de ATP disminuyen 

su afinidad por fructosa-6-fosfato e inactivan la función de la enzima. En segundo lugar, 
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la enzima piruvato quinasa (PK), que cataliza la conversión de fosfoenolpiruvato a 

piruvato, tiene hasta cuatro isoformas con distinta regulación que se expresan 

dependiendo del tipo celular.39 PKM1 tiene actividad constitutiva y se expresa en tejidos 

con alta demanda catabólica como los músculos, el corazón o el cerebro. Las otras tres 

isoformas PKM2, PKL y PKR tienen baja afinidad a fosfoenolpiruvato, que puede verse 

aumentada por modificación alostérica mediada por fructosa-1,6-bifosfato. Otros 

metabolitos no-glucolíticos y aminoácidos pueden también regular la actividad de las 

isoformas de PK. Por último, el complejo piruvato deshidrogenasa, que está compuesto 

por tres enzimas (E1, E2 y E3) que actúan secuencialmente para transformar el piruvato 

en acetil-CoA, la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) y la piruvato deshidrogenasa 

fosfatasa (PDP). PDK y PDP regulan la actividad de piruvato deshidrogenasa (PDH). La 

subunidad E1 contiene varios residuos de serina que pueden fosforilarse por PDK e 

inactivar la actividad de PDH, acción que puede revertirse por la PDP. Así pues, en este 

caso son las enzimas PDK y PDP las que son susceptibles de regulación alostérica y 

transcripcional como punto de control de la actividad PDH. PDK puede activarse por la 

presencia de ATP, NADH o acetil-CoA, así como activar su expresión a nivel 

transcripcional por PPARα, señales indicativas de potencial energético suficiente.38 Por 

el contrario, PDP se activa por la presencia de Mg2+, indicativo de utilización de ATP, o 

por la presencia de Ca2+, que se incrementa al procesos que requieren mucha energía 

como la contracción, y por otras moléculas indicativas de falta de energía como AMP y 

CoA. 

Por lo general, las células oxidan la glucosa al máximo favoreciendo su entrada en el 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos. Sin embargo, algunas células bien porque no tienen 

mitocondrias como los eritrocitos, bien por no tener niveles de oxígeno suficientes o bien 

por su propia programación metabólica realizan la fermentación láctica; es decir, la 

reducción del piruvato a lactato por la lactato deshidrogenasa. Este proceso resulta 

energética menos rentable ya que genera un rendimiento de 2 moléculas de ATP por cada 

molécula de glucosa, a diferencia de las 36 moléculas de ATP que se consiguen con la 

oxidación completa de la glucosa en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA de sus 

siglas en inglés tricarboxylic acid) y el posterior procesamiento de los NADH generados 

por el ciclo de los TCA en la cadena transportadora de electrones (ETC, de sus siglas en 

inglés electron transport chain). A pesar de ello, las células tumorales clásicamente se 

han caracterizado por llevar a cabo predominantemente la fermentación láctica, lo que se 
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ha denominado efecto Warburg en honor a su descubridor en 1956.40 Se han barajado 

multitud de hipótesis para explicar este efecto y las últimas aproximaciones se inclinan 

por indicar que las células prefieren usar este metabolismo ya que obtienen el ATP de 

forma más rápida y se favorecen la activación de rutas biosintéticas como la ruta de las 

pentosas fosfato.41 Además, como consecuencia de la mayor utilización de la ruta de las 

pentosas fosfato, se produce NADPH que confiere una mayor protección antioxidante a 

estas células. En la actualidad ya sabemos que pese a tener una preferencia por la 

glucólisis aeróbica -aeróbica por darse incluso en presencia de oxígeno- la principal 

característica metabólica de las células tumorales es que son metabólicamente flexibles, 

habiendo tantos estados metabólicos como condiciones en las que se puede desarrollar el 

cáncer.42  

1.2.2. Ciclo de los ácidos tricarboxílicos  

Las células tumorales presentan una reprogramación metabólica que no solo consta 

de la hiperactivación de la glucólisis aerobia. Otras características comunes que se 

observan en un gran número de tumores son: 1) incrementada dependencia de la 

glutamina, 2) mayor flujo a través de la ruta de las pentosas fosfatos, 3) mayor entrada de 

lípidos a la par de lipogénesis y síntesis de colesterol, 4) metabolismo de los aminoácidos 

alterado y 5) utilización de sustratos alternativos como el lactato o el acetato.43 Todas 

estas alteraciones confluyen modificando el ciclo de los TCA, que es el promotor central 

de la síntesis de ATP y de las rutas biosintéticas. El ciclo de los ácidos tricarboxílicos, 

también conocido como ciclo de Krebs, se lleva a cabo en la matriz mitocondrial. Consta 

de varias reacciones encadenadas en las que varios ácidos orgánicos se oxidan con el 

objetivo final de transferir H+ a NAD+, que puede ser transformado en energía en la ETC 

(Figura 4). También existen 3 puntos calientes en la regulación del ciclo de los TCA. En 

primer lugar, la actividad de la citrato sintasa que cataliza la condensación de acetil-CoA 

y oxalacetato en citrato. Esta enzima está modulada negativamente por NADH, succinil-

CoA, citrato y ATP y positivamente por ADP. Además, posteriormente el citrato puede 

escapar del ciclo de Krebs y salir de la mitocondria para ser utilizado en la síntesis de 

lípidos si las necesidades energéticas de la célula son bajas. En segundo lugar, la actividad 

de la isocitrato deshidrogenasa, que se trata del primer paso del ciclo de los TCA donde 

se sintetiza NADH como resultado de la descarboxilación oxidativa del isocitrato a α-

cetoglutarato. La actividad de esta enzima se incrementa ante la presencia de ADP y Ca2+ 

y se reduce si se le une ATP. Por último, la α-cetoglutarato deshidrogenasa descarboxila 
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el α-cetoglutarato en succinil-CoA y es regulada negativamente por NADH y el propio 

succinil-CoA, constituyendo en bucle de regulación negativa, y positivamente por Ca2+.  

Figura 4. Metabolismo de la glucosa. Reacciones que se suceden en el metabolismo de la glucosa hasta 
la oxidación completa de esta. En azul las enzimas implicadas en cada reacción, en rojo los sustratos 
secundarios de cada reacción, en verde los productos secundarios de cada reacción. En negrita, las rutas 
catabólicas y anabólicas que pueden interaccionar con el metabolismo de la glucosa.  

1.2.3. Otras fuentes de energía distintas a la glucosa 

Como indicábamos previamente, la reprogramación que sufren las rutas metabólicas 

de las células tumorales termina desencadenando cambios en el ciclo de los TCA. Las 

células tumorales requieren de una alta producción de lípidos para abastecer la síntesis de 

nuevas membranas necesarias para su crecimiento celular. Por ello, incrementan la 

entrada y síntesis de lípidos pero también derivan gran parte de su acetil-CoA hacia la 

biosíntesis de lípidos. De hecho, enzimas como la acetil-CoA sintetasa 2 (ACSS2), la 

ATP-citrato liasa (ACLY) y la ácido graso sintasa (FASN), dirigidas a incrementar y 

direccionar acetil-CoA a la síntesis de ácidos grasos, se encuentra frecuentemente 

reguladas al alza en diversos tipos de tumores.44 Como resultado, las células tumorales 

disponen de menor cantidad de acetil-CoA para mantener el ciclo de los TCA por lo que 

contrarrestan su ausencia metabolizando mayores cantidades de glutamina que puede 

suplementar el ciclo de los TCA en forma de α-cetoglutarato.45 La glutamina se 

transforma en glutamato por la glutaminasa. El glutamato puede dirigirse a diversas 

funciones celulares entre las que podemos encontrar suplementar el α-cetoglutarato del 
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ciclo de los TCA, al que puede transformarse gracias a la enzima alanina-

aminotransferasa. Aparte de la glutamina, otros aminoácidos pueden procesarse y 

transformarse en distintos intermediarios del ciclo de los TCA: histidina, prolina y 

arginina pueden transformarse en glutamato; valina, isoleucina y metionina pueden entrar 

a formar parte del ciclo como succinil-CoA; fenilalanina y tirosina como fumarato; y, por 

último asparagina puede transformarse en aspartato y este en oxalacetato.38 Se han 

descrito muchas y diversas alteraciones en el metabolismo de los aminoácidos en 

cáncer.46 Lo que sabemos seguro es que todas ellas estarán alterando el equilibrio 

energético de las células tumorales. También algunos metabolitos como el lactato o el 

acetato, que generalmente se consideran productos de desecho del metabolismo celular, 

se ha visto que pueden procesarse como fuentes de energía en las células tumorales. 

Recientemente se ha descubierto que los cánceres de páncreas, mama y pulmón utilizan 

el lactato para el ciclo de los TCA, incluso preferentemente a la glucosa.43,47,48 Por otro 

lado, el acetato, producido a partir de fermentación microbiana, oxidación del alcohol u 

obtenido a partir de la dieta, puede transformarse en acetil-CoA por la acetil CoA sintetasa 

(ACCS). La forma citoplasmática de la enzima, ACCS2, como hemos descrito 

previamente, se encuentra incrementada en varios tipos de cáncer provocando cierta 

dependencia por el acetato, lo cual ha llevado a proponer a esta enzima como diana 

terapéutica efectiva.49  

1.2.4. Fosforilación oxidativa  

Se calcula que, de media, una célula obtiene aproximadamente el 70% de su ATP del 

metabolismo mitocondrial y es que, tras el ciclo de los TCA, de cada molécula de glucosa 

se han obtenido 10 moléculas de NADH, 2 moléculas de FADH2 y 4 moléculas de ATP 

(2 de ATP y 2 de GTP). Todas esas moléculas de NADH y FADH2 donarán sus electrones 

a la ETC y terminarán por convertirse en aproximadamente 36 moléculas de ATP por la 

ATP sintasa o complejo V. Este proceso se denomina fosforilación oxidativa (OXPHOS). 

El proceso se lleva a cabo en la membrana mitocondrial interna donde se localizan los 4 

complejos de la ETC y la ATP sintasa. Los NADH y FADH2 procedentes del ciclo de los 

TCA o importados del citoplasma transfieren su energía en forma de electrones a los 

complejos I y II, respectivamente. Ambos complejos, I y II, son flavoproteínas que 

contienen un grupo FAD o FMN capaces de aceptar electrones. Desde el complejo II los 

electrones se transfieren al complejo III mediante la coenzima Q y, por último, viajan 

hasta el complejo IV que tiene la capacidad de reducir una molécula de oxígeno en 2 de 
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agua. La coenzima Q y los complejos III y IV contienen grupos hemo con un ion de hierro 

Fe2+ capaz de admitir electrones. Cada uno de estos complejos acepta los electrones y 

reduce al siguiente miembro de la cadena utilizando parte de la energía del flujo de 

electrones para bombear protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembrana. 

Así pues, el complejo I bombea 4H+, el complejo III otros 4 y el complejo IV bombea 2 

protones de modo que se genera un gradiente de protones cuya fuerza protón motriz 

impulsa el paso de protones a través de la ATP sintasa que aprovecha esta energía para 

transformar una molécula de ADP en ATP cada 3.3 protones, aproximadamente.  

Pese a que el efecto Warburg existe y es frecuente en células tumorales, la alta 

flexibilidad metabólica de estas ha abierto el foco a estudiar otras rutas metabólicas que 

nos permitan entender las estrategias de obtención de energía de estas células. OXPHOS 

también se encuentra alterado en cáncer. De hecho, las células madre cancerosas, así 

como muchas células resistentes a la terapia, presentan un metabolismo OXPHOS 

dependiente.50 A continuación, describiremos el metabolismo de las células leucémicas, 

concretando en lo que se conoce sobre LMA, lo cual nos permitirá definir con mayor 

precisión las rutas y dianas metabólicas de mayor interés en la patología en estudio en 

esta tesis.  

1.3. Metabolismo en leucemia mieloide aguda 

Los distintos tipos celulares presentes en la sangre tienen diferentes particularidades 

metabólicas que les permiten adaptarse a su entorno y desempeñar su funcionalidad con 

el máximo de garantías. Previamente destacábamos el ejemplo de los eritrocitos, que no 

presentan mitocondrias para evitar utilizar el oxígeno que transportan para su propio 

metabolismo y, consecuentemente, son totalmente dependientes de la glucólisis para la 

obtención de energía. También hemos descrito que la evolución del clon leucémico es un 

proceso complejo y altamente variable lo cual deriva en fenotipos muy dispares donde, 

en ocasiones, el metabolismo sufre modificaciones. Sin embargo, se observan patrones 

metabólicos comunes entre las células implicadas en el desarrollo de la leucemia. Resulta 

pertinente describir estos aspectos comunes ya que son potencialmente utilizables como 

dianas terapéuticas, como se describirá más adelante. 
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1.3.1. Células madre hematopoyéticas 

La característica distintiva de las HSC es su capacidad de autorrenovación, función 

que pueden desempeñar gracias a encontrarse en un estado de quiescencia que les permite 

diferenciarse o proliferar solamente en las condiciones que se requiera. Por tanto, una de 

las prioridades de las HSC es mantenerse en estado quiescente. Para ello, se supone que 

el metabolismo glucolítico es la fuente de energía más apropiada. La glucólisis cumple 

todos los requisitos que necesitan las HSC: baja demanda energética, adaptabilidad a su 

nicho -predominantemente hipóxico- y menor producción de especies reactivas del 

oxígeno (ROS) debido a la no utilización de la ETC, que como veremos más adelante 

supone un estímulo prodiferenciador. Durante mucho tiempo, se consideró que las HSC 

tenían un bajo contenido mitocondrial. Sin embargo, se ha demostrado que el contenido 

mitocondrial de las células progenitoras multipotentes (MPP) y de las HSC es similar. No 

obstante, la capacidad respiratoria de las MPP supera a la de las HSC.51 Una posible 

explicación es que las HSC estén expuestas a un elevado recambio mitocondrial y 

mitofagia, pero ambos son comparativamente bajos en las HSC en comparación con las 

MPP. Nuevas evidencias sugieren que las HSC presentan más mitocondrias inmaduras 

sometidas a un complejo proceso de degradación lisosomal.52,53 De hecho, Liang et al. 

han identificado subpoblaciones de HSC con diferente metabolismo.53 Estos últimos 

descubrimientos apuntan a la existencia de una población minoritaria muy inmadura y 

metabólicamente inactiva y una población metabólicamente activa más abundante que 

obtiene ATP derivado principalmente de la glucólisis, pero también de la ruta ciclo de los 

TCA-ETC.53 Aunque las HSC se habían clasificado como glucolíticas, los investigadores 

han empezado a revelar la necesidad del metabolismo mitocondrial para la homeostasis 

de las HSC.53,54 Por ejemplo, la restricción glucolítica es necesaria para la potencia de 

repoblación de las HSC.53 Muchos reguladores maestros del metabolismo han 

demostrado afectar a la decisión de destino de las HSC a través de cambios metabólicos. 

Algunos de ellos son la quinasa hepática B1 (LKB1),55 PI3K-AKT-mTOR,56 la proteína 

quinasa activada por AMP (AMPK)55 y la proteína tirosina fosfatasa mitocondrial 1 

(PTPMT1).57 Entre estas vías de señalización y otras, la que se ha demostrado con más 

frecuencia como responsable del destino metabólico de las HSC es HIF1/2α.58 La 

supresión de HIF1α provoca el viraje metabólico de glucólisis a OXPHOS a la par que 

un deterioro de la capacidad de reconstitución de las HSC.59 Ahora bien, algunos 

investigadores empiezan a cuestionar la implicación de HIF1/2α en el comportamiento 
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metabólico de las HSC, demostrando que el control ejercido por HIF1/2α sobre el 

metabolismo de las HSC no es decisivo60 y que HIF1/2α no es necesario para el 

mantenimiento autónomo de las HSC.61,62  

1.3.2. Células madre leucémicas (LSC) 

Dicho esto, hay algunos eventos clave en la vida de las HSC que sabemos que se 

acompañan de un cambio metabólico hacia la activación del ciclo de los TCA-ETC: la 

expansión clonal que se da durante el periodo embrionario en el hígado,59 la activación 

de la proliferación63 o diferenciación,57 la transformación tumoral y el propio 

envejecimiento.59 Estos procesos requieren de altas cantidades de energía y algunos 

intermediarios metabólicos por lo que recurren a OXPHOS, pero ha de considerarse que 

el incremento de OXPHOS también se acompaña de una subida de ROS. Las LSC deben 

controlar sus niveles de ROS con mucha precisión para mantener los beneficios del 

aumento de la OXPHOS sin perder su potencial quiescente. La principal barrera contra 

las ROS en las LSC es el aumento de la expresión de genes antioxidantes,64 aunque se ha 

descrito que células del microambiente de la médula ósea podrían transferir moléculas 

antioxidantes a las LSC.65 Todo esto indica que las LSC y las HSC presentan 

características metabólicas distintas.66 En esencia, las LSC de la LMA -principalmente 

quiescentes con bajos niveles de ROS- recurren a la OXPHOS y son incapaces de utilizar 

la glucólisis cuando se inhibe el metabolismo mitocondrial.67 Además, alimentan la ETC 

con productos del catabolismo de aminoácidos,68 lo que hace que la actividad de la 

OXPHOS sea aproximadamente tres veces superior a la de sus homólogas sanas.69 Como 

discutiremos más adelante, este rasgo diferencial de las LSC se ha utilizado para atacar 

de forma específica a estas células que son consideradas el principal repositorio de células 

leucémicas.  

Es más, durante años se ha considerado que las LSC eran las células responsables de 

las recaídas. Recientemente, Farge et al. han descrito que ni las LSC ni las células 

inmaduras ni las células quiescentes se localizan entre las células en recaída.70 Las células 

de recidivas desarrollan una firma génica particular que activa OXPHOS y, junto con un 

aumento de la masa mitocondrial en su citoplasma, da lugar a la activación de la ETC y 

a niveles elevados de ROS. Estas células dependen de la oxidación de ácidos grasos para 

alimentar OXPHOS71 y presentan una expresión elevada de CD36, un transportador de 

ácidos grasos, como herramienta para evadir la apoptosis inducida por los tratamientos.70 
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Esto indica que la dependencia de la OXPHOS ejercida por las LSC es compartida con 

las células quimiorresistentes, pero no con las HSC sanas (Figura 5). Por ello, este 

mecanismo de obtención de energía se postula como una interesante estrategia 

terapéutica. 

 

Figura 5. Estado redox y metabólico de las HSC frente a las LSC y las células quimiorresistentes. 
Las HSC se caracterizan por una baja actividad metabólica y bajos niveles de ROS. Los bajos niveles de 
ATP que necesitan proceden de la glucólisis, ya que tienen mitocondrias inmaduras que sufren 
degradación. Los bajos niveles de NOX y de metabolismo mitocondrial podrían explicar los bajos niveles 
de ROS de las HSC, que no requieren sistemas antioxidantes elevados para mantenerlos bajo control. Sin 
embargo, las LSC obtienen energía de forma activa principalmente por glucólisis (flecha gruesa) pero 
también a partir del ciclo de los TCA y FAO (flechas finas). Este metabolismo activo provoca la producción 
de ROS que son eliminadas por la sobreexpresión de sistemas antioxidantes. En el lado derecho de la 
figura, las células quimiorresistentes también producen ATP por glucólisis, aunque muestran mitocondrias 
maduras y fusionadas que producen una OXPHOS elevada, siendo alimentadas por el ciclo de los TCA y 
FAO hiperactivadas. La OXPHOS y la NOX aumentadas dan lugar a niveles elevados de ROS que no 
pueden extinguirse a pesar de los elevados sistemas antioxidantes. ETC: cadena transportadora de 
electrones; FAO: oxidación de ácidos grasos; HSC: células madre hematopoyéticas; LSC: células madre 
leucémicas; NOX: NADPH oxidasa; OXPHOS: fosforilación oxidativa; TCA: ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos. Adaptado de Romo-González et al.72 

1.3.3. Masa de células leucémicas 

Al resto de células leucémicas que no son LSC se les conoce como masa de células 

leucémicas. Esta población es la mayoritaria y la responsable del desarrollo y progresión 
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de la LMA. Como hemos descrito que ocurre para las células de otros tumores, la masa 

de células leucémicas tiene un metabolismo glucolítico muy alto en comparación con las 

células mieloides sanas, oxidando la mayor parte de la glucosa que consume a lactato por 

fermentación del ácido láctico (Figura 6).73 Entre otros grupos, Cheng et al. describieron 

un aumento de la glucólisis en la LMA, pero su trabajo fue más allá al descubrir un panel 

de seis genes relacionados con la glucólisis que demostraron valor pronóstico para la 

enfermedad. Más recientemente, Lo Presti et al. han descrito que los pacientes con LMA 

presentan metabolomas diversos en función de sus alteraciones citogenéticas y 

moleculares.74 La glucólisis se promueve en aquellos casos de LMA en los que la 

leucemia es inducida por oncoquinasas como FLT3-ITD75 o BCR-ABL.76 Sin embargo, 

en otras translocaciones típicas de la leucemia -por ejemplo, MLL-AF9- la OXPHOS se 

produce preferentemente. De hecho, la tendencia general de las células cancerosas es 

inducir en exceso la glucólisis, mientras que las mitocondrias siguen funcionando como 

en las condiciones no patológicas,77 lo que demuestra que las células siguen utilizando el 

metabolismo mitocondrial y pueden recurrir a su uso excesivo si es necesario. De hecho, 

las células de LMA tienen más mitocondrias pero con una capacidad respiratoria alterada 

a causa de una menor capacidad respiratoria de reserva por mitocondria que termina 

provocando acumulación de ROS.78 En cualquier caso, se sabe que la contribución de 

ATP de las mitocondrias de las células leucémicas es similar a la de las células normales 

en la mayoría de los tipos de leucemia. Todavía se necesitan más estudios metabolómicos 

para describir las condiciones que llevan a las células leucémicas a elegir qué fuente del 

ciclo de los TCA contribuye más a esta normal actividad de OXPHOS, ya que tanto la 

oxidación de aminoácidos79 como la de ácidos grasos80 han sido implicadas, demostrando 

una gran adaptabilidad de su metabolismo a las condiciones ambientales. Esta flexibilidad 

metabólica empieza a describirse en todas las poblaciones que hemos descrito 

previamente -en la masa de células,81 LSC82 y células quimiorresistentes83- y es 

importante tenerla en cuenta porque dificulta la posibilidad de utilizar el metabolismo 

como diana terapéutica.84 
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Figura 6. Estado redox y metabólico de las células de leucemia mieloide aguda frente a sus 
homólogas sanas. Las células mieloides sanas obtienen ATP de la glucólisis y de OXPHOS de forma 
equilibrada. Producen niveles moderados de ROS que podrían ser variables dependiendo del estado de 
diferenciación. Sin embargo, las células leucémicas de LMA sobreestimulan la glucólisis y la OXPHOS 
impulsada por el ciclo de los TCA (flechas gruesas) para satisfacer sus necesidades de proliferación en 
términos de energía y síntesis de macromoléculas (Nt, Aa y Lip). Este metabolismo exacerbado, junto con 
los elevados niveles de NOX, significa que estas células están expuestas a un elevado estrés oxidativo. 
Las células de LMA tienen niveles bajos de sistemas antioxidantes. Aa: aminoácidos; LMA: leucemia 
mieloide aguda; ETC: cadena de transporte de electrones; FAO: oxidación de ácidos grasos; Lip: lípidos; 
NOX: NADPH oxidasa; Nt: nucleótidos; OXPHOS: fosforilación oxidativa; TCA: ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos. Adaptado de Romo-González et al.72 

1.4. Especies reactivas del oxígeno, ¿consecuencias del metabolismo o un 

mecanismo celular independiente? 

1.4.1.  Especies reactivas del oxígeno  

Por todo lo previamente descrito se está comenzando a considerar que el metabolismo 

mitocondrial sea, no solo una consecuencia pasiva, sino un inductor activo de la tasa 

quiescencia/diferenciación de las células madre hematopoyéticas.63 En este sentido, uno 

de los principales productos de la actividad del metabolismo mitocondrial ha sido muy 

vinculado a la diferenciación hematopoyética y a la transformación leucémica: las 

especies reactivas del oxígeno (ROS de sus siglas en inglés reactive oxygen species).85 

Las ROS son un conjunto de moléculas pequeñas que contienen un átomo de oxígeno y 
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que son altamente reactivas pudiendo dañar ADN, ARN, lípidos y proteínas. Las ROS 

también pueden reaccionar fácilmente con una molécula de óxido nítrico (NO.) formando 

nuevas moléculas, también con alta reactividad, que se denominan especies reactivas del 

nitrógeno (RNS de sus siglas en inglés reactive nitrogen species) por contener un átomo 

de nitrógeno. Es frecuente encontrar el término RONS para referirnos a todo el conjunto 

de ROS y RNS, aunque comúnmente se habla preferentemente de la producción de ROS 

ya que la presencia de ROS en la célula suele ser mayor que la de RNS (Figura 7).  

 

Figura 7. Procesos de conversión de las especies reactivas del oxígeno y nitrógeno (RONS). En azul 
las especies reactivas del oxígeno (ROS) y en naranja las especies reactivas del nitrógeno (RNS). El tono 
de la molécula es mayor cuanta mayor sea su reactividad. En verde las enzimas que participan en las 
reacciones de conversión de unas moléculas a otras. SOD: superóxido dismutasa; Prx: peroxirredoxina; 
Trx: tiorredoxina; Gpx: glutation peroxidasa.  

La producción mayoritaria de ROS en la célula deriva del metabolismo celular donde 

las ROS se producen como productos secundarios. El principal productor de ROS en la 

célula es la ETC.86 Es frecuente que los complejos de la ETC tengan pequeñas fugas de 

electrones que derivan en la generación de ROS. Se ha descrito que los complejos I y III 

de la ETC son los que mayores tasas de escape de electrones tienen en condiciones 

aisladas, mientras que los complejos II y IV se muestran mucho más eficientes en el 

transporte de electrones. Sin embargo, en condiciones fisiológicas los complejos forman 

asociaciones entre ellos para potenciar su actividad, conformando lo conocido como 

supercomplejos. Así pues, estas observaciones deben considerarse con precaución. Otras 
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enzimas metabólicas que se conoce que generan ROS mitocondriales como producto 

secundario de su funcionalidad son la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa, el citocromo 

P450, la piruvato y α-cetoglutarato deshidrogenasas, la aconitasa, o la ubiquinona 

oxidorreductasa, entre otras. Sin embargo, la producción de ROS no es exclusiva de la 

mitocondria. Varias enzimas con diferente localización subcelular también producen 

ROS en la célula: óxido nítrico sintasa desacoplada, xantina oxidasa, lipooxigenasas, 

monooxigenasas… es decir, preferentemente aquellas que tienen actividad oxidasa.87 De 

entre todos estos sistemas, destaca uno cuya función principal es la producción de ROS. 

La familia de enzimas nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasas (NOX), es el 

único sistema celular especializado en la producción de ROS.  

1.4.2.  Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasas 

La familia de las NOX se constituye por 7 miembros NOX1-5, DUOX1 y DUOX2. 

Todos ellos catalizan la transferencia de un electrón desde el NADPH a una molécula de 

oxígeno dando lugar a una molécula de superóxido (O2
.−) y otra de NADP+. Los 7 

miembros de la familia son proteínas transmembrana constituidas por una región 

transmembrana conformada por 6 hélices α y una región terminal deshidrogenasa 

citosólica donde se localizan las zonas de unión a NADPH y FAD. La transferencia del 

electrón, que terminará por reducir al oxígeno, comienza al unirse el NADPH en el sitio 

de unión previamente mencionado; seguidamente, el electrón se transferirá al FAD y, 

posteriormente, a uno de los grupos hemo que se encuentran en la zona central de la región 

transmembrana de la proteína. Solamente cuando haya disponible una molécula de 

oxígeno, el electrón pasará de un grupo hemo al otro y terminará reduciendo la molécula 

de oxígeno. En el caso de NOX4, DUOX1 y DUOX2, el O2
.− se transforma 

inmediatamente en peróxido de hidrógeno (H2O2) antes de salir del complejo. Se 

desconoce el mecanismo implicado en esta conversión, aunque sí se sabe que al menos 

en NOX4 el lazo E que conecta la quinta y sexta hélice transmembrana y, que es distinto 

en dicha isoforma, está implicado.88 Para ser totalmente activos y llevar a cabo su función, 

todos los miembros de la familia requieren de una o varias moléculas activadoras. Pese a 

que la secuencia de todas las NOX está altamente conservada, cada isoforma requiere de 

distintas moléculas para su activación. La existencia de hasta 6 proteínas necesarias para 

la activación completa de alguno de los complejos y el hecho de que la mayoría de estas 

proteínas sean exclusivas para la activación de NOX, refleja la importancia que tiene la 

regulación de la actividad de estas proteínas para la célula. Dos son las moléculas 
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activadoras más representativas puesto que separan a la familia en dos grupos: p22phox y 

Ca2+. NOX1-4 requieren de p22phox para su actividad, mientras que NOX5 y DUOX1-2 

necesitan la unión de Ca2+ para su activación. Sin embargo, para la completa activación 

de algunos miembros de la familia de las NOX son necesarias más subunidades. Nos 

centraremos en describir las requeridas por NOX2 (Figura 8). NOX2 fue el primer 

integrante de la familia que se describió y, a raíz de esto, el que se ha utilizado como 

referencia. Se identificó en los años 70 en fagocitos como la proteína responsable del 

estallido respiratorio.89 Cuenta con 5 subunidades reguladoras: 

- p22phox (codificado por el gen CYBA). Junto con la subunidad catalítica de NOX2, 

gp91phox (codificado por CYBB), forma el citocromo b558. Son las dos únicas 

proteínas transmembrana del complejo. Estas dos subunidades están íntimamente 

relacionadas ya que se estabilizan mutuamente.90 Además, p22phox contiene el 

punto de anclaje de p47phox y, por tanto, constituye el punto de unión con el resto 

de subunidades del complejo. p22 phox se fosforila por PKC, lo cual desencadena 

la unión de p47 phox y la activación del complejo. 

-  p47phox (codificado por NCF1). Es la subunidad organizadora del complejo ya que 

une las subunidades citosólicas p47phox, p67phox y p40phox -complejo citosólico, que 

puede encontrarse unido e inactivo en ausencia de estímulo- con el citocromo b558. 

Regularmente, p47phox se encuentra inactivo en la célula ya que tiene un dominio 

autoinhibitorio.91 Solo en presencia de estímulos se activa su fosforilación, que 

puede estar mediada por diferentes quinasas -PKC la más descrita-, y se induce su 

transporte a membrana para promover su unión a p22phox. Algunos estudios 

cuestionan que la presencia de p47phox sea esencial para la activación del complejo, 

aportando nueva información sobre su papel como mediador de la interacción de 

otras subunidades.92 La proteína NoxO1 es una proteína homóloga a p47phox que 

ejerce una función similar en los complejos NOX1 y NOX3.  

- p67phox (codificado por NCF2). Pese a que todos los estudios del complejo NOX2 

definen a esta subunidad como la principal clave en la activación del complejo, 

aún hay mucho desconocimiento alrededor de su función. Parece que, del mismo 

modo que p47phox, p67phox tiene una región autoinhibitoria, pero se desconoce su 

mecanismo y regulación. Asimismo, las últimas investigaciones indican que la 

unión de p67phox al citocromo b558 induciría un cambio conformacional de gp91phox 

acercando las zonas de unión a NADPH y FAD,92 lo cual favorecería el paso de 
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electrones de la primera a la segunda, y activaría la función del complejo. En los 

complejos NOX1 y NOX3 la funcionalidad de p67phox se lleva a cabo por NoxA1. 

- p40phox (codificado por NCF4). Ha sido la última de las subunidades descubiertas, 

por lo que se conoce poco de su participación en el complejo. Se une al complejo 

a través de p67phox y su fosforilación por PKC aumenta su afinidad a esta 

subunidad.93 Su función parece meramente reguladora.  

- Rac (codificado por RAC1). Es una GTPasa pequeña que pertenece a la familia de 

las GTPasas Rho. Todas las GTPasas pequeñas, incluida la familia Rho, funcionan 

alternando entre los estados activo unido a GTP e inactivo unido a GDP. Rac en 

estado activo es necesario para completar la unión de p67phox al complejo NOX2 

o NOX3 y NoxA1 a NOX1 o NOX3.94 Se ha visto que la regulación por oxidación 

de Rac puede establecer un bucle de regulación positiva que mantiene el complejo 

NOX2 activo.95 

Aparte de las mencionadas, DuoxA1 y DuoxA2 participan en el transporte y 

estabilización de DUOX1 y DUOX2, respectivamente.  

 

Figura 8. Complejo NOX2 activo. Adaptada de 96. 

La información que extraemos de lo anteriormente descrito es que las NOX son una 

familia de 7 enzimas con la misma función, pero con distintos mecanismos de regulación 

lo cual permite a la célula controlar su activación por distintos mecanismos moleculares 
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consiguiendo gobernar el cómo y cuándo de su funcionalidad de forma rigurosa. Otra 

manera que tiene la célula de regular el efecto de las NOX es su localización subcelular 

y, a mayor escala, tisular. En cuanto a la localización subcelular, todos los complejos de 

las NOX se han localizado en membrana plasmática, de hecho, NOX3, DUOX1 y 

DUOX2 solo se han encontrado en esta membrana celular. Sin embargo, el resto de 

miembros de la familia también aparecen en otros orgánulos. Por ejemplo, NOX1, NOX2, 

NOX4 y NOX5 se han encontrado también en retículo endoplásmico y en las membranas 

nucleares97 y, recientemente, se ha demostrado que NOX4 también puede localizarse en 

la membrana mitocondrial interna y actuar como sensor energético con capacidad de 

modificar enzimas clave que podrían reprogramar el metabolismo de la célula.98 A nivel 

tisular, la mayoría de las NOX se expresan en una gran variedad de tejidos, pero resulta 

significativo que en ciertos tejidos la expresión de alguna de las isoformas de las NOX es 

abundantemente mayoritaria. Por ejemplo, NOX2 tiene altos niveles de expresión en 

tejidos con mucha presencia de células hematopoyéticas como médula ósea, bazo y 

nódulos linfáticos. NOX3 tiene mucha presencia en el oído interno, donde resulta 

fundamental para una correcta biosíntesis de la otoconia y el mantenimiento del equilibrio 

corporal. NOX4 es la isoforma de NOX más expresada en riñón, donde parece estar 

implicada en la generación de nefropatías, aunque aún se desconocen los mecanismos. El 

ARNm de NOX5 se expresa en los espermatocitos de los testículos y en las áreas ricas en 

linfocitos B y T del bazo y los ganglios linfáticos. DUOX1 y DUOX2 se expresan 

mayoritariamente en el tiroides, donde han demostrado tener un papel importante en la 

síntesis de hormonas tiroideas. Por último, NOX1 no ha mostrado una expresión tan 

distintiva en ningún tejido, aunque principalmente aparece en colon, próstata, útero y 

músculo liso vascular. El diferente patrón de expresión que presentan las NOX evidencia 

distintos roles fisiológicos de estas enzimas en los tejidos donde actúa.  

1.4.3.  Las especies reactivas del oxígeno están implicadas en señalización 

celular 

La existencia de una familia de enzimas específicamente productora de ROS puso en 

entredicho la creencia de que las ROS fueran meros desechos metabólicos. Hace poco 

más de dos décadas, se comenzó a discernir el posible papel que las ROS realmente tienen 

en la biología celular. En la actualidad, sabemos que las ROS participan en la regulación 

de multitud de vías de señalización como NF-κB, MAPKs, Nrf2, PI3K-Akt… una lista 

que sigue ampliándose día a día con nuevas proteínas que se descubren bajo la regulación 
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de ROS. Tras veinte años estudiando esta cuestión, todavía hoy tenemos muchas 

incertidumbres sobre cómo las ROS pueden modificar de forma específica a determinadas 

proteínas. Hay varios factores que afectan a la capacidad de las ROS para modular la 

señalización: 

- Su reactividad. Moléculas como el ácido hipocloroso y el peroxinitrito son 

altamente reactivos, con capacidad indiscriminada de oxidar cualquier molécula 

a su alcance. Por la dificultad que implica controlar su acción, no van a poder 

actuar como moléculas señalizadoras. Al contrario, el óxido nítrico tiene una 

reactividad muy baja que hace totalmente imposible que actúe en condiciones 

fisiológicas.  

- La cinética de las reacciones biológicas. Los estudios de reactividad comúnmente 

se llevan a cabo en condiciones aisladas con un único sustrato. Con un único 

sustrato no hay alternativas, mientras que fisiológicamente la competición entre 

numerosas dianas potenciales y las condiciones a las que se desarrolla la reacción 

determinan los parámetros de esta. Por ejemplo, la afinidad del superóxido por la 

superóxido dismutasa (SOD) es tan alta que en cuanto se produce en la célula 

inmediatamente es transformado a peróxido de hidrógeno, por lo que oxida 

relativamente pocos compuestos in vivo. En cambio, el H2O2 ha demostrado tener 

una vida media larga y alta reactividad únicamente con los tioles con baja pKa en 

condiciones fisiológicas, como son los de las tirosina fosfatasas o las 

peroxirredoxinas.99 De este modo, una producción controlada de H2O2 oxidaría 

únicamente a las proteínas con alta afinidad al H2O2 pero no provocaría una 

oxidación masiva. 

- El lugar donde se producen las ROS. La producción específica de ROS, y 

por tanto la que presumiblemente será la responsable de la señalización mediada 

por ROS (o señalización redox), es la que se da por las NOX. Las NOX son 

proteínas que se han encontrado mayoritariamente en la membrana plasmática. 

Como se observa en la Figura 8, su disposición en la membrana plasmática 

provoca que las ROS generadas se expulsen al exterior celular. Sin embargo, su 

función señalizadora la realizan en el citoplasma por lo que es fundamental 

entender cómo se transportan las ROS. En el resto de orgánulos donde se expresan 

las NOX ocurre lo mismo: las ROS se expulsan a un compartimento distinto al 

que van a desarrollar su función. La molécula de superóxido que se produce en la 
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mayoría de las NOX está cargada negativamente y requeriría del uso de 

transportadores para atravesar la membrana. Mientras, H2O2 difunde libremente 

a través de la membrana, lo cual le da cierta ventaja con respecto a la mayoría de 

las ROS que tienen carga.  

Asimismo, H2O2 se ha postulado como la RONS más probable para realizar la función 

de señalización redox por su moderada reactividad, su libre transporte a través de las 

membranas celulares y su larga vida media. Sin embargo, no todas las proteínas que se 

oxidan tienen tioles con baja pKa como para ser diana de H2O2. Una posibilidad que no 

se ha contrastado es que las pirorredoxinas actúen como intermediarios o sensores de 

H2O2 mediando la oxidación de otras proteínas.99 Queda aún mucho por explorar acerca 

de la biología de las RONS.  

Las proteínas susceptibles de ser oxidadas son aquellas con residuos de cisteína, 

metionina o residuos aromáticos preferiblemente expuestos o bien las metaloproteínas. 

De todos estos, la oxidación de los residuos de cisteína ha sido la más estudiada puesto 

que estos residuos suelen desempeñar funciones clave en la funcionalidad de las 

proteínas. Entre las funciones más conocidas se encuentran la defensa antioxidante, la 

catálisis, la estructura de las proteínas y la detección y regulación redox. Las cisteínas 

tienen cuatro estados de oxidación en los que consecutivamente este residuo va perdiendo 

electrones: radical tiol, ácido sulfénico, ácido sulfínico y ácido sulfónico. Las 

modificaciones a ácido sulfénico y sulfínico de la cisteína pueden revertirse mientras que 

la oxidación hasta ácido sulfónico resulta irreparable e implica que la proteína deba ser 

degradada por el proteasoma. 

Sin embargo, este mecanismo anárquico contrasta con el férreo control de otros 

programas post-transcripcionales sometidos a regulación enzimática como la 

fosforilación, ubiquitinación… y no se ajusta a las reglas de un sistema regulador 

apropiado: reversibilidad, especificidad y sensibilidad a los cambios en el medio intra y 

extracelular.100 Por ello, algunos autores apoyan la opción de dos procesos intermedios 

controlados: S-glutationilación y S-nitrosilación. Estas reacciones consisten en la adición 

de un glutation (GSH) o un nitrosilo al tiol de la cisteína, formando un puente disulfuro 

entre proteína y GSH o una unión covalente S-NO, respectivamente. Se ha visto que esta 

modificación puede ser bien activadora o inhibidora de la actividad y la función 

dependiendo de la proteína. Tradicionalmente, se ha creído que GSH/GSSG y NO/GSNO 
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intercambian electrones espontáneamente con ROS y proteínas, ya que las reacciones son 

termodinámicamente favorables. Sin embargo, estas reacciones ocurrirían demasiado 

lenta e inespecíficamente como para producirse en un contexto real por lo que dependen 

de enzimas,101 haciendo de la S-glutationilación y la S-nitrosilación claros candidatos a 

procesos reguladores redox. Sin embargo, dada la falta de sondas específicas para 

diferentes ROS, así como la labilidad de estos ligandos, es muy difícil determinar qué 

proceso de oxidación es responsable de una modificación en la función de una enzima,102 

por lo que la investigación de estos procesos es difícil y todavía tiene largo recorrido.  

1.4.4.  Sistemas antioxidantes 

Acabamos de describir que la regulación de proteínas por oxidación es un proceso 

reversible. Para garantizar esta reversibilidad el organismo ha desarrollado una serie de 

sistemas que lo protegen de las condiciones de estrés oxidativo. El denominado sistema 

antioxidante es un conjunto de moléculas con capacidad de mitigar o reducir la 

reactividad de las moléculas oxidantes presentes en el organismo. Está formado por 

antioxidantes enzimáticos, moléculas hidrofílicas como glutation, ascorbato, urato o 

flavonoides y moléculas lipofílicas como carotenoides (entre otros, vitaminas), ubiquinol 

o tocoferol. Algunos de estos son ingeridos en la dieta (flavonoides, vitaminas, otros 

carotenoides), pero otros son sintetizados de forma endógena. De este modo, el organismo 

tiene dos maneras de regular a estos mecanismos: controlando su síntesis o controlando 

su actividad. En este punto es donde los antioxidantes enzimáticos ganan interés (Figura 

9). A continuación, describiremos brevemente las principales características de los 

antioxidantes enzimáticos: 

- Superóxido dismutasa (SOD). Su acción implica la dismutación de dos moléculas 

de O2
.− en H2O2 y O2. Hay tres tipos de SOD en la célula con distinta localización 

subcelular: CuZnSOD en el citoplasma, MnSOD en la mitocondria y SOD 

extracelular.  

- Catalasa. La catalasa convierte el H2O2 en agua y O2. Ejerce su acción gracias a 

un grupo hemo que tiene en su centro activo que le permite llevar la reacción en 

dos pasos: un primero donde toma una molécula de H2O2 y la reduce a agua y un 

segundo paso donde toma una nueva molécula de H2O2 y cede los electrones que 

había captado expulsando agua y O2.  



Introducción 

36 

- Peroxirredoxinas (Prx).  Es una gran familia de enzimas con capacidad de procesar 

grupos peróxido de proteínas o H2O2 y transformarlos a grupos alcohol o agua 

respectivamente. Pueden llevar a cabo su función gracias a un residuo de cisteína 

altamente conservado en su sitio activo y una cisteína de apoyo, con la que 

normalmente forma un puente disulfuro de estabilización tras oxidarse. Consta de 

6 subfamilias que se diferencian en la localización de la cisteína de apoyo y en su 

forma de oligomerizar. Es susceptible de hiperoxidarse, (es decir, aceptar dos 

átomos de oxígeno) y, en tal caso, podría reciclarse gracias a la acción de 

sulfirredoxina. Como hemos dicho previamente, cada vez son más los estudios de 

grupos que trabajan en sistemas antioxidantes que focalizan la atención sobre las 

peroxirredoxinas. Esto es debido a que sus características de afinidad al H2O2, su 

capacidad de interaccionar con la oxidación de las proteínas y su resistencia a la 

hiperoxidación los hacen tremendamente útiles como intermediarios de la 

señalización redox.103 

- Tiorredoxinas (Trx). Son enzimas que pueden reducir eficazmente los enlaces 

disulfuro de las proteínas generados por el H2O2. De hecho, también actúan en el 

ciclo de reciclaje de las Prx, reduciendo los grupos de cisteína oxidados del Prx 

para formar un nuevo enlace disulfuro en el centro altamente conservado de las 

Trx.  A su vez, las Trx se regeneran gracias a la reducción de sus cisteínas por la 

Trx reductasa (TrxR) y el NADPH. 

- Sistema glutation. Ha lugar a hablar detalladamente de este sistema antioxidante 

por lo que dedicaremos el siguiente apartado al completo. 

El complejo intrincado de sistemas antioxidantes refleja la importancia evolutiva de 

evitar un fuerte incremento en la producción de ROS, que provocaría un aumento del 

estrés oxidativo lo que podría derivar en daño del ADN, peroxidación lipídica y alteración 

del funcionamiento de las vías de señalización por un aumento en los tioles oxidados. 
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Figura 9. Sistemas antioxidantes enzimáticos. SOD: superóxido dismutasa; Prx: peroxirredoxina; Trx: 
tiorredoxina; TrxR: tiorredoxina reductasa; Grx: glutarredoxina; Gpx: glutation peroxidasa; GR: glutation 
reductasa. Adaptada de 104. 

1.4.5.  Sistema glutation  

El glutation (GSH) es el tiol más abundante en el citoplasma de las células, se 

mantiene a una concentración entre 0,5-10mmol/l en células animales.105 Por ello, es 

considerado una de las primeras y más importantes barreras frente al estrés oxidativo. 

GSH es un tripéptido formado por glutamato, cisteína y glicina. Su síntesis consta de dos 

etapas ATP dependientes consecutivas, una primera en la que la γ-glutamilcisteina 

sintetasa (GCS) une glutamato y cisteína y una segunda reacción catalizada por GSH 

sintetasa a través de la cual se incorpora glicina a la γ-glutamilcisteína. A nivel endógeno, 

se ha comprobado que la GCS es de las dos enzimas la más determinante controlando el 

ratio de síntesis de nuevo GSH.106 Su expresión se activa por factores de transcripción de 

respuesta a estrés oxidativo como NRF2, ARE, NF-κB, AP-1 entre otros. La síntesis de 

novo de GSH también puede verse afectada por los niveles de sus precursores y por la 

retroalimentación negativa que ejerce GSH sobre la GCS. En la mayoría de los tipos de 

células, estas reacciones tienen lugar exclusivamente en el citosol.107 No obstante, a pesar 

de la localización subcelular restringida de la biosíntesis del GSH, se cree que el glutation 

está presente en la mayoría de los compartimentos subcelulares. El glutation es una 

molécula cargada negativamente a pH fisiológico y no puede difundirse libremente a 

través de las bicapas lipídicas. Así pues, en conjunto, estas observaciones implican que 
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deben existir transportadores capaces de mediar la importación y/o exportación de GSH. 

Sin embargo, se desconoce la identidad, localización y mecanismo de la mayoría de los 

transportadores de glutation que presumiblemente existen,107 haciendo de este un campo 

interesante para futuras investigaciones. 

Los tres aminoácidos requeridos para la síntesis de GSH pueden obtenerse 

exógenamente o sintetizarse a partir de otras fuentes de carbono. El glutamato se obtiene 

de la glutamina u otros aminoácidos, como se ha descrito previamente. La glicina puede 

producirse a partir de serina o treonina.108 La serina puede crearse de novo a partir de la 

glucosa a través de una serie de enzimas que convierten el 3-fosfoglicerato en serina.108 

Por su parte, la cisteína puede sintetizarse por transulfuración a partir de la metionina. 

Hay datos convincentes que apoyan que la cisteína es generalmente el aminoácido 

limitante para la síntesis de GSH en humanos.105 Por lo tanto, los factores clave que 

regulan la producción intracelular de GSH serán: la dieta, el transporte de membrana de 

cisteína y metionina, y la regulación de la vía de transulfuración, que se encuentra 

particularmente activa en hígado.  

GSH tiene diversas funciones a nivel fisiológico. Es sustrato de la formaldehído 

deshidrogenasa donde participa en la metabolización de formaldehído, un metabolito 

carcinogénico que se produce como producto secundario en el metabolismo de la 

metionina, colina y metanol mayoritariamente. Participa en la transformación de 

prostagladina H2 en D2 y E2. Pero principalmente es utilizado por la célula para la 

neutralización de radicales libres y otras ROS y controlando vías de señalización redox 

por medio de la S-glutationilación y la S-nitrosilación.  

El sistema glutation consta de tres enzimas (Figura 9): glutation peroxidasa (Gpx), 

glutatarredoxinas (Grx) y glutation reductasa (GR). El peróxido de hidrógeno producido 

endógenamente es reducido por GSH en presencia de Gpx, que es selenio dependiente. 

En el proceso, el GSH se oxida a GSSG, que puede reducirse de nuevo a GSH para ser 

nuevamente utilizado. Este proceso lo lleva a cabo la GR a expensas del NADPH.  Los 

grupos tiol oxidados de las proteínas pueden ser recuperados por las Grx, que utilizarán 

GSH para regenerarse. El GSSG producido podrá ser igualmente reducido por GR. Otros 

peróxidos orgánicos, por ejemplo los derivados de la peroxidación lipídica, también 

pueden ser reducidos por la Gpx y la GSH S-transferasa. Precisamente, las GSH S-

transferasas son enzimas con actividad paralela a este sistema. Su función consiste en 

conjugar un grupo glutation a compuestos electrofílicos. Así, participan en la 
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detoxificación de productos xenobióticos, pero también realizan una importante función 

modulando la actividad de las proteínas ya que son las responsables del proceso de S-

glutationilación.101 Las enzimas de la familia de las Trx, especialmente las Grx, catalizan 

eficazmente la deglutationilación.101 

1.4.6.  Especies reactivas del oxígeno en hematopoyesis y leucemogénesis 

Las ROS han demostrado tener un papel importante en la generación de células 

hematopoyéticas maduras, normales y leucémicas.85 Ambos casos, normal y aberrante, 

dependen de las células progenitoras de la médula ósea. Son de especial importancia las 

HSC o LSC por su naturaleza iniciadora y con capacidad de renovación de la médula 

ósea. Sus principales características son la autorrenovación y la quiescencia para lo cual 

estas células se sitúan en un nicho de condiciones muy específicas que les permiten llevar 

un metabolismo bajo, con bajos niveles de estrés. La inducción extrafisiológica de estrés 

oxidativo perjudica la capacidad de reconstitución de las HSC.109 Al igual que someter a 

las células a trasplantes seriados, que se ha visto que incrementa los niveles de ROS y 

daña la funcionalidad de las HSC.110 Sin embargo, suprimir totalmente los niveles de ROS 

conlleva que las HSC pierdan su capacidad de diferenciación y consecuentemente de 

reconstitución.111 Se ha visto que dentro del conjunto de HSC, hay poblaciones con baja 

capacidad de diferenciación, más especializadas en mantener HSC remanente, 

denominadas long-term HSC (HSC a largo plazo) y poblaciones más dispuestas para la 

diferenciación, con mayor capacidad de reconstituir, denominadas short-term HSC (HSC 

a corto plazo). Las primeras tienen menores niveles de ROS que las segundas.110 Con 

todo lo descrito queda claro que mantener niveles de ROS equilibrados es fundamental 

para el correcto funcionamiento de las HSC. En este sentido, se han encontrado varios 

genes clave en el mantenimiento de los niveles de ROS en las HSC72,85: los factores de 

transcripción FoxO, HIF1α, el complejo 1 de la esclerosis tuberosa (TSC1), p53, el gen 

mutado de la ataxia-telangiectasia (ATM) y el BMI1 del grupo polycomb. Otro sistema de 

control de las ROS que comparten HSC y LSC se origina gracias a su interacción con el 

nicho. Se ha visto que tanto HSC como LSC establecen conexiones con las células de su 

microambiente para transferirles ROS en caso de sobrecarga oxidativa.65,112 Y este 

mecanismo puede darse en las dos direcciones puesto que se ha visto que las células del 

nicho pueden transferir mitocondrias a las HSC para inducir la diferenciación 

hematopoyética113 o moléculas antioxidantes a las LSC33 para que lidien con sus altos 

niveles de ROS derivados de su metabolismo OXPHOS dependiente y de las alteraciones 
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protumorigénicas. Cabe recordar que la principal barrera contra esa mayor cantidad de 

ROS en las LSC es el aumento de la expresión de genes antioxidantes.64 

La inducción de la diferenciación hematopoyética se acompaña de un incremento de 

los niveles de ROS, sin los que el proceso no alcanza su completa activación. Por ejemplo, 

la megacariopoyesis, que se induce mediante la citoquina TPO, se produce gracias a un 

incremento de ROS mediado por una NADPH p22phox dependiente.114 Otro ejemplo, es 

el incremento de ROS inducido por AKT1 y AKT2, que es fundamental para la capacidad 

reconstitutiva de las LT-HSC.111  Y es que los niveles de ROS se incrementan durante la 

diferenciación hematopoyética.115 Así, los niveles de ROS en los progenitores mieloides 

son más elevados que en las HSC y menos que en sus sucesores maduros.116 Publicaciones 

recientes sugieren la implicación de las NOX en la diferenciación de macrófagos117 o 

granulocitos.118 NOX2 induce la movilización de las HSC119 y su proliferación118 y se ha 

descrito como el regulador de la transferencia de mitocondrias de las células 

mesenquimales del nicho a las HSC.120  

 Las células cancerosas tienen altos niveles de ROS, aunque se desconoce si como 

respuesta de las condiciones metabólicas oncológicas o como motor para el desarrollo del 

fenotipo tumoral. ROS promueve la proliferación celular, activa vías de evasión de la 

apoptosis y puede inducir quimioresistencia confiriendo al tumor grandes ventajas 

adaptativas y, en esencia, participando en la transformación tumoral.121 Las células 

leucémicas no son una excepción. El estrés oxidativo se ha relacionado con la leucemia 

linfocítica crónica,122 leucemia linfocítica aguda123 y leucemia linfoblástica aguda de 

células T,124 leucemia mieloide crónica125 y LMA.126 El papel de las ROS en la 

leucemogénesis y más concretamente en la progresión de los trastornos mieloides ha sido 

revisado en varias ocasiones,72,127–129 así que nos centraremos en citar lo que se conoce 

sobre la influencia de las NOX en este proceso. La incrementada concentración de ROS 

de múltiples desórdenes hematopoyéticos ha sido vinculada con la actividad NOX: en 

distintos tipos de LMA,126 leucemia mieloide crónica, 130 leucemia mielomonocítica 

crónica,131 leucemia de células peludas132 o leucemia de células T.133 La acción de algunos 

de los oncogenes más estudiados en leucemia mieloide como BCR-ABL,133 FLT3-ITD134 

o Ras135 están mediados por una fuerte activación de las NOX. Concretamente, NOX2 

como miembro de la familia de las NOX más representado en las células mieloides, ha 

demostrado regular la capacidad de autorrenovación de LSC,136 la expansión de células 

leucémicas137 y mecanismos de quimiorresistencia138 de las células leucémicas de LMA.  
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1.5. Especies reactivas del oxígeno y metabolismo  

Por separado, hemos visto la trascendencia de ROS y metabolismo para el desarrollo 

de las células de la sangre en condiciones normales y leucémicas. Ahora, resulta 

pertinente profundizar en las conexiones que se han establecido entre estos dos 

mecanismos, centrándonos en la regulación que la señalización redox ha demostrado 

sobre el metabolismo.72 Hay varias enzimas del metabolismo de la glucosa que son dianas 

de ROS.  

A nivel glucolítico, gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y PK 

presentan residuos que han demostrado ser susceptibles de modificación redox. GAPDH 

es la enzima que cataliza la conversión de gliceraldehído-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato 

(Figura 4). Contiene múltiples residuos de cisteína libres, de los cuales varios están 

localizados en el sitio activo de la proteína. Cys-152 ha demostrado ser diana tanto de 

oxidación como de modificaciones postraduccionales derivadas de la oxidación, que 

provocan la inhibición de su actividad enzimática.139 Por otro lado, PK, que como se ha 

descrito previamente, tiene varias isoformas que catalizan la transformación de 

fosfoenolpiruvato a piruvato y que presentan distinta afinidad a sustrato y distintos 

mecanismos de regulación. La oxidación de la Cys-358 de PKM2 se asocia a una menor 

actividad enzimática gracias a promover la conformación dimérica inactiva de la 

proteína.140 

Entre las enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos, α-cetoglutarato 

deshidrogenasa,141 isocitrato deshidrogenasa y aconitasa142 se han visto inhibidas por 

oxidación, mientras que la succinato deshidrogenasa se activa por glutationilación.143 Por 

otro lado, la entrada de glucosa al ciclo de los TCA también está regulada por oxidación. 

Tanto la PDH como las PDK son susceptibles de oxidación. La PDH144 y PDK145 se 

inactivan en condiciones oxidantes. Como ya se ha descrito, la inhibición de la PDK 

activará a la PDH. De este modo, los efectos de la oxidación sobre el complejo PDH 

parecen contradictorios, dando muestra del complejo enredo en que consiste la regulación 

redox, de la que todavía quedan numerosas cuestiones por descubrir. De cualquier modo, 

la mitocondria constituye un espacio ideal para los procesos de oxidación y, 

especialmente de glutationilación, debido a la alta producción de ROS y a una muy 

elevada concentración de GSH. Además, el bombeo de protones de la ETC al espacio 

intermembrana provoca la alcalinización de la matriz, lo cual favorece el estado ionizado 

de los residuos de cisteína de las proteínas mitocondriales.  
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De hecho, los complejos de la ETC también se han visto modificados por oxidación. 

Ya hemos hablado del complejo II, la succinato deshidrogenasa, que se activa por 

glutationilación. Pero, al contrario, las ROS también han demostrado ser capaces de 

reducir el flujo de electrones al inhibir a los complejo I, III, IV y V.146,147 

1.5.1.  Especies reactivas del oxígeno y metabolismo en leucemia mieloide 

aguda 

Tomando todo lo descrito en conjunto, nos encontramos distintos escenarios en las 

células leucémicas. Las células leucémicas en masa, aunque heterogéneas y muy 

flexibles, se caracterizan por presentar un metabolismo glucolítico predominante y 

realizan un menor uso del metabolismo mitocondrial. Asimismo, algunas de las proteínas 

clave que regulan el flujo en el ciclo los TCA están alteradas en la leucemia. Una baja 

actividad de la aconitasa,148 la sobreexpresión de PDK2149 y PKM2 inactiva,150 o las 

relativamente frecuentes mutaciones de IDH151 dan lugar a una ralentización del ciclo de 

los TCA. También se produce una disminución de la actividad de los complejos 

mitocondriales.78 Por el contrario, los principales inductores de señalización de la 

glucólisis suelen estar sobreactivados en la leucemia: AMPK,152 ATM153 y HIF1α.60 

Curiosamente, este fenotipo metabólico se expresa conjuntamente con un alta presencia 

de ROS, que podrían estar induciendo los cambios metabólicos mencionados. En apoyo 

de esta hipótesis, el complejo II, único complejo cuya oxidación produce un aumento de 

la actividad, es el único que presenta una actividad más elevada en las células de LMA.78 

Por su parte, las LSC, a diferencia de las células masivas, tienen bajos niveles de ROS, 

son más dependientes de OXPHOS y requieren de los intermediarios del ciclo de los TCA 

y de la oxidación de ácidos grasos como fuentes de energía.68 

En cuanto a las NOX como fuentes de ROS, ya hay dos publicaciones que señalan 

que las ROS producidas por las NOX regulan el metabolismo celular en LMA. 154,136 La 

producción de ROS por NOX2 ha demostrado activar la glucólisis incrementando los 

niveles de 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa, a través del aumento de la 

expresión de UCP2 que induce la activación de la vía de las MAP quinasas.154 Por otro 

lado, Adane et al. observaron que la depleción de NOX2 en LSC reduce el metabolismo 

de la glucosa y aumenta la dependencia de las células por el metabolismo lipídico.136 
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1.5.2.  Especies reactivas del oxígeno y metabolismo como estrategias 

terapéuticas en leucemia mieloide aguda 

La gran implicación de ROS y metabolismo sobre el desarrollo y progreso leucémico 

ha llevado a que en los últimos tiempos se ponga el foco sobre estos procesos para su uso 

como dianas terapéuticas.  

Existe un gran número de estrategias farmacológicas que permiten aumentar o 

disminuir los niveles celulares de ROS. Aumentar los niveles de ROS llevaría a las células 

tumorales a una situación de estrés oxidativo incompatible con la viabilidad celular. 

Tratamientos muy frecuentes como el trióxido de arsénico155 utilizado para tratar la 

leucemia promielocítica aguda, la citarabina156 utilizada para tratar la LMA, o el 

bortezomib,157 utilizado para tratar el mieloma múltiple, promueven un aumento de las 

ROS. En los últimos años se han propuesto nuevas estrategias prooxidantes que han 

llegado a ensayos clínicos, por ejemplo, inhibidores de los sistemas antioxidantes o 

activadores de las NOX.85 Por otro lado, si las células tumorales dependen de altos niveles 

de ROS para su crecimiento, la reducción de los niveles de ROS también podría ser una 

estrategia terapéutica adecuada. El interés por la familia de las NOX como diana 

terapéutica ha aumentado recientemente, donde algunos inhibidores específicos de estas 

enzimas ya han entrado en ensayos clínicos.85 Algunas publicaciones apoyan la 

posibilidad de utilizar NOX2 como diana contra la neoplasia mieloproliferativa,135 la 

leucemia mieloide crónica130,158 y la LMA.159 Otras fuentes de ROS como la xantina 

oxidorreductasa160 o IDH1161 también se han propuesto como dianas. 

Del mismo modo, el metabolismo también está emergiendo como diana terapéutica 

debido a la eficacia que están presentando algunas nuevas drogas metabólicas en 

diferentes tipos de leucemia. Dirigirse al metabolismo es un enfoque interesante, teniendo 

en cuenta que las HSC pueden permanecer quiescentes ante la falta de nutrientes, mientras 

que las LSC y las células de masa tienen un metabolismo constitutivamente activo debido 

a las señales oncogénicas. Ya hay tres estrategias aprobadas por la FDA (Food and Drug 

Administration) para el tratamiento de la leucemia cuyo mecanismo de acción implica la 

modulación del metabolismo. La primera es la asparaginasa para el tratamiento de la 

leucemia linfocítica aguda (LLA) en 2006. La asparaginasa se prescribe médicamente 

para la LLA infantil, pero también se administra a pacientes mayores con LLA aunque 

con menor eficacia.162 Otra alternativa son enasidenib, un inhibidor de IDH2, e 

ivosidenib, un inhibidor de IDH1, fueron aprobados en 2017 y 2019 respectivamente para 
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el tratamiento de pacientes de LMA con mutaciones IDH2 o IDH1. Enasidenib se aprobó 

para pacientes refractarios y recidivantes tras un trasplante, pero se retiró en 2019 porque 

no demostró eficacia suficiente. Ivosidenib ha sido aprobado para pacientes con 

enfermedad de nuevo diagnóstico o refractaria. Por último, venetoclax (VENCLEXTA®) 

está aprobado para el tratamiento de tres neoplasias hematológicas: (1) pacientes adultos 

con leucemia linfocítica crónica que hayan recibido al menos un tratamiento previo; (2) 

pacientes con linfoma linfocítico pequeño que hayan recibido al menos un tratamiento 

previo; y (3) en combinación con agentes hipometilantes o citarabina a dosis bajas para 

el tratamiento de adultos con LMA diagnosticados recientemente que tengan más de 75 

años, o que presenten comorbilidades que impidan el uso de quimioterapia de inducción 

intensiva. Los informes recientes apoyan que venetoclax puede sensibilizar las células de 

LMA a la quimioterapia,163 probablemente debido a la eliminación de las LSC y 

ocasionada por su capacidad de suprimir OXPHOS.34 Otras opciones de tratamiento de 

la leucemia con el metabolismo como diana se han revisado recientemente.164,165 

Otra posible aplicación de estos tratamientos es el trasplante de HSC o trasplante de 

células madre. Como hemos descrito, mantener unos niveles reducidos de ROS es 

esencial para garantizar la calidad, la supervivencia y la capacidad de reconstitución de 

las HSC. Por ello, se han probado algunas condiciones antioxidantes para la extracción y 

expansión de HSC,116,166 y recientemente se ha propuesto la manipulación metabólica 

para lograr el mismo objetivo.35,167 

 Teniendo en cuenta todo lo anterior, es razonable pensar que atacar tanto la 

producción de ROS como el metabolismo podría ser una estrategia antitumoral eficaz. De 

hecho, se ha demostrado que la inhibición de NOX4 tiene un fuerte efecto sinérgico con 

el inhibidor de hexoquinasa (HK) 2-deoxi-D-glucosa en células de glioblastoma.168 
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2. OBJETIVOS 

La leucemia mieloide aguda es la leucemia más diagnosticada en adultos. Su abordaje 

clínico es complejo debido, principalmente, a su gran heterogeneidad. Esto ha ocasionado 

que durante más de 50 años apenas se hayan introducido mejoras en su diagnóstico y 

tratamiento. Sin embargo, la revolución de las ciencias ómicas ha provocado que en los 

últimos 4 años el protocolo médico de diagnóstico, pronóstico y tratamiento de la 

enfermedad se haya visto notablemente modificado. La reciente inclusión de varias 

mutaciones en la determinación pronóstica y la aprobación de hasta nueve nuevos agentes 

terapéuticos denota que la gestión clínica de la LMA está cambiando y que este tema es 

de actualidad. Pese a ello, la supervivencia a 5 años de la enfermedad sigue siendo inferior 

al 30%. La LMA sigue necesitando ser investigada para encontrar nuevos herramientas y 

dianas terapéuticas que mejoren las perspectivas de estos pacientes. 

Dos mecanismos moleculares, el metabolismo y la señalización redox, han 

demostrado estar involucrados en la hematopoyesis normal y en su versión tumorigénica, 

la leucemogénesis. Además, estos dos procesos se encuentran interconectados, pudiendo 

las ROS, principales ejecutoras de la señalización redox, regular el metabolismo y, el 

metabolismo ser el mayor productor de ROS. Con todo, los mecanismos que gobiernan 

esta relación redox-metabolismo requieren una investigación más profunda. En este 

sentido, destacan las NOX por ser el único sistema celular cuya funcionalidad principal 

es la producción de ROS y, por tanto, tentativamente ser las enzimas clave para regular 

la señalización redox. Concretamente NOX2, el miembro de la familia de las NOX 

mayoritariamente expresado en células mieloides, ha mostrado capacidad de alterar el 

metabolismo en LMA.136,154 De nuevo, los procesos celulares implicadas en esta conexión 

deben ser más estudiados.  

En base a todo esto, el objetivo de esta tesis es profundizar en el conocimiento de la 

relación entre NOX2 y el metabolismo en la leucemia mieloide aguda y testar si este eje 

NOX-metabolismo es una diana terapéutica interesante para el tratamiento de la 

enfermedad. Este objetivo general se abordó a través de los siguientes objetivos 

específicos: 

1. Estudiar las alteraciones metabólicas y del estado oxidativo inducidas por NOX2 

en LMA. 
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2. Evaluar la combinación de inhibidores metabólicos y de las NOX como estrategia 

terapéutica frente a la LMA en combinación o no con agentes quimioterápicos. 

3. Analizar la relevancia de NOX2 y del metabolismo en el abordaje clínico de la 

LMA.   
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

A continuación, se describirá detalladamente el material y los métodos 

experimentales y estadísticos utilizados para el desarrollo de esta tesis.  

3.1. Materiales 

3.1.1. Equipamiento 

3.1.1.1. Aparataje 

- Agitadores Roller mix (Ovan) y Navigator Model 128 Roller Bottle Type Blotter 

Rotator (BioComp Instruments) y Navigator Model 129 Roller Bottle Type 

Blotter Rotator (BioComp Instruments). 

- Plataforma mezcladora BFR25 (Grant Boekel).  

- Autoclaves Steam Sterilizer (Raypa) y Autester-G (Selecta). 

- Balanza analítica 40SM-200A (Precisa) y balanza granataria Electronic Scale 

(Want). 

- Baños termorregulables Precisterm (Selecta) e Isotemp 105 modelo 2240 (Fisher 

Scientific), y termostato de inmersión SBS TFB serie B (Memmert). 

- Campanas de flujo laminar Bio II A (Telstar) y Class II BSC (ESCO). 

- Centrífugas GT2R (Thermo Fisher), Allegra 21R Centrifuge (Beckman), 5810R 

Centrifuge (Eppendorf), IEC MicroCL 17 y Sorvall Legend Micro 21R (Thermo 

Electron Corporation).  

- Citómetros de flujo FACSCalibur, FACSAria III y FacsLyric (BD bioSciences). 

- Sistemas de electroforesis vertical y transferencia Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-

Rad). 

- Sistemas de electroforesis horizontal MultiSUB Mini (Fisherbrand) (Bio-Rad). 

- Unidades de corriente PowerPac Basic y PowerPac HC (Bio-Rad). 

- Medical X-Ray processor (Kodak). 

- Densitómetro CS-9000 (Shimadzu).  

- Documentador de geles Gel Doc XR System (compuesto por Universal Hood II, 

Universal XR Camera w/MZL y Quantity One Software) (Bio-Rad) y 

documentador de western por fluorimetría ChemiDoc MP Imaging System (Bio-

Rad). 
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- Espectofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y 

espectrofotómetro/fluorómetro DS-11 FX+ (DeNovix). 

- Fotómetro de microplacas Multiskan FC (Thermo Scientific). 

- Lector multidetección de barrido espectral Varioskan Flash y lector de 

microplacas multimodo Varioskan LUX (Thermo Scientific). 

- Incubador de CO2 Forma Direct Heat 311 (Thermo Scientific) y Fisherbrand CO2 

Incubator 15660667 (Thermo Scientific). 

- Irradiador de fuente de cesio Gammacell 1000 Elite. 

- Máquina de revelado para western Medical X-ray Processor 102 (Kodak). 

- Microscopio Eclipse TS100 (Nikon), y microscopio IX51 con cámara digital 

DP70 acoplada (Olimpus). 

- pH-metro PB-11 Basic Meter (Sartorius) y sensION pH3 Manual (Hach-Lange). 

- Tanque de nitrógeno líquido CryoPlus 3 (Thermo Forma). 

- Termocicladores Mastercycler EPgradient (Eppendorf) y StepOne Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). 

- Neon Transfection System (Invitrogen). 

- Seahorse Xfe24 Analyzer. 

- Respirómetro de células MT200A unido a un medidor de canal dual/singular 

SI782 (Strathkelvin Instruments). 

- Bruker Avance III de 800,15 MHz (frecuencia de resonancia 1H), equipado con 

una sonda de RMN de solución TXI de 5 mm o una sonda MAS de alta resolución 

HCP de 4 mm, y con cambiadores de muestras automáticos asociados con 

capacidad de refrigeración (Bruker SampleJet y SamplePro). 

- Otros aparatos de uso común en el laboratorio. 

3.1.1.2. Herramientas informáticas 

- Microsoft Office 365 ProPlus suite (Microsoft): para el análisis y representación 

de los datos y redacción de este documento.  

- Adobe Illustrator: para la maquetación de las figuras.  

- GraphPad Prism 8 (GraphPad Software): para la representación de datos.  

- Software R (versión 3.5.2; http://www.r-project.org) y Bioconductor 

(http://www.bioconductor.org): para los análisis bioinformáticos. Todos los 

cálculos descritos se implementaron utilizando las librerías affy, 

https://www.strathkelvin.com/shop/biomedical-oxygen-electrode-chambers/mt200mt200a-respirometer-cell/
http://www.bioconductor.org/
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GenomicFeatures, limma, MultBiplotR, MASS, pROC, survminer y factorextra. 

Las figuras se generaron utilizando las funciones de las librerías de R geneplotter, 

ggplot y plotly. 

- Software Matlab: para el análisis y representación de los datos metabolómicos. 

- ChenomX NMR Suite 8 (ChenomX Inc., Edmonton, Canada) y base de datos 

metabolómicos HMDB: para la identificación de los metabolitos de los espectros 

obtenidos por NMR. 

- Servier Medical ART (SMART): para el diseño de figuras gráficas. Uso bajo la 

licencia de Creative Commons Attribution 3.0.  

- Base de datos Gene Expression Omnibus (NCBI): para la búsqueda y descarga 

de bases de datos con información de expresión génica de pacientes de LMA. 

- Database for Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID 

de LHRI) y Gene Set Enrichment Analysis from Webgestalt (GSEA de Broad 

Institute): para los análisis de ontología genética. 

- Gene Network (https://www.genenetwork.nl/) y GeneMania 

(https://genemania.org/): para la generación de redes funcionales de genes. 

- Meta-chart (https://www.meta-chart.com/venn): para la realización de 

gráficos de Venn.  

- SnapGene (Dotmatics), Primer3Plus y SeqBuilder (DNASTAR): para la 

visualización, gestión y administración de secuencias de oligonucleótidos.  

- CRISPR Custom Guide RNAs (IDT) y Breaking CAS (Centro Nacional de 

Biotecnología, CSIC): para el diseño de secuencias de oligonucleótidos. 

- ClustalOmega (EMBL-EBI) y Jalview (https://www.jalview.org/): para 

realizar alineamientos múltiples.  

- BD CellQuest Pro (BD Biosciences) y BD FacsSuite (BD Biosciences): para la 

adquisición de células en el citómetro.   

- FlowJo v10.5.3 (FlowJo, LLC) y Flowing Software 2 (Turku Centre for 

Biotechnology): para el análisis de los datos de citometría.  

- CalcuSyn 2.0.0 (Biosoft): para analizar los datos obtenidos por ensayos MTT y 

calcular la concentración de inhibidor capaz de disminuir la proliferación celular 

a la mitad, IC50 y los índices de combinación (IC) de las sinergias. 

- StepOne Software v.2.1. (Applied Biosystems): para el análisis de datos de RT-

PCR. 

https://www.genenetwork.nl/
https://genemania.org/
https://www.meta-chart.com/venn
https://www.jalview.org/
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- ImageLabTM 6.0.1. (Bio-Rad): para la cuantificación de imágenes de western 

blot.  

- Wave y Seahorse Analytics (Agilent): para el análisis de los datos obtenidos 

mediante la herramienta Seahorse. 

- ImageStudio Lite 5.2 (LI-COR): para la cuantificación de imágenes de western 

blot.  

- IBM SPSS Statistics v. 26 y v.28 (IBM): para el análisis estadístico de los datos. 

- Mendeley: para la gestión de la bibliografía y la inserción de referencias de esta 

tesis.  

 

3.1.2. Soluciones de trabajo 

- Tampón fosfato salino (PBS; pH 7,4)  

NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM. 

- Solución de lisis de la serie roja (cloruro amónico; pH 7,4) 

NH4Cl 155 mM; KHCO3 10 mM; EDTA 0,13 mM. 

- Tampón Tris-EDTA (TE; pH 8) 

Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM. 

- Tampón Tris-acetato-EDTA (TAE) 

EDTA 50mM; Tris-HCl 2 M; ácido acético glacial 1M. 

- Tampón de lisis MLB 

HEPES 25 mM pH 7,5; NaCl 150 mM; Igepal 1% v/v; glicerol 10% v/v; MgCl2 

10 mM; EDTA 1 mM; NaF 25 mM; Na3VO4 1 mM. 

- Reactivo de Bradford 

Azul brillante de coomasie 0,01% p/v; etanol 95% 0,05% v/v; ácido ortofosfórico 

0,1% v/v.  

- Tampón de carga para proteínas (2X; pH 6,8) 

Tris 125 mM; SDS 2% p/v; glicerol 5% v/v; azul de bromofenol 0,003% p/v; β-

mercaptoetanol 1% v/v. 

- Tampón de electroforesis para WB (pH 8,3) 

Tris 25 mM; glicina 200 mM; SDS 0,1% p/v. 

- Tampón de transferencia para WB 

Tris 25 mM; glicina 190 mM; metanol 20% v/v. 
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- Tinción rojo ponceau 

Rojo ponceau 0,1% p/v; ácido acético glacial 5% v/v. 

- Tampón Tris Salino-Tween (TBS – Tween; pH 7,5) 

Tris 10 mM; NaCl 100 mM; Tween-20 0,05% v/v. 

- Solución de arrastre de anticuerpos 

Tris-HCl pH 6,8 62,5 mM; SDS 2% w/v; β-mercaptoetanol 100 mM.  

- Solución 2X de yoduro de propidio 

Yoduro de propidio 1μg/mL y Ribonucleasa A 2μg/ml en PBS 1X.  

- Medio LB (pH 7) 

Triptona 1% p/v; extracto de levadura 0,5% p/v; NaCl 1% p/v. 

- Medio de cultivo Seahorse (pH 7,4) 

NaCl 0,1M; Na2PO4 0,01M; KCl 5,4mM; MgSO4 0,4mM; Ca(NO3)2 0,8mM; 

HEPES 1mM. El HEPES se añade dependiendo del test siguiendo las indicaciones 

del comercial. Además, se añade glucosa 1M; piruvato 100mM y glutamina 

200mM justo antes de realizar el experimento. 

- Solución de Cell-Tak 

Cell-Tak 0,06mg/ml (Fisher Scientific, 10317081); bicarbonato sódico 0,1M; 

NaOH 0,02M. 

- Tampón KET (pH 7,2) para oxigrafía 

KCl 125 mM; Pi 5 mM; Tris·HCl 20 mM; EGTA 0,1 mM; BSA libre de grasas 

0,1%. 

- Tampón actividad citrato sintasa 

Tris-HCl 150mM; 0,1% p/v Triton con DTNB 150µM, Acetil-CoA 100µM. 

- Medio de quimioluminiscencia para test de luminol 

Glucosa 5mM; MgCl2 1mM; CaCl2 0,5mM; BSA 0,05% p/v.  

- Medio reacción Amplex Red (KRPG; pH 7,35) 

NaCl 145mM; fosfato de sodio 5,7mM; KCl 4,86mM; CaCl2 0,54mM; MgSO4 

1,22mM; glucosa 5,5mM. 
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3.1.3. Fármacos 

Tabla 4. Fármacos utilizados en esta tesis.  

Compuesto Diana Efecto Casa commercial Referencia 

2-desoxi-D-glucosa (2-DG) Hexoquinasa Inhibidor Sigma-Aldrich D6134 

Antimicina A Complejo III Inhibidor Sigma-Aldrich A8674 

Apocinina NOX Pan-inhibidor Sigma-Aldrich A10809 

Citarabina (Ara-C) ADN polimerasa Inhibidor MedChem Express HY-13605 

Daunorubicina Topoisomerasa Inhibidor MedChem Express HY-13062A 

Dicloroacetato (DCA) PDK Inhibidor ChemCruz sc-203275 

Diphenyleneiodonium 

(DPI) 
NOX Pan-inhibidor ChemCruz sc-202584 

Etomoxir CPT1 Inhibitor Fisher Scientific NC1003732 

FCCP 
Membrana 

mitocondrial 
Desacoplante Sigma-Aldrich C2920 

FX-11 LDH-A Inhibidor MedChem Express HY-16214 

GKT137831 NOX1, NOX4 Inhibidor MedChem Express HY-12298 

GSK2795039 NOX2 Inhibidor MedChem Express HY-18950 

L-metionina sulfoximina Glutamina sintetasa Inhibidor Sigma-Aldrich M5379 

Oligomicina Complejo V Inhibidor Sigma-Aldrich 495455 

Oxamato (Ox) LDH Inhibidor Sigma-Aldrich O2751 

Pherphenazine NOX Pan-inhibidor Sigma-Aldrich P6402 

Forbol 12-miristato 13-

acetato (PMA) 
NOX Activador Fisher Scientific 10061403 

Rotenona Complejo I Inhibidor Sigma-Aldrich R8875 

VAS2870 NOX Pan-inhibidor MedChem Express HY-12804 

3.1.4. Material biológico 

3.1.4.1. Líneas celulares 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d2926?lang=en&region=US
https://www.google.com/search?sxsrf=ALiCzsZMCiIIS5PiKge_UdgvPhpwCa3ZcQ:1668068931067&q=L-metionina+sulfoximina+M5379&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwiGieOAmaP7AhXBxoUKHaFSByAQkeECKAB6BAgGEAE
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Tabla 5. Líneas celulares utilizadas en esta tesis. Los medios de cultivo así como el FBS y la Pen-Step 

son de la casa comercial Biowest. La normocina y el HEK-Blue Selection son de la casa comercial 

Invivogen. 

Línea celular Proveedor Referencia Condiciones de cultivo 

HEK-293T 
Cedido por C. Trigueros 
(INBIOMED Foundation, 

Donosti, España)  

 DMEM 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

HEK-Blue 
Invivogen 

 
RPMI 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep; 

100 µg/ml Normocina; 1:250 HEK-Blue 
Selection 

HL60 
DSMZ – German 

Collection of 
Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH  

ACC-3 RPMI 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

KG1α 
DSMZ – German 

Collection of 
Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

ACC-102 RPMI 20% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

MOLM-13 
DSMZ – German 

Collection of 
Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

ACC-554 RPMI 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

MV4-11 
Cedido por J.M. 

Hernández-Rivas (IBSAL, 
España) 

 IMDM 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

NB4 
DSMZ – German 

Collection of 
Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

ACC-207 RPMI 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

OCI-AML2 
Cedido por R.Macías 

(Universidad de 
Salamanca, España) 

 α-MEM 20% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

THP-1 
DSMZ – German 

Collection of 
Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

ACC-16 RPMI 10% v/v FBS; 1% v/v Pen-Strep 

 

Tabla 6. Principales características de las líneas celulares utilizadas en esta tesis. 

Línea celular Grupo FAB Citogenética y mutaciones representativas 

HL60 M2 MYC amplificado 

KG1α M0 Resistentes a quimioterapia. Gen de fusión 
FGFR1OP2-FGFR1 

MOLM-13 M5a FLT3-ITD 

MV4-11 M5b FLT3-ITD 

NB4 M3 PML-RARα 

OCI-AML2 M4 Mutación DNMT3A R635W 

THP-1 M5b MLL-AF9 
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3.1.4.2. Células mononucleadas de médula ósea de pacientes 

diagnosticados con leucemia mieloide aguda 

Tabla 7. Pacientes con LMA cuyas células mononucleadas de médula ósea han sido utilizadas en 

esta tesis. Descripción de las características diagnósticas. M se refiere a masculina y F a femenino. NA: 

dato perdido. 

Paciente Sexo Edad 
Fecha 

llegada 

% 

blastos 

en MO 

Grupo 

FAB 
Mutaciones Citogenética 

AML1 M 84 18/01/2016 86 NA NA normal 

AML2 M 81 11/04/2016 22 NA NA normal 

AML3 M 80 18/04/2016 NA M5 NPM1 normal 

AML4 F 42 23/04/2016 87 M1 NPM1 normal 

AML5 M 68 27/04/2016 64 M2 NPM1, WT1 normal 

AML6 F 68 31/05/2016 37 M1 NA -7q 

AML7 F 62 11/07/2016 84 NA NA -7, -13 

AML8 F 54 11/10/2016 73 M3 NA t(15;17) 

AML9 F 54 20/04/2017 NA M4 NA i(16),-7 

AML10 F 80 22/08/2017 80 M1 NA NA 

AML11 F 71 29/08/2017 NA M0 NA -5q, +8 

AML12 M 39 22/09/2017 36 M4 WT1 Normal 

AML13 F 63 06/10/2017 48 M1 No mutaciones NA 

AML14 F 57 22/01/2018 93 M1 NPM1 +16q 

AML15 F 64 22/03/2018 83 M5 NPM1 NA 

AML16 M 71 26/09/2018 48 M4 No mutaciones NA 

AML17 F 56 03/12/2018 92 M3 No mutaciones t(15;17) 

AML18 F 55 28/01/2019 42 M3 NA +9, t(15;17) 

AML19 F 54 16/03/2019 51 M4 No mutaciones i(16) 

AML20 M 31 13/06/2019 80 M1 No mutaciones Normal 

AML21 F 30 20/06/2019 21 NA No mutaciones 

-1, -3, -5, 

t(3q11;7q2

1), +8 

AML22 F 63 24/06/2019 78 M4 

IDH2, MPL, 

DNMT3A, 

SF3B1, NPM1, 

CEPBA 

monoalelico 

Normal 

AML23 M 68 13/09/2019 40 M0 No mutaciones +14 

AML24 M 35 13/01/2020 83 M5 

FLT3-ITD, 

NPM1, WT1 Normal 

AML25 F 22 29/01/2020 81 M5 KRAS 
t(10;11), -

11, +19 

AML26 F 20 05/02/2020 39 M4 No mutaciones t(9;11),+9 
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AML27 M 77 17/02/2020 88 M1 NPM1 Normal 

AML28 M 75 17/06/2020 59 NA 
CEBPA, 

ASXL1,TET2 
t(7;21) 

AML29 M 36 21/07/2020 20 M2 

RUNX1, DDX41, 

CEBPA 

monoalelico 

Normal 

AML30 F 65 26/01/2021 90 M1 IDH2 

+3q, -17, -

5, hsr 

(11q21), 

11q23-MLL 

AML31 F 44 19/03/2021 57 NA No mutaciones Normal 

AML32 M 75 20/09/2021 NA M2 No mutaciones i(4) 

AML33 M 83 27/09/2021 56 M5 No mutaciones Normal 

AML34 M 40 15/11/2021 90 M1 No mutaciones 8, FLT3-ITD 

AML35 M 45 19/01/2022 49,4 M4 
TP53, BCOR, 

NF1, WT1 

add(2), -5, 

+8,add(19), 

+22 

AML36 F 56 22/02/2022 NA NA No mutaciones i(16) 

 

Tabla 8. Individuos sanos cuyas células mononucleadas de médula ósea han sido utilizadas en esta 

tesis. M se refiere a masculina y F a femenino. 

Sano Sexo Edad 

Sano1 M 24 

Sano2 F 47 

Sano3 F 44 

Sano4  26 

Sano5 F 19 

Sano6 M 39 

Sano7 M 25 

3.1.4.3. Bases de datos 

El análisis genómico se llevó a cabo a partir de bases de datos de expresión de 

pacientes de LMA. Se tomaron del repositorio público del Gene Expression Omnibus del 

NCBI. Se seleccionó GSE15061169 como base de datos de entrenamiento, mientras que 

para la validación se utilizaron GSE14468170, GSE10358171, GSE688339, 

phs001657.v1.p1 y GSE165656172 (Tabla 9). Se descartaron las muestras pertenecientes 

a células de sangre periférica u otras patologías no relacionadas con la LMA (por ejemplo, 

el síndrome mielodisplásico derivado de la RAEB-t). Se eliminaron 96 muestras tanto del 

GSE15061 como del GSE14468 debido a la falta de información sobre el pronóstico o 

alteraciones citogenéticas, o bien por limitaciones computacionales. Los grupos 
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pronóstico para las muestras del conjunto de datos GSE10358 y GSE68833 se asignaron 

como se había hecho previamente170: favorable (i(16), t(16;16), t(15;17), t(8;21)); adverso 

(-5/-5q, -7/-7q, t(6;9), t(9;22) o más de 3 alteraciones); o intermedio, constituido por todas 

las alteraciones restantes. Los datos de expresión génica de un conjunto de datos de 

validación adicional (phs001657.v1.p1) se obtuvieron de Tyner et al.173 (Tabla 9). Así, el 

total de muestras de pacientes con información de expresión génica que manejamos fue 

de 1821. 

Tabla 9. Bases de datos de expresión génica que han sido utilizadas en esta tesis. Fuente: Gene 

Expression Omnibus (NCBI). 

 
Pronóstico Nº muestras Total 

GSE15061 

Sano 73 

449 
Favorable 96 

Intermedio 234 
Adverso 46 

GSE14468 
Favorable 95 

406 Intermedio 232 
Adverso 79 

GSE10358 
Favorable 54 

290 Intermedio 179 
Adverso 57 

GSE68833 

Favorable 30 
92 
44 

166 Intermedio 

Adverso 

phs001657.v1.p1 
Favorable 117 

429 Intermedio 150 
Adverso 162 

GSE165656 
Favorable 5  

Intermedio 46 81 
Adverso 30  

 

 

3.1.4.4. Oligonucleótidos 

Tabla 10. Oligonucleótidos utilizados para el silenciamiento de los genes estudiados. 

Gen diana Identificador Secuencia (5’→3’) 

Luciferasa 
Luc CTGACGCGGAATACTTCGA 

CYBB 
 

Nox2#1 GCTATGAGGTGGTGATGTT 

Nox2#2 CAAGACAATTGCAAGTCAA 

LDH-A 

ldha#1 GATAAGTGGTTTTCCCAAA 

ldha#2 GAATGAATGTTGCTGGTGT 
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LDH-B 

ldhb#1 AGATAAGCTTAAAGGAGAA 

ldhb#2 CTAAAATTGTGGCAGATAA 

 

Tabla 11. Oligonucleótidos utilizados para eliminar la expresión NOX2 mediante CRISPR-CAS9. 

Gen diana Dirección Secuencia (5’→3’) 

CYBB 
 

Sentido AGTTCGAAGACAACTGGACAGG 

Antisentido TATGAATAGAGGGAACTCCCTGG 

 

Tabla 12. Oligonucleótidos utilizados para PCR. 

Gen diana Técnica de uso Ta Dirección Secuencia (5’→3’) 

CYBB PCR 58 

Sentido AGTTCGAAGACAACTGGACAGG 

Antisentido TATGAATAGAGGGAACTCCCTGG 

β-ACTINA qPCR 58 

Sentido CACCACACCTTCTACAATGA 

Antisentido ACATGATCTGGGTCATCTTC 

CYBB qPCR 58 

Sentido ATGCAGGAAAGGAACAATGC 

Antisentido GTGCACAGCAAAGTGATTGG 

LDH-A qPCR 58 

Sentido AATATGGCAACTCTAAAGGA 

Antisentido TGACATCAACAAGAGCAAGT 

LDH-B qPCR 58 

Sentido CAACAGTTCCAAACAATAAGA 

Antisentido CAAGTTCATCAGCCAGAGA 

3.1.4.5. Anticuerpos 

Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en esta tesis para western blot. 

Diana Proveedor Referencia Dilución 

β -actina hFAB-
rodamina 

Bio-Rad 
12004164 1:2000 

β -catenina BD Transduction Laboratories 
#610154 1:500 

AKT Cell signalling 
#9272S 1:500 

p-AKT (S472/473) BD Transduction Laboratories 
550747 1:1000 

GSK3β BD Transduction Laboratories 
#610201 (7/GSK-3b) 1:3000 
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pGSK3β (S9) Santa Cruz Biotechnology 
sc-373800 (F-2) 1:500 

pGSK3β (Y216) BD Transduction Laboratories 
#612312 (13A) 1:3000 

GAPDH ThermoFisher Scientific 
AM4300 (6C5) 1:40000 

GAPDH hFAB-
rodamina 

Bio-Rad 
12004165 1:2000 

LDH  Santa Cruz Biotechnology 
sc-133123 (H-10) 1:1000 

LDH-A Santa Cruz Biotechnology 
sc-137243 (E-9) 1:1000 

LDH-B Santa Cruz Biotechnology 
sc-100775 (431.1) 1:1000 

c-MYC  Santa Cruz Biotechnology 
sc-40 (9E10) 1:5000 

NRF2 Abcam 
ab-62352 1:100 

OXPHOS Abcam 
ab110413 1:1000 

p70S6Kα Santa Cruz Biotechnology 
sc-8418 1:1000 

p-p70S6Kα (S434) Cell signalling 
9234S 1:1000 

PDHE1α Santa Cruz Biotechnology 
sc-377092 (D-8) 1:1000 

p-PDHE1α (S293) Millipore 
ABS204 1:1000 

Tubulina hFAB-
rodamina 

Bio-Rad 
12004166 1:2000 

Vinculina  Santa Cruz Biotechnology 
sc-73614 (7F9) 1:3000 

 

Tabla 14. Anticuerpos secundarios utilizados en esta tesis para western blot. 

Diana Proveedor Referencia Dilución 

α-mouse IgGκ BP Santa Cruz Biotechnology 
sc-516102 1:5000 

α-mouse IgG  Bio-Rad 
1706516 1:10000 

Goat α-mouse IgG 
StarBright Blue 700 

Bio-Rad 
12004159 1:5000 

Donkey α-mouse 
IRDye 680 

Licor 
925-68071 1:5000 

Goat α-mouse IgG 
IRDye 800 

Licor 
925-32210 1:5000 

α-rabbit IgG Invitrogen 
A16104 1:5000 

Goat α-rabbit IRDye 
680 

Licor 
926-68071 1:5000 

Donkey α-rabbit 
IRDye 800 

Licor 
926-32213 1:5000 
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3.2. Métodos experimentales 

3.2.1. Cultivos celulares 

Todas las líneas celulares utilizadas en esta tesis se cultivaron en incubadores de 

temperatura y concentración de CO2 controlada, con valores preestablecidos de 37ºC y 

5% respectivamente. Las condiciones de cultivo para cada línea celular se detallan en la 

Tabla 5. Cada dos días se midió la concentración a la que se encontraban las células en 

suspensión por contaje celular, se lavaron con 10ml de PBS 1X y se repuso el medio para 

mantener unas condiciones ideales de crecimiento de las células, con plena disponibilidad 

de nutrientes y a una densidad celular controlada. Cada línea celular se mantuvo a distinta 

densidad celular acorde a su tasa de crecimiento, con valores en torno a 2-4 x 105 

células/ml. Para las líneas celulares adherentes, HEK-293T y HEK-Blue, se determinó 

realizar los pases cuando las células estaban en una confluencia de alrededor del 80-90%. 

En primer lugar, se retiró el medio de la placa y se lavó las células con 10ml de PBS 1X. 

Las células HEK-293T requieren de la adición de Tripsina-EDTA (Biowest) precalentada 

a 37ºC, una cantidad suficiente para cubrir toda la superficie de la placa para despegarse. 

A continuación, se realizó un segundo lavado y se resuspendieron las células en su 

respectivo medio a baja densidad. Una dilución 1:6 permite mantener las células 3-4 días 

en cultivo.  

De forma periódica se testó la presencia de micoplasmas utilizando el test 

PlasmoTestTM (Invivogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.  

3.2.2. Aislamiento de células mononucleadas de paciente diagnosticados con 

leucemia mieloide aguda por gradiente de ficol 

Las muestras de médula ósea de los pacientes diagnosticados con LMA y de los 

individuos sanos fueron proporcionadas por el Servicio de Hematología del Hospital 

Universitario de Salamanca, previo consentimiento informado de los pacientes y 

siguiendo el protocolo de la Declaración de Helsinki. En primer lugar, la muestra se 

disgregó mediante 3 pasos: 1) inversión 5-8 veces; 2) paso a través de una jeringa de 18G, 

5-6 veces consecutivas; 3) paso a través de una jeringa de 21G, 5-6 veces consecutivas. 

Una vez eliminados los posibles coágulos encontrados en la muestra, se mezcló una parte 

de médula ósea con 2 partes de medio HBBS (Biowest). Se mezcló hasta tener una 

solución homogénea y se depositó con cuidado sobre ficol (Fisher Scientific) siguiendo 

una proporción de 2:3 ficol-muestra diluida en HBBS. Estas soluciones se centrifugaron 
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durante 30 minutos a 1600rpm 16ºC, con la precaución de no poner velocidad de 

aceleración y deceleración de la centrífuga para evitar el mezclado de la célula. El ficol 

es un polisacárido ramificado que se disuelve en agua y que permite el paso de las células 

de la sangre de la línea roja pero no de la línea blanca. De este modo, tras los 30 minutos 

de centrifugado las células rojas se localizaron en el fondo del tubo tras haber atravesado 

el ficol y las células de la línea blanca se localizaron sobre el ficol, lo cual nos permitió 

recogerlas y aislarlas del resto. Se transfirió la capa de células blancas sobre el ficol con 

una pipeta pasteur a un nuevo tubo y se lavó con 10ml de PBS 1X dos veces consecutivas 

(1500rpm 10 minutos). A continuación, se cuantificó el número de células aisladas 

mediante contaje celular y estas se incubaron a una densidad de 10 x 105 células/ml en 

medio RPMI 1640 10% FBS; 1% Pen-Strep a 37ºC y 5% de CO2. 

3.2.3. Cuantificación de la proliferación celular 

3.2.3.1. Tinción de célula viva con MTT 

MTT es un ensayo que desarrolló Mosmann174 que permite determinar el posible 

efecto citotóxico de un agente sobre líneas de células tumorales o cultivos primarios.  Los 

ensayos MTT se realizaron en placas de 96 pocillos en las que, durante 48h, se dejaron 

incubar 200 μl de la línea celular (2,5 x 105 células/ml) o de las células mononucleadas 

procedentes de pacientes con LMA (10 x 105 células/ml) con diferentes concentraciones 

de los diferentes inhibidores, a 37ºC y 5% de CO2. Tras las 48h, se añadieron 100 μl de 

PBS 1X para lavar las células. Entonces, las placas se centrifugaron a 4ºC y 300xg durante 

5 minutos. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 100 μl de MTT 

5 mg/ml (Sigma). Se incubaron las placas durante 1 hora 15 minutos a 37ºC y 5% de CO2. 

Tras la incubación, se lavó de nuevo con 200 μl de PBS 1X y se centrifugó 5 minutos a 

300xg y 4ºC. De nuevo, se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200 

μl de DMSO (Fisher Scientific). Un espectrofotómetro de barrido multipocillo a una λ de 

570 nm cuantificó la absorbancia de cada pocillo.  

Por comparación con el control, se obtuvo el porcentaje de proliferación: 

% proliferación = 
𝐴𝐵𝑆 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐴𝐵𝑆 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
 x 100 

El cálculo de la concentración capaz de inhibir la proliferación al 50% (IC50) y 

del índice de combinación (CI, de sus siglas en inglés Combination Index) se realizó con 
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el programa CalcuSyn (Biosoft). El CI permite cuantificar el tipo de interacción que se 

produce entre los fármacos de modo que: 

• Si CI es mayor a 1, los fármacos presentan un efecto antagónico. 

• Si CI es igual a 1, los fármacos presentan un efecto aditivo. 

• Si CI es menor a 1, los fármacos presentan un efecto sinérgico. 

 

3.2.3.2. Tinción de célula viva con CMTMR 

El 5-(y-6)-(((4-clorometil)benzoil)amino)tetrametilrodamina (CMTMR) se trata 

de un colorante vital que difunde a través de la membrana y una vez dentro de la célula 

sufre modificaciones estructurales que le impiden volver a salir. Es estable y tiene la 

particularidad de que no interfiere a nivel fisiológico con la célula. Se retiene en la célula 

periodos superiores a 72h, entre 3-6 ciclos de división. Al ser un compuesto disuelto en 

citoplasma, cuando la célula se divide, el contenido de CMTMR es repartido entre las dos 

células hijas diluyéndose. Por tanto, el procedimiento para la medición de la proliferación 

celular mediante marcaje con CMTMR consiste en incubar 2ml de células a una 

concentración de 2,5x105 células/ml en ausencia o presencia del inhibidor de interés y en 

medio 3-5µM de CMTMR (Fisher Scientific). Tras 24h, 48h, 72h, 96h se tomaron 0,5x105 

células. Se lavaron dos veces con PBS y se adquieron en el citómetro. CMTMR emite a 

una longitud de onda de 565nm y emite a 541nm. 

3.2.3.3. Contaje celular 

Se utilizaron dos tipos de tinciones celulares para excluir las células muertas de 

los contajes celulares de rutina y para medir la proliferación celular por contaje mediante 

otra estrategia alternativa. La tinción con azul de tripán 0,4% p/v entra en el interior 

celular de las células muertas tiñéndolas de azul. Este colorante con carga negativa es 

repelido por las células viables, también con carga negativa en el exterior de su membrana 

plasmática; mientras, la pérdida de estructura de las células muertas no presenta 

resistencia a su entrada. Por otro lado, la solución TURKS (1% v/v cristal violeta; 1,5% 

ácido acético glacial) se utilizó como alternativa para determinar el número de células 

mononucleadas viables tras la separación por gradiente de ficol. La solución TURKS es 

una tinción hematológica que destruye la membrana de las células de la línea roja y las 

plaquetas y tiñe el interior de todas células que han perdido su integridad celular. Esta 
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alternativa nos permitió contabilizar exclusivamente las células de la línea blanca, 

obviando las células rojas que no se hayan separado con el gradiente de ficol. 

Para realizar estos contajes, se tomó una alícuota para cada condición y se diluyó 

convenientemente con PBS. A continuación, se añadió azul tripán o bien TURKS a las 

suspensiones celulares en una proporción de volumen 1:1 y se mezcló hasta conseguir 

una solución homogénea. Depositando dicha solución sobre una cámara Thoma, se 

contaron las células utilizando un microscopio. 

3.2.4. Cuantificación de la viabilidad celular 

3.2.4.1. Anexina/7-AAD 

Se utilizó un kit de Anexina V y 7-AAD (Immunostep) para medir la viabilidad 

celular de las distintas líneas celulares en presencia y ausencia de diferentes tratamientos. 

Anexina V se une específicamente a la fosfatidilserina que queda expuesta en el exterior 

de la membrana plasmática cuando las células comienzan a entrar en apoptosis. El 7-AAD 

se une al ADN cuando este queda expuesto debido a una pérdida total de la integridad 

celular, característica de estadios de muerte celular avanzada como la necrosis o la 

apoptosis tardía. De este modo, consideraremos células vivas aquellas que no se marquen 

con ninguno de los marcajes, células en apoptosis temprana las que se marquen solo con 

Anexina V, células necróticas las que se marquen solo con 7-AAD y células en apoptosis 

tardía aquellas que den positivas en ambos marcajes. Detectamos Anexina V en el canal 

PE (Abs/Em Max: 490/578 nm) y 7-AAD en el canal PerCP (Abs/Em Max: 540/645 nm). 

 El procedimiento comenzó con la incubación 2 ml por pocillo de la línea celular 

en placas de 24 pocillos (a 2,5 x 105 células/ml) en ausencia o presencia de los diferentes 

tratamientos durante 48h. Transcurridas las 48h, se recogieron las células de la placa y se 

centrifugaron durante 5 minutos a 300xg y 4ºC. Se eliminó el sobrenadante y las células 

se lavaron con 3 ml de PBS 1X, que se centrifugaron durante 5 minutos a 300xg y 4ºC, y 

se eliminó el sobrenadante. El precipitado se resuspendió en 100 μl de Tampón Binding 

diluido al 10% en PBS. Después, se le añadieron 2 μl de anexina V y 2 μl de 7-AAD a 

cada uno de los tubos y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 

minutos. Tras los 15 minutos, se almacenaron las muestras en hielo y se adquirieron en 

el citómetro.   
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Para el caso de las células mononucleadas de paciente se siguió el mismo 

protocolo incubando 1x106 células/ml y marcando solamente con Anexina V.  

3.2.4.2. Yoduro de propidio 

Al igual que el 7-AAD, el yoduro de propidio (propidium iodide o PI de sus siglas 

en inglés) es una molécula de unión al ADN que no puede atravesar la membrana celular 

por lo que solo marcará el material genético de las células que hayan perdido su 

integridad, es decir, las células muertas. Para evaluar la viabilidad celular, se tomó una 

alícuota de cada condición de experimentación y se diluyó en una proporción de volumen 

1:1 con la solución de partida de yoduro de propidio 10µM. Se mezcló hasta conseguir 

una solución homogénea y se incubó durante 10 minutos. A continuación, se adquirieron 

las muestras incubadas por citometría y se analizó el porcentaje de PI positivas. El PI se 

excita a 488 nm y emite a una longitud de onda máxima de 617 nm. 

3.2.5. Ensayos de colonias 

Una problemática común al tratar las enfermedades hematológicas es la 

resistencia de las células progenitoras a los distintos tratamientos. En estos casos, los 

fármacos se presentan eficaces reduciendo la carga de células tumorales, pero con el paso 

del tiempo los pacientes recaen en la enfermedad por una nueva proliferación maligna 

con origen en dichas células inmaduras.  Las células progenitoras muestran características 

fenotípicas y genotípicas distintas a las células tumorales de modo que, en ocasiones, 

dirigir los tratamientos a ambas es complicado. Por ello, es interesante evaluar la eficacia 

de los tratamientos, no solo a través de ensayos de viabilidad y proliferación que 

determinen el efecto del tratamiento sobre las células tumorales, sino con otro tipo de 

ensayos que permitan analizar el efecto sobre las células progenitoras. El ensayo de 

colonias se ha empleado para determinar el efecto que tienen los distintos tratamientos 

sobre la capacidad de formar colonias de las células progenitoras de las distintas líneas 

celulares y las células mononucleadas de médula ósea de pacientes con LMA.  

En estos ensayos las células se trataron con los diferentes fármacos durante 48 

horas a una densidad de 2,5x105 células/ml o de 10x105 células/ml, según se trate de la 

línea celular o de las células de pacientes respectivamente. Trascurrido este tiempo se 

contaron, lavaron y resuspendieron 0,55x105 células en 250 µL de medio Iscove (IMDM 

2% FBS; 1% glutamina). Desde este medio se tomó el volumen relativo a una cantidad 

de 700 células para las líneas celulares y de 14000 para las células de pacientes y se 
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añadieron a 700 µL de medio semisólido de metilcelulosa (StemMACSTM HSC-CFU 

básico de Miltenyi Biotech para la línea celular, y StemMACSTM HSC-CFU completo sin 

eritropoyetina de Miltenyi Biotech para las células de pacientes). Se agitaron 

vigorosamente los distintos tubos y con una jeringa de 1 ml y con aguja de 18G, se 

depositaron 500 µL de la suspensión anterior en el fondo del pocillo de una placa de 24 

pocillos evitando que quedaran burbujas. De esta manera cada pocillo tenía una cantidad 

de 500 células o 10000 células en caso de línea celular o células de pacientes 

respectivamente. Se incubaron las placas a 37ºC, atmósfera del 5% de CO2 durante 7 días, 

si es una línea celular, y 14 días, en el caso de las células de paciente. Trascurrido este 

tiempo se contaron el número de unidades formadoras de colonias (CFU, de sus siglas en 

inglés colony forming unit) por microscopía óptica con el objetivo 4X. 

3.2.6. Ensayos de diferenciación celular 

A nivel clínico hay terapias que ejercen su acción induciendo la muerte celular 

mientras que otras actúan activando los mecanismos de diferenciación celular. Igual de 

eficaz puede resultar una u otra estrategia. Por ello, evaluar el efecto sobre la 

diferenciación celular de los tratamientos también resulta interesante. Para analizar si los 

tratamientos inducen la diferenciación, se siguió el procedimiento detallado a 

continuación.  

Estos ensayos se llevaron a cabo con las líneas celulares de modo que se incubó 

1-2ml de células a 2,5x105 células/ml. Se cultivaron las células durante 48h con los 

inhibidores. Tras 48h, se recogieron dichas células, se lavaron y se incubaron durante 15 

minutos a temperatura ambiente a una proporción 1:25 con un anticuerpo unido a 

fluorocromo que reconozca una proteína de membrana característica del linaje celular al 

que se diferencia cada línea celular. Concretamente en los experimentos presentados en 

este trabajo, la línea celular tratada fue MOLM-13, que se diferencia a macrófagos. Así 

pues, tras la incubación se lavaron las células en una ocasión con PBS y se cuantificaron 

por citometría de flujo los niveles de CD11b, marcador de membrana expresado en la 

población de macrófagos. Se tomaron los valores de fluorescencia media de la población 

como medida de diferenciación.  



Materiales y métodos 

65 

3.2.7. Análisis de la expresión génica 

Realizamos análisis de la expresión génica para medir la expresión de CYBB en 

las distintas líneas celulares y para evaluar la eficacia de los silenciamientos en aquellas 

células en las que no pudo evaluarse por western blot. 

3.2.7.1. Extracción de ARN 

La extracción de ARN se llevó a cabo utilizando el reactivo Tri Reagent (Sigma-

Aldrich) o Extrazol (NzyTech). Se tomaron mínimo 2x106 células que se diluyeron en 

500µl del reactivo comercial con trizol y se siguieron las recomendaciones del fabricante. 

Se utilizaron los Espectofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y 

espectrofotómetro/fluorómetro DS-11 FX+ (DeNovix) para evaluar la pureza y 

cuantificar el ARN extraído, considerándose valores de 260/230 en torno a 2 y de 260/280 

en torno a 1,8 aceptables. 

3.2.7.2. Retrotranscripción 

La reacción de la polimerasa solo puede utilizar ADN como molde. Por tanto, el 

ARN extraído debe convertirse a una cadena de ADN. Para ello se llevó a cabo el 

procedimiento de retrotranscripción que consiste en la transformación de ARN a ADN 

complementario (ADNc). Este proceso es posible gracias a la enzima retrotranscriptasa; 

en concreto, en este trabajo se utilizó la enzima comercial SuperScript® II (Invitrogen). 

En primer lugar, el ARN (4µg) se ligó a un oligonucleótido constituido por una cola de 

timinas (2µl oligo-dT) en un tubo con un volumen final de 11µl que se incubó durante 10 

minutos a 65ºC. A continuación, se añadieron al tubo todos los reactivos necesarios para 

la reacción de retrotranscripción, es decir, 4µl tampón de reacción de la transcriptasa 

reversa SuperScript® II (Invitrogen), 2µl ditiotreitol (DTT, Invitrogen), 1,5µl de mezcla 

de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs, Thermo Scientific) y 0,5µl RNase OUT 

(Invitrogen) y se ajustó la temperatura del tubo a 42ºC durante 5 minutos. A continuación, 

se añadió 0,5µl de la transcriptasa reversa SuperScript® II y se incubó durante 50 minutos 

a 42ºC. Finalmente, se detuvo la reacción calentando el tubo a 70ºC durante 10 minutos. 

3.2.7.3. Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa  

La q-PCR se realizó en el termociclador StepOne Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems) que detecta el fluoróforo SYBR Green, ampliamente extendido 

para la cuantificación a tiempo real de ADN.  SYBR Green se une al ADN de doble 
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cadena, de modo que cuanto mayor sea la cantidad de ADN de doble cadena presente en 

la muestra, mayor será la intensidad de fluorescencia de esta. 

La mezcla a preparar para desencadenar la reacción de PCR consta de 10ng de 

ADNc, 5µl de GoTaq qPCR Master Mix (Promega), 0,1µl de ROX (Promega), 0,1µl de 

oligonucleótido sentido, 0,1µl de oligonucleótido sentido y hasta 10µl de volumen final 

de agua destilada. Los oligonucleótidos utilizados para qPCR se detallan en la Tabla 12.  

Las condiciones de reacción son las siguientes:  

o Amplificación y cuantificación (x40):  

▪ Desnaturalización: 15 segundos a 95ºC 

▪ Anillamiento: 30 segundos a 58ºC 

o Calentamiento (x1): aumento de temperatura progresivo desde la 

temperatura de anillamiento hasta la temperatura de desnaturalización que 

permite evaluar si la amplificación ha sido específica.  

Todas las reacciones de qPCR se llevaron a cabo por triplicado. Siempre se puso 

un control negativo de reacción que contenía todos los reactivos de la reacción excepto el 

ADNc que era reemplazado por agua destilada. La cuantificación de los resultados se 

realizó mediante el método comparativo de ciclo umbral, Ct, usando la β-actina como 

control de expresión endógeno. 

3.2.7.4. Electroforesis en gel de agarosa 

Al menos la primera vez que se utilizaron cada una de las parejas de 

oligonucleótidos se realizó una electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR para 

confirmar que el tamaño de producto de PCR coincidía con el tamaño esperado. Se 

recomienda un tamaño de amplicón de aproximadamente 100 pares de bases. 

Consecuentemente, se prepararon geles al 2% p/v de agarosa en tampón TAE que 

garantizaban la detección y correcta separación de la banda. Con 5-10µl del producto de 

la reacción de PCR fue suficiente para visualizar la banda del amplicón. Los geles se 

corrieron durante 45 minutos a 90V y se visualizaron en el documentador Gel Doc XR 

System (compuesto por Universal Hood II, Universal XR Camera w/MZL y Quantity 

One Software) (Bio-Rad).  
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3.2.8. Análisis de la expresión proteica 

Rutinariamente, para la cuantificación proteica por western blot se incubaron 5ml 

de células a una concentración de 3x105 células/ml durante 16h en presencia o ausencia 

de los inhibidores metabólicos. 

3.2.8.1. Extracción de proteínas 

Para la extracción de proteínas, se tomaron las células en cultivo en las 

condiciones indicadas (1,5x106 células) y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos 

a 4ºC. Se eliminó el medio de cultivo y se lavó con 1ml de PBS 1X. Tras una segunda 

ronda de centrifugación, se retiró el PBS y se resuspendió el precipitado en 50-100 µl de 

tampón MLB, al cual se añadió un inhibidor de proteasas en una proporción 1:500. La 

mezcla se incubó en hielo durante 20 min, se centrifugó a 14800 rpm durante 15 minutos 

y se recuperó el sobrenadante pasándolo a otro tubo limpio.  

3.2.8.2. Cuantificación de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó mediante el ensayo de Bradford 

utilizando concentraciones de albúmina sérica bovina entre 0,01mg/ml y 0,1mg/ml como 

patrón. Las muestras proteicas se diluyeron en proporciones de 1:80 a 1:120 con agua 

para garantizar que la absorbancia que proporcionaban se encontraba dentro del rango de 

la recta patrón previamente descrito. Se mezclaron 20µl de las distintas diluciones patrón, 

así como de las distintas muestras con 200µl de reactivo de Bradford en placas de 96 

pocillos. Se incubaron durante 5 minutos en oscuridad para posteriormente medir la 

absorbancia de cada uno de los pocillos a 595nm en un lector de microplacas Multiskan 

FC (Thermo Scientific). Cada muestra se evaluó por triplicado. 

3.2.8.3. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida  

A continuación, se realizó la separación de las proteínas en gel de poliacrilamida 

mediante una electroforesis desnaturalizante en condiciones reductoras (SDS-PAGE). Se 

utilizaron geles de poliacrilamida a concentraciones entre 7-12% de poliacrilamida, en 

función de los tamaños de proteína que quisiéramos detectar. Los extractos proteicos se 

mezclaron con tampón de carga para proteínas en una proporción 1:1 y se sometieron a 

los siguientes ciclos: 5 minutos a 37ºC, 5º en hielo y 5 minutos a 37ºC. Se cargó la misma 

cantidad en cada pocillo del combinado extracto proteico+tampón de carga, entre 20-

50µg de proteína dependiendo la abundancia de las proteínas a detectar. Los geles se 
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corrieron en el equipo de electroforesis vertical y transferencia Mini-PROTEAN 3 Cell 

con tampón de electroforesis suficiente y a un voltaje constante de 120V hasta que el 

tampón de carga se salió del gel.  

3.2.8.4. Transferencia húmeda 

Se utilizaron membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) para transferir 

las proteínas. Las membranas se activaron con metanol y se colocaron en estrecho 

contacto con geles de poliacrilamida en los montajes de sandwich. Se realizó transferencia 

húmeda en un sistema de electroforesis horizontal Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad) 

lleno de tampón de transferencia de western blot 1X durante 16 h a un amperaje constante 

de 150 mA a 4ºC. 

3.2.8.5. Hibridación con anticuerpos 

Previo a la hibridación con los anticuerpos se realizó una incubación de las 

membranas de 1 hora de duración a temperatura ambiente bien en leche desnatada al 5% 

p/v bien en BSA 2% p/v en TBS-Tween, con el objetivo de evitar las uniones 

inespecíficas. Los anticuerpos frente a proteínas fosforiladas se diluyeron en BSA 2% p/v 

en TBS-Tween y los anticuerpos totales en leche 5% p/v TBS-Tween. Tras el bloqueo de 

uniones inespecíficas, se hibridaron las membranas inicialmente con los anticuerpos 

primarios de interés diluidos y posteriormente con los anticuerpos secundarios, según 

indica en la Tabla 13. Los tiempos de incubación varían desde 1h a 24h, en función del 

anticuerpo utilizado, incubándose a 4ºC tiempos superiores a las 6h. Entre la incubación 

del anticuerpo primario y el anticuerpo secundario y tras la incubación del secundario, se 

lavaron las membranas 3 veces con TBS-Tween en periodos de 10 minutos.  

3.2.8.6. Exposición y cuantificación  

El revelado de las membranas se realizó en el equipo ChemiDoc MP (Bio-Rad) o 

bien en un revelador de películas Medical X-Ray processor (Kodak), que requirió de una 

cuantificación posterior utilizando el densitómetro CS-9000 (Shimadzu). Los anticuerpos 

secundarios quimioluminiscentes tienen conjugada la peroxidasa de rábano que puede 

catalizar la oxidación del luminol y dar luminiscencia. Por ello, las membranas incubadas 

con anticuerpos secundarios quimioluminiscentes requieren de un paso previo de 

incubación durante 5 minutos con el sustrato de la peroxidasa de rábano (ClarityTM 

Western ECL Substrate (Bio-Rad)). Hecho esto, se expusieron a la adquisición de 
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luminiscencia. Por otro lado, las membranas incubadas con anticuerpos secundarios 

fluorescentes se introdujeron directamente al documentador de geles donde se expusieron 

a la luz de un láser que excitó al fluoróforo unido al anticuerpo secundario.  

Las imágenes obtenidas se analizaron con los softwares Image Lab (Bio-Rad) o 

ImageStudio (LICOR), normalizando los datos siempre con un control de carga endógeno 

no involucrado en la ruta de señalización en estudio. 

3.2.9. Silenciamiento lentiviral 

Una de las estrategias utilizadas para la reducción de los niveles de expresión de 

un gen en las líneas celulares modelo de LMA fue el silenciamiento lentiviral. Los 

lentivirus tienen la capacidad de infectar líneas celulares de mamíferos y transferir la 

información genética que portan de modo que esta pueda ser integrada en el genoma de 

la célula blanco. Así pues, produjimos lentivirus que contenían un vector con una 

secuencia que pudiera unirse al RNAm del gen del que queríamos reducir la expresión y, 

a continuación, co-cultivamos estos lentivirus con las células en las que queríamos 

silenciar la expresión del gen diana. Como resultado, las células blanco conseguían 

reducir los niveles de expresión de nuestro gen de interés de forma estable. Los pasos del 

proceso se detallan a continuación.  

3.2.9.1. Procesamiento de los oligonucleótidos e inserción de la secuencia 

en el plásmido vector 

Las secuencias que se utilizaron en esta tesis para reducir los niveles de expresión 

de varios genes de interés se describen en la Tabla 10. El silenciamiento del gen de la 

luciferasa de luciérnaga se utilizó como control de silenciamiento. Las secuencias de 

luciferasa y NOX2 se han utilizado previamente.158 El resto de secuencias se diseñaron 

utilizando la herramienta online de diseño de oligonucleótidos Primer3 Plus siguiendo los 

criterios previamente propuestos.175 

Los oligonucleótidos se deben anillar y fosforilar siguiendo los pasos que se 

describen en 176 para poder introducirlos en los sitios de clonaje MluI y ClaI del plásmido 

lentiviral pLVTHM (Figura 10), amablemente cedido por el Dr. Didier Trono. La correcta 

inserción del plásmido se comprobó en dos pasos: 1) cortando con las enzimas de 

restricción EcoRI y ClaI y comparando la diferencia de tamaño de los fragmentos de 

plásmido con y sin insercion y 2) por secuenciación utilizando un secuenciador 



Materiales y métodos 

70 

automático capilar 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems) en el Servicio de 

Secuenciación de la Universidad de Salamanca. 

 

Figura 10. Mapa del vector lentiviral pLVTHM para la expresión estable de ARN de silenciamiento. 
Representación esquemática del vector mostrando sus principales características. Los sitios de restricción 
MluI y ClaI, situados a continuación del promotor H1, sirven como sitio de clonaje para las construcciones 
de ARN de silenciamiento. El marco de lectura abierto de la proteína verde fluorescente mejorada (EGFP) 
bajo el promotor del factor de elongación 1 alfa (EF-1α) permite el seguimiento de las células transducidas. 
Figura tomada de 177. 
 

3.2.9.2. Producción de lentivirus 

El siguiente paso consistió en la producción de los lentivirus. Las partículas virales 

se generaron en células productoras, HEK-293T, por co-transfección transitoria del 

RNAsi-vector lentiviral (previamente descrito), un plásmido de empaquetamiento 

(psPAX2) y un plásmido de envoltura (pMD2.G). El plásmido de empaquetamiento 

codifica proteínas que permiten la transcripción y empaquetamiento del vector pLVTHM 

dentro de la partícula vírica. El plásmido pMD2.G contiene la información para la síntesis 

de la envoltura membrana.  

En primer lugar, se trataron las placas de cultivo de 100mm de diámetro con 3ml 

de poli-D-lisina (Sigma-Aldrich), que se depositó en la placa durante 1’ y posteriormente 
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se retiró. Se dejaron secar las placas, aproximadamente 30 minutos. Entonces, se 

depositaron las células HEK-293T sobre las placas pretratadas con poli-D-lisina a una 

confluencia del 80% en 9,6ml de medio DMEM completo. Se esperó a que las células se 

pegaran (aproximadamente 5 horas), lo cual puede comprobarse por la forma estrellada 

que estas adquieren. Una vez las células se encontraron perfectamente adheridas, se 

incubaron con una mezcla de transfección que se constituyó por 1,2ml de NaCl 150mM, 

6µg de RNAsi-vector lentiviral, 4,5 µg de pMD2.G, 6µg de psPAX2 y 60µl de PEI 

(polietilenimina, Polysciences Inc.) que previamente debe incubarse durante 20 minutos 

a 37ºC. El PEI, con carga positiva, neutraliza la carga negativa del ADN lentiviral y 

facilita su introducción en la célula blanco.  

Las células productoras se incubaron una noche con la mezcla de transfección, 

tras lo cual se retiró el medio y se añadieron 8,5ml de medio fresco. 24h después se 

recogió el medio de las placas que contenía la primera tanda de producción lentiviral y se 

volvieron a añadir 8,5ml por placa de medio fresco. 48h después se recogió el medio de 

las placas que contenía la segunda tanda de producción lentiviral. El medio recogido en 

ambas tandas se ultracentrifugó a 20000rpm durante 2 horas 10 minutos 16ºC con el fin 

de conseguir un concentrado vírico. Tras la centrifugación se desechó el sobrenadante y 

se mezcló el pellet en 200µl del medio de transducción que se conservó durante 4-5h a 

4ºC para favorecer la resuspensión. El concentrado vírico se alicuotó en tubos de uso para 

evitar los ciclos de congelación-descongelación que disminuyen la eficiencia de 

infección.  

3.2.9.3. Valoración de la producción vírica 

Cada línea celular admite distintos niveles de virus en co-cultivo y muestra distinta 

susceptibilidad a ser transducida por virus, por ello existe una variable denominada 

multiplicidad de infección (MOI, de sus siglas en inglés multiplicity of infection) cuyas 

unidades son número de virus/célula que será distinta y empírica para cada línea celular. 

Esto quiere decir que es recomendable controlar el número de virus que se cultiva con las 

células. En consecuencia, es necesario hacer una valoración de la concentración vírica en 

las alícuotas resultantes del apartado anterior. Para ello, se utilizó la línea celular HEK-

293T. Para cada condición a testar, se tomaron 1x105 células que se adhirieron a un 

pocillo de una placa de 24 pocillos previamente tratada con poli-D-lisina, como se ha 

descrito previamente, en un volumen de 350µl. Se testaron 4 o 5 condiciones (adición de 
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1µl, 5µl, 10µl y 30µl) de cada concentrado vírico que previamente diluimos 1:100. Estas 

placas se centrifugaron a 32ºC durante 90 minutos a 1800xg, tras lo cual se incubaron 

toda una noche en un incubador de temperatura, 37ºC, y CO2, 5%, controlado. A la 

mañana siguiente, se retiró el sobrenadante de cada pocillo y se añadió 750µl de medio 

DMEM completo fresco. Estas células se mantuvieron en cultivo durante 48h, tras lo que 

se levantaron y llevaron al citómetro para contabilizar el número de células GFP positivas, 

células verdes, resultado de la infección lentiviral. El porcentaje de células verdes 

obtenido por citometría nos permitió calcular la concentración vírica de nuestras alícuotas 

en base a la siguiente fórmula: 

𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠

𝑚𝑙
 = 

% 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝐺𝐹𝑃+𝑥 100000 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠

100
 · 1000

µ𝑙 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 𝑣í𝑟𝑖𝑐𝑎

100
 

 

3.2.9.4. Transducción de la línea celular diana 

Conocidas las concentraciones de las alicuotas lentivirales producidas, el siguiente 

paso consistió en co-cultivar dichos lentivirus con la línea celular blanco de modo que los 

lentivirus pudieran infectar a las células. En primer lugar, las células se debían cultivar 

durante 6h en un medio con deprivación de FBS, RPMI 1% FBS con 1% Strep-Pen y 1% 

de glutamina a una concentración de 3 x 105 células/ml. Tras las 6h, se añadieron los virus 

en las proporciones virus:célula (MOI) adecuadas para cada línea celular y se centrifugó 

la mezcla a 32ºC durante 90 minutos a 1800xg en 100µl por pocillo en placas de 96 

pocillos. A la mañana siguiente, se retiró el sobrenadante de cada pocillo y se añadió 

medio RPMI completo fresco. Estas células se mantuvieron en cultivo durante 48h, tras 

lo que se llevó una alícuota representativa de las mismas al citómetro para contabilizar el 

número de células GFP positivas. 

La MOI de las distintas líneas celulares modelo de LMA transducidas en esta tesis 

ha tenido que calcularse empíricamente. Las líneas celulares THP-1 y HL-60 se co-

cultivaron a una MOI de 75 virus/célula generando una infectividad del 90-95%; 

mientras, la línea celular MOLM-13 se co-cultivó con una MOI de 100 virus/célula e, 

incluso realizando dos rondas de transducción, los porcentajes de GFP+ se encontraban 

en torno al 30%. Por ello, requerimos realizar una separación por cell-sorting de las 

células GFP+ en el Servicio de Citometría de la Universidad de Salamanca. 
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3.2.9.5. Comprobación del silenciamiento 

Por último, resultó pertinente comprobar que el silenciamiento lentiviral obtenía 

los resultados moleculares esperados, es decir, reducción de la expresión génica y 

consecuentemente proteica. Lo más adecuado sería haber podido evaluar un descenso de 

la cantidad de proteína sintetizada por la célula, pero no en todos los casos ha sido posible. 

La cuantificación de la expresión de NOX2 rutinaria para comprobar la eficiencia del 

silenciamiento se realizó mediante qPCR debido a los problemas que conllevaba la 

detección de NOX2 por western blot que se han revisado en 178. La Figura 11A demuestra 

que los RNA de silenciamiento que se diseñaron frente a NOX2 reducen sus niveles de 

expresión en HL-60, MV4-11, MOLM-13 y THP-1. Por otro lado, el RNA de 

silenciamiento diseñado frente a la lactato deshidrogenasa (LDH)  B redujo los niveles de 

proteínas de LDH-B (Figura 11B) así como los RNA de silenciamiento que se diseñaron 

frente a LDH-A redujeron los niveles de proteína en las líneas celulares THP-1 (Figura 

11C) y MOLM-13 (Figura 11D). En el caso del silenciamiento de la LDH-A, la segunda 

secuencia testada ha resultado más eficiente en la reducción de los niveles proteicos de 

LDH (Figura 11C y D). 

 

Figura 11. Comprobación del silenciamiento de los genes diana en estudio. A) Gráfico representativo 
que muestra la cuantificación relativa de los niveles de expresión de ARNm de NOX2 normalizado respecto 
a los niveles de actina en células HL-60, MV4-11, MOLM-13 y THP-1 silenciadas por infección lentiviral con 
una secuencia dirigida a la isoforma 2 de las NADPH. Se representa el tanto por uno respecto a luciferasa 
(silenciamiento control). B) Imagen representativa de western blot para la validación del silenciamiento de 
una secuencia dirigida a la isoforma B de la LDH en la línea celular de LMA THP-1. C) Imagen 
representativa de western blot para la validación del silenciamiento de dos secuencias dirigidas a la 
isoforma A de la LDH en la línea celular de LMA THP-1. D) Imagen representativa de western blot para la 
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validación del silenciamiento de la isoforma B de la LDH en la línea celular de LMA MOLM-13. Los datos 
muestran los resultados de un experimento representativo de, al menos, 3 que se hicieron en total. 
 

A lo largo de esta tesis las células que tengan algún gen silenciado se anotarán con el 

nombre de la línea celular silenciada y un superíndice compuesto por el nombre de la 

proteína silenciada y las siglas KD procedentes del inglés knock-down. Por ejemplo, 

THP1NOX2/KD significa células THP-1 con NOX2 silenciado. 

3.2.10. Generación de líneas celulares deficientes en CYBB mediante la 

herramienta CRISPR-CAS9 

Nos propusimos la utilización de la metodología CRISPR-CAS9 ya que, como se 

observa en la figura anterior, detectamos que el silenciamiento no era capaz de eliminar 

la totalidad de la expresión del gen. Además, algunas de las líneas celulares utilizadas, 

como las células MOLM-13, mostraron problemas de eficiencia en la infección lentiviral. 

CRISPR-CAS9, que permite suprimir totalmente la expresión de un único gen de forma 

específica, se compone de dos ARNs y la proteína CAS9. El ARNcr se diseñó para unirse 

específicamente a la secuencia a la que nos queríamos dirigir seguido de una secuencia 

PAM, que es la región que reconoce la CAS9. El ARNtrac se une a ARNcr para 

estabilizarlo y forma un complejo al que puede unirse CAS9. Además, en nuestro caso, 

ARNtrac contenía un fluoróforo que nos permitió detectar si el complejo RNP (CAS9 y 

ARNs) entraba en la célula. Una vez la CAS9 corte en la región específica del ADN a la 

que le dirigimos, la célula reparará la rotura de doble cadena del ADN por un mecanismo 

de reparación de unión de extremos no homólogos, que suele ir asociada a la 

eliminación/inserción de algunos nucleótidos (indels, del inglés insertions and deletions). 

Introducir 2 RNAcr a menos de 100pbs de distancia minimiza la inserción o deleción de 

nucleótidos, lo cual genera más homogeneidad entre las células sobre las que se realiza 

el CRISPR-CAS9. 

El desarrollo de los modelos CRISPR-CAS9 se hizo en colaboración con el grupo 

del Dr. Ignacio García-Tuñón de la Universidad de Salamanca.  

3.2.10.1. Diseño de los oligonucleótidos 

Se utilizaron dos plataformas online para realizar el diseño de los 

oligonucleótidos: CRISPR Custom Guide RNAs (IDT) y Breaking CAS (Centro Nacional 

de Biotecnología, CSIC). La primera de ellas tiene un registro de las secuencias previas 

que se han diseñado y comprado a IDT contra gran variedad de genes, lo cual puede ser 
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interesante ya que garantiza que han funcionado previamente. En nuestro caso, se 

diseñaron las secuencias de oligonucleótidos de novo dirigidas al exón 4 de CYBB con el 

software online Breaking CAS. Escogimos el exón 4 ya que formaba parte de todas las 

alternativas codificantes de ARNm. Breaking CAS te reporta una lista de secuencias de 

oligonucleótidos, un valor de calidad del oligonucleótido e indica si existen otros genes a 

los que el oligonucleótido podría unirse. Los oligonucleótidos seleccionados (Tabla 15) 

fueron los de mayor valor de calidad que cumplieran no tener otros genes diana y estar a 

menos de 100 pares de bases el uno del otro.   

Tabla 15. Secuencias diseñadas para noquear la expresión de NOX2 mediante CRISPR-CAS9. 

Gen diana Dirección Secuencia (5’→3’) 

CYBB 
 

Sentido GAGTTCGAAGACAACTGGACAGG 

Antisentido TATGAATAGAGGGAACTCCCTGG 

3.2.10.2. Preparación de los oligonucleótidos 

A continuación, se tuvo que que anillar el ARNtrac y los ARNcr. Para la 

preparación de la mezcla de anillamiento debe utilizarse material libre de nucleasas. 

Consiste en mezclar 2,2µl de ARNtrac 200µM+2,2µl de cada ARNcr 200µM y completar 

hasta 10µl con agua destilada. La mezcla anteriormente descrita se sometió a una rampa 

de temperatura en el termociclador que comenzó con un ciclo de 5 minutos a 95ºC e irá 

disminuyento 5ºC cada minuto hasta temperatura ambiente.  

3.2.10.3. Preparación de la mezcla de nucleofección 

Los reactivos y material necesario para la nucleofección forman parte del Kit para 

transfección NeonTM de Invitrogen. 

Para cada electroporación se mezcló en un tubo 0,3µl de CAS9 (20 U de Alt-R® 

S.p. CAS9 Nuclease V3, Fisher Scientific) y 0,2µl de tampón correspondiente (tampón 

R), lo cual se incubó 10 minutos a 37ºC. Para completar la mezcla de nucleofección se 

añadieron 2µl de promotor 20µM (Alt-R® CAS9 Electroporation Enhancer, Fisher 

Scientific). A estos 2,5µl de mezcla se añadió 0,5µl de la mezcla de anillamiento.  

3.2.10.4. Nucleofección 

La nucleofección es una técnica que consiste en la generación de poros transitorios 

en la membrana plasmática y nuclear de las células mediante la aplicación de una 
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corriente eléctrica. La generación de poros permite la entrada de material genético 

exógeno al interior del núcleo celular. En este trabajo se utilizó el aparato Neon 

Transfection System (Invitrogen) para este procedimiento. 

Se realizaron 4 rondas de nucleofección. En cada ronda se electroporaron 300.000 

células THP1 resuspendidas en 33µl de tampón R. Los parámetros de nucleofección 

fueron los propuestos por el fabricante para estas células, que pueden consultarse en Neon 

Transfection System Cell Line Data and Transfection Parameters.179 Concretamente para 

las THP-1, se realizó un único pulso de 1450V durante 10ms con una proporción de 

CAS9/ARNcr de 1,25µg/7,5pmol. Tras la nucleofección, las células se depositaron en 

1,5ml de RPMI 10% FBS 1% glutamina y sin antibiótico durante 24h.  

3.2.10.5. Comprobación de la nucleofección 

Tras 24h de incubación se comprobó al microscopio que las células estaban rojas 

(Texas Red positivas, fluoróforo presente en ARNtrac).  

Por otro lado, se tomó una fracción de estas células para realizar una PCR de 

comprobación que nos permitió ver si la deleción -de aproximadamente 100 pares de 

bases- estaba presente o no en parte de la población total de las células nucleofectadas.  

El ADN se extrajo utilizando el NZY Tissue gDNA Isolation kit (NzyTech). Los 

oligonucleótidos utilizados para dicha PCR se indican en la Tabla 12 y las condiciones 

de reacción fueron las siguientes:  

- Desnaturalización (x1): 3 minutos a 98ºC  

- Amplificación (x35):  

o Desnaturalización: 30 segundos a 98ºC 

o Anillamiento: 30 segundos a 58ºC 

o Extensión: 45 segundos a 72ºC 

- Extensión (x1): 7 minutos a 72ºC 

Los resultados de la PCR mostraron la presencia de la deleción en parte de la 

población (Figura 12). La amplificación de la región interferida de CYBB de las células 

nucleofectadas resultó en dos bandas, una del tamaño de la banda amplificada en las 

células no interferidas que provenía de la parte de la población sobre la que la estrategia 

CRISPR-CAS9 no ha funcionado y la segunda banda aproximadamente 100 pares de 
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bases menor que corresponde a la región de CYBB amplificada en las células sobre las 

que la estrategia CRISPR-CAS9 ha delecionado de forma efectiva la región diana. 

 

 

 

 

 

3.2.10.6. Generación de colonias knock-out  

A continuación, se separaron unidades individuales de las células THP1 positivas 

para Texas Red en pocillos de placas de 96 pocillos con 100µl de RPMI 10% FBS 1% 

glutamina 1%Strp-Pen. Esta separación de célula única (single-cell sorting) se llevó a 

cabo en un citómetro FACSAria III con la colaboración del Servicio de Citometría de la 

Universidad de Salamanca.   

Se mantuvo y expandió el cultivo de cada una de las células aisladas hasta que 

formaron una colonia clónica, aproximadamente un mes y medio de cultivo. A lo largo 

de esta tesis a las células THP1 que hayan demostrado tener CYBB noqueado se les 

llamará KO, del inglés knock-out. 

3.2.10.7. Comprobación de la eliminación de CYBB en las colonias knock-

out  

Por último, en cuanto los clones alcanzaban un número de células suficiente, se 

comprobó en cada uno de ellos si presentaron la deleción, realizando la PCR que se ha 

descrito previamente (resultados no mostrados). Aquellos que resultaron positivos 

(alrededor del 40%) se analizaron a nivel genotípico y fenotípico para caracterizar el 

comportamiento de los THP-1NOX2/KO (Figura 13). Las células THP-1NOX2/KO presentan 

una deleción de 86 pares de bases en el exón 4 del gen CYBB (Figura 13A), diseñada para 

 Figura 12. Comprobación de la deleción producida por CRISPR-CAS9 
en la población de células THP-1 nucleofectadas. La imagen muestra 
un gel de agarosa con los productos de una PCR de amplificación de una 
región de CYBB, obtenidos tras la extracción del ADN genómico de las 
células THP1 nucleofectadas con ARNcr dirigido a NOX2 y ARNcr control 
(control negativo). 
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originar un desplazamiento del marco de lectura que da lugar a un codón de terminación 

en el exón 4. De este modo, la proteína NOX2 producida en estos clones está truncada, 

provocando que esta se marque para degradación. Este genotipo se traduce en la 

eliminación de la expresión proteica de NOX2 en membrana (Figura 13B) y una menor 

actividad NADPH oxidasa (Figura 13C).   

 

Figura 13. Comprobación de la deleción de CYBB mediante la estrategia CRISPR-CAS9 en la línea 
celular THP-1. A) Alineamiento de secuencias obtenidas por secuenciación genómica de tres clones 

noqueados para CYBB y un clon control. En naranja las secuencias de las THP-1NOX2/KO y gris THP-1WT. B) 

Niveles de expresión de NOX2 en membrana plasmática cuantificados por citometría mediante marcaje 
celular con el anticuerpo 7D5 de MBL en las líneas celulares THP-1NOX2/KO y células control siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. C) Medida de actividad NOX cuantificada mediante ensayo de luminol tras 
activación con 2µM de PMA en líneas celulares KO y células control. Los datos representan la media ± 
desviación estándar de mínimo 3 experimentos. 
 

3.2.11. Cuantificación de las especies reactivas del oxígeno 

Las técnicas utilizadas para evaluar las ROS se detallan a continuación.  

3.2.11.1. Especies reactivas del oxígeno extracelulares 

El luminol (Sigma-Aldrich, A8511) es un reactivo que emite luz cuando reacciona 

con un agente oxidante. Fue utilizado para cuantificar la producción de ROS 

extracelulares como medida de la actividad de las NADPH oxidasas. Para ello, 

suspendimos 200.000 células en 200µL de tampón de quimioluminiscencia por cada 

pocillo de reacción, y las depositamos en placas de 96 pocillos especiales para la medida 

por luminometría (opacas). Añadimos luminol 100µM a cada pocillo para la detección de 

https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/product/sigma/a8511
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las ROS. Para cada condición se testó por triplicado: (1) un control negativo de la reacción 

con DPI 1 μM, (2) una medida de los niveles basales, es decir, sin adición de DPI ni PMA, 

y (3) una medida de los niveles de ROS tras estimulación con PMA. La cuantificación de 

la quimioluminiscencia se realizó en un Varioskan Flash a 428nm. El protocolo de 

actuación programado constó de los siguientes pasos: 

1. Incubación a 37ºC y detección de los niveles basales de ROS cada 20 

segundos, durante 5 minutos. 

2. Extracción de la placa para añadir PMA 2μM a los pocillos. 

3. Introducción nuevamente de la placa, agitación, e incubación a 37ºC y 

detección de los niveles de ROS cada 20 segundos, durante 45 minutos. 

Los datos de quimioluminiscencia se muestran como la cantidad de luz producida (en 

unidades arbitrarias) por segundo.  

3.2.11.2. Especies reactivas del oxígeno totales 

La diclorofluoresceína diacetato (DCF-DA, Sigma-Aldrich D6883) es un 

indicador de ROS que puede entrar al interior celular y se oxida de forma inespecífica por 

múltiples ROS. Por ello, se ha utilizado como test de los niveles totales de ROS. Se 

cultivaron las células a una concentración de 4x105 células/ml durante 2h. Tras las 2h de 

cultivo, se lavaron las células y se resuspendieron en 500µl de medio PBS 1X a una 

concentración final de DCF de 10µM, donde se incubaron 30 minutos a 37ºC. Tras los 30 

minutos de incubación, se lavaron las células una vez con PBS 1X y se cuantificó el 

marcaje por citometría en el canal FITC. 

3.2.11.3. Peróxido de hidrógeno 

Amplex Red (Amplex Red, Fisher Scientific 11519056) es una sonda 

comúnmente utilizada para la medición del peróxido de hidrógeno (H2O2). Inicialmente 

se plaquearon 100µl de medio KRPG con 10mM Amplex Red y 10U/ml de enzima 

peroxidasa de rábano, lo cual se atemperó durante 10 minutos a 37ºC. Tras los 10 minutos 

de incubación, se adicionaron 0,5x105 células en un volumen de 20µl de tampón KRPG 

a cada pocillo. La medición de Amplex Red se realizó en placas de 96 pocillos de 

luminometría en un Varioskan Lux a una absorbancia de 560nm. El protocolo de 

actuación programado constó de los siguientes pasos: 

1. Agitación de 10 segundos e incubación a 37ºC. 
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2. Detección de los niveles basales de ROS cada 30 segundos durante 5 minutos 

(fase de estabilización de la medida). 

3. Agitación e incubación a 37ºC.  

4. Detección de los niveles de ROS cada 15 segundos, durante 15 minutos. 

Los datos de Amplex Red se representan en una gráfica que muestra la fluorescencia en 

función del tiempo. 

3.2.11.4. Especies reactivas del nitrógeno 

Las especies reactivas del nitrógeno se han cuantificado utilizando 4-amino-5-

metilamino-2',7'-Difluorofluoresceína diacetato (DAF-FM, Fisher Scientific 11520276). 

Se cultivaron las células a una concentración de 4x105 células/ml durante 2h con o sin los 

tratamientos de Ara-C 1µM y Ox 5mM. Tras las 2h de cultivo, se lavaron las células y se 

resuspendieron en 180µl de medio HBSS Ca2+ Mg2+ a una concentración final de DAF 

5µM donde se incubaron 30 minutos a 37ºC. Tras los 30 minutos de incubación, se 

lavaron las células una vez con PBS 1X e incubaron otros 30 minutos en 180µl de medio 

HBSS Ca2+ Mg2+ fresco, tras lo que se cuantificó el marcaje por citometría en el canal 

FITC. 

3.2.11.5. Superóxido citoplasmático  

 El superóxido citoplasmático se cuantificó utilizando dihidroetidio (DHE). Se 

cultivaron las células a una concentración de 400.000 células/ml durante 2h con o sin los 

tratamientos de Ara-C 1µM y Ox 5mM. Tras las 2h de cultivo, se lavaron las células y se 

resuspendieron en 180µl de medio HBSS Ca2+ Mg2+ a una concentración final de DHE 

10µM donde se incubaron 30 minutos a 37ºC. Tras los 30 minutos de incubación, se 

lavaron las células una vez con PBS 1X y se cuantificó el marcaje por citometría en el 

canal PE.  

3.2.11.6. Superóxido mitocondrial 

El superóxido mitocondrial se cuantificó utilizando Mitosox Red (Fisher 

Scientific M36008). Se cultivaron las células a una concentración de 4x105 células/ml 

durante 2h con o sin los tratamientos de Ara-C 1µM y Ox 5mM. Tras las 2h de cultivo, 

se lavaron las células y se resuspendieron en 180µl de medio HBSS Ca2+ Mg2+ a una 

concentración final de Mitosox Red 5µM donde se incubaron 30 minutos a 37ºC. Tras los 
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30 minutos de incubación, se lavaron las células tres veces con PBS 1X, tras lo que se 

cuantificó el marcaje por citometría en el canal PE. 

3.2.11.7. Determinación del estado oxidativo de la célula 

Los experimentos respectivos a la medición del estado oxidativo se realizaron en 

colaboración con el grupo de Catherine Garrel, de la Unidad de Bioquímica Nutricional 

y Hormonal del Instituto de Biología y Patología del Hospital Grenoble Alpes. 

50 millones de células se incubaron a una densidad de 1 x 106 de células/ml en 

presencia o ausencia de 5mM de oxamato y 1µM de Ara-C durante 4h. Se tomó una 

muestra de células a tiempo 0h para evaluar si se producían cambios tras 4h de cultivo. 

Tras las 4h, se recogieron las células evitando un procesamiento brusco que pudiera 

inducir la producción de ROS. Se centrifugaron las células 5 minutos a 1500rpm a 4ºC y 

de lavaron en 3 ocasiones con 10 ml de PBS frío. Los pellets se congelaron a -80ºC. 

Posteriormente, las células se desintegraron mediante 5 ciclos de 

congelación/descongelación en tampón Tris hipotónico. 

3.2.12. Evaluación del estado oxidativo de la célula 

3.2.12.1. MDA/TBARS 

Tanto el malonilaldehído (MDA, de sus siglas en inglés malondialdehyde) como 

las sustancias reactivas del ácido tiobarbitúrico (TBARS, de sus siglas en inglés 

thiobarbituric acid reactive substances) son resultado de la peroxidación lipídica de los 

ácidos grasos insaturados de las membranas celulares. TBARS puede derivarse de MDA 

y otros productos de descomposición de la peroxidación lipídica. El contenido de MDA 

y TBARS se determinó mediante un método de cromatografía líquida de alta eficacia en 

fase inversa basado en el ensayo del ácido tiobarbitúrico tal y como se describe en 180. 

Los aductos MDA-TBA se separan de las sustancias de interferencia. El producto de 

descomposición del 1,1,3,3-tetraetoxipropano se utilizó como estándar. El aducto TBA-

MDA se cuantificó con un detector de fluorescencia ajustado a 532 nm de excitación y 

553 nm de emisión. 

3.2.12.2. GSH/GSSG 

La relación GSH/GSSG es un potente indicador del potencial redox de órganos y 

tejidos. El contenido total de GSH se determinó basándonos en una evaluación 
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espectrofotométrica de la tasa de reducción del ácido 5,5′-ditiobis-2-nitrobenzoico 

(DTNB) (Sigma, Lyon, Francia) a ácido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB) tal y como se 

describe en 181. La tasa de reducción de DTNB a TNB se registró a 412 nm. Los valores 

se determinaron comparando la tasa de reducción con una curva estándar de GSH. La 

concentración de GSSG se determinó en las mismas condiciones tras ajustar el pH con 

etanolamina y atrapar el GSH reducido con 2-vinilpiridina añadida a la muestra. El 

contenido de GSH se calculó restando el contenido de GSSG del contenido total de GSH. 

3.2.12.3. Actividad de enzimas antioxidantes  

La actividad de las enzimas antioxidantes (SOD, catalasa y Gpx, GR) se determinó 

siguiendo los procedimientos descritos en 180, utilizando los ensayos espectrofotométricos 

del pirogalol para medir la actividad de la superóxido dismutasa, la determinación de la 

descomposición de H2O2 para medir la actividad de la catalasa y el método glutation 

reductasa-NADPH para medir la actividad de la Gpx y la GR.  

3.2.12.4. Tioles 

La concentración de tioles libres, que refleja el estado oxidativo de los 

aminoácidos sulfhidrilos, se evaluó según la prueba de Ellman tal y como se describe en 

182. Esta técnica se basa en la propiedad del reactivo de Ellman 5,5′-ditiobis (2-

nitrobenzoico) de reducirse por los tioles libres en un compuesto amarillo cuya 

concentración se midió a 412 nm. 

3.2.13. Análisis metabólico mediante la herramienta Seahorse 

Se utilizó la herramienta Seahorse (Agilent) para medir la actividad de las dos 

principales vías metabólicas de la célula: la respiración mitocondrial y la glucólisis. Los 

experimentos se realizaron en un Seahorse Xfe24 Analyzer. La preparación de las células 

se llevó a cabo siguiendo los procedimientos propuestos por el fabricante para células en 

suspensión. En primer lugar, se recubrieron las placas de 24 pocillos (Agilent, 102342-

100) con 50µl de solución de Cell-Tak 0.04mg/ml (adhesivo de tejidos), que se incubó 

durante 20 minutos, tras lo que se retiró y se dejaron secar los pocillos durante 

aproximadamente 30 minutos. A continuación, se depositaron 105 células suspendidas en 

100µl de medio Seahorse en cada pocillo. El número de células que se debe depositar ha 

de ser testado para cada línea celular; en este trabajo tanto MOLM-13 como HL60 y THP1 

obtuvieron valores óptimos en las condiciones descritas. Se realizó una centrifugación 
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suave (300xg) de 2 minutos, procurando ralentizar al máximo el proceso de deceleración 

para evitar que las células se despegaran del fondo del pocillo. Entonces se incubaron las 

células durante 30 minutos a 37ºC a 5% de CO2, tras lo que se añadieron 400µl adicionales 

de medio de Seahorse a cada pocillo. Todas las condiciones de un experimento se testaron 

mínimo por cuatriplicado. Una vez las células preparadas, se testó el consumo de ATP y 

la respiración mitocondrial como se indica a continuación.  

Los resultados obtenidos mediante la herramienta Seahorse se analizaron 

utilizando las herramientas informáticas Wave y Seahorse Analytics desarrolladas por 

Agilent. 

3.2.13.1. Determinación del consumo de ATP 

Se ha utilizado un protocolo para Seahorse denominado Agilent Seahorse XF 

Real-Time ATP Rate Assay (Agilent) que permite la medición de la producción de ATP 

en células vivas. Más relevante aun, permite diferenciar si la procedencia del ATP es 

mitocondrial o glucolítica. Este protocolo se desarrolló midiendo los niveles de consumo 

de oxígeno (OCR, de sus siglas en inglés oxygen consumption rate) y de eflujo de 

protones (PER, de sus siglas en inglés proton efflux rate) en condiciones basales y tras 

dos inyecciones como se describe a continuación. Inicialmente, se realizó una medición 

de OCR y ECAR en condiciones basales. A continuación, se repitió la medición tras la 

adición de 1,5µM de oligomicina (inhibidor de la ATPasa), que bloqueó la producción de 

ATP mitocondrial, de modo que el descenso de OCR se puede relacionar con la tasa de 

producción de ATP mitocondrial. La consiguiente adición de 0,5µM de rotenona 

(inhibidor del complejo I) y actinomicina (inhibidor del complejo III) suprimió las dos 

fuentes de acidificación mitocondrial; de modo que, sustrayendo el PER calculado tras la 

inyección de rotenona+actinomicina al incremento de PER producido tras la oligomicina, 

se calculó la tasa de producción de ATP glucolítico. Los inhibidores mencionados 

previamente fueron adquiridos donde se indica en la Tabla 4. Siguiendo las indicaciones 

del fabricante, se determinó tomar 3 medidas cada 3 minutos de cada una de las fases 

metabólicas en estudio.  

3.2.13.2. Determinación de la respiración mitocondrial 

Para la determinación de la respiración mitocondrial se utilizó el kit Seahorse XF 

Cell Mito Stress Test Kit (Agilent). Este protocolo consiste en la medición de los niveles 

de OCR y de la acidificación extracelular (ECAR, de sus siglas en inglés extracellular 

https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
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acidification rate) en condiciones basales, tras la adición de 1,5µM de oligomicina, de 

1µM de FCCP y de 0,5µM de rotenona+actinomicina. La primera inyección, oligomicina 

(inhibidor de la ATPasa), inhibió la síntesis de ATP y redujo el flujo de protones por la 

ETC. Al igual que en el protocolo de determinación de la producción de ATP, el descenso 

en OCR se relaciona con la producción de ATP mitocondrial. En la segunda inyección se 

agregó FCCP, un desacoplante de la membrana mitocondrial, que disipa el potencial de 

membrana provocando una aceleración del flujo de electrones a través de la ETC que 

permite el cálculo de la respiración máxima que puede alcanzar la célula. Por último, se 

inyectaron rotenona+actinomicina (inhibidores del complejo I y III respectivamente) que 

bloquean por completo la respiración mitocondrial y permiten calcular si existe fuga de 

electrones a través de la membrana mitocondrial que contribuye a la producción de ATP, 

pero no deriva del metabolismo mitocondrial. La procedencia de los inhibidores 

mencionados se indica en la Tabla 4. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se 

determinó tomar 3 medidas cada 3 minutos de cada una de las fases metabólicas en 

estudio. 

3.2.14. Determinación de la actividad de los complejos I, II y IV 

Este experimento se realizó con la colaboración del grupo de Hervé Dubouchaud 

de la Universidad de Grenoble Alpes. 

Utilizamos la oxigrafía para medir la actividad de los complejos I, II y IV. De cada 

condición en estudio cultivamos 5x106 células a una densidad 0,5 x 106 células/ml 

durante 16 horas. Tras el cultivo, las células se centrifugaron 10 minutos a 2000 rpm a 

temperatura ambiente y se resuspendieron 5x106 células en 500µl de tampón KET. Las 

células se mantuvieron en hielo para frenar su actividad metabólica hasta comenzar la 

medición. La tasa de consumo de oxígeno mitocondrial se midió a 30°C en una cámara 

de incubación con un electrodo de O2 tipo Clarke completo con 0,5 ml de tampón KET y 

0,5 x 106 de células. En primer lugar, se realizó una medición basal una vez añadido 

fosfato inorgánico 5mM, sustrato del complejo V, y 2,5µl de digitonina 2% para 

permeabilizar las células. A continuación, se añadieron los inhibidores y sustratos que 

requería cada complejo:  

- Para el complejo I, se adicionaron glutamato y malato a una concentración 

5mM y 2,5mM respectivamente. Acto seguido, se añadió ADP 100mM para 

calcular el consumo máximo de oxígeno por la ETC y, por último, se añadió 

https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885
https://www.agilent.com/en/product/cell-analysis/real-time-cell-metabolic-analysis/xf-assay-kits-reagents-cell-assay-media/seahorse-xf-cell-mito-stress-test-kit-740885


Materiales y métodos 

85 

un desacoplante de la membrana mitocondrial DNP 0,2mM que permitió el 

cálculo máximo de consumo de oxígeno independiente del complejo V.  

- Para el complejo II, se inhibió la actividad del complejo I con rotenona 1mM 

y a continuación se midió el consumo de oxígeno al añadir succinato 5mM, 

ADP 100mM y 2,4-dinitrofenilhidracina (DNP) 0,2mM.  

- Para el complejo IV, se inhibió la actividad del complejo III con actinomicina 

1mM y a continuación se midió el consumo de oxígeno al añadir N,N,N',N'-

Tetrametil-p-fenilenediamina dihidrocloro (TMPD)/ascorbato 25mM/10mM 

y DNP 0,2mM. 

Tomamos el excedente no utilizado de la oxigrafía para medir la actividad citrato 

sintasa. La actividad citrato sintasa se utiliza como medida de normalización del número 

de mitocondrias presentes en la célula. La actividad citrato sintasa se mide en un 

espectrofotómetro cuantificando la absorbancia a una longitud de onda de 412nm durante 

aproximadamente 3 minutos. De inicio mezclamos en 945µl de tampón de citrato sintasa 

con 5µl de las células que previamente habíamos utilizado para medir la actividad de los 

complejos. Se midió la absorbancia de esta mezcla durante 1 minuto y medio y 

posteriormente se añadió oxalacetato a una concentración 175µM y se midió la 

absorbancia durante otros 2 minutos.  

La oxigrafía nos proporciona un gráfico donde se visualiza el consumo de oxígeno 

en µmoles de oxígeno a lo largo del tiempo. De cada fase metabólica se tomó la pendiente 

de la recta, es decir, los µmoles de oxígeno/minuto consumidos. Esos valores se 

normalizaron en función de la actividad citrato sintasa de cada una de las muestras y se 

representaron gráficamente. Por último, se calculó el ratio de respiración mitocondrial 

(RCR, de sus siglas en inglés respiration control ratio), que resulta de la división de los 

datos obtenidos en el estado III (tras la adición de ADP) entre el estado IV (tras la adición 

de oligomicina). El RCR mide el acoplamiento entre respiración y fosforilación de ADP, 

es decir, es un indicativo de una respiración eficiente y en consecuencia de unas 

mitocondrias sanas. 

3.2.15. Determinación del potencial de membrana 

El potencial de membrana se midió utilizando éster etílico tetrametilrodamina 

(TMRE, Invitrogen T669) que es un colorante catiónico capaz de penetrar en las 

mitocondrias activas. Para este ensayo se incubaron 3ml de células a una concentración 
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de 2,5x105 células/ml para cada condición en estudio. Se recogieron todas las células y 

se separaron en 3 tubos depositando 2,5x105 células por tubo. Se centrifugaron 5 minutos 

a 4ºC a 0,5xg para poder retirar el sobrenadante e incubar las células durante 30 minutos 

a 37ºC en 1ml de RPMI al 1% en FBS; 50nM de TMRE; 1µM de ciclosporina. Tras la 

media hora de incubación, las células se lavaron una vez y tras 10 minutos a temperatura 

ambiente se adquirió uno de los tubos por citometría. En ese momento, a los tubos 2 y 3 

se les añadió 4µM de FCCP y 8µM de FCCP, respectivamente. Tras 10 minutos de 

incubación a temperatura ambiente con el FCCP, se adquirieron las células de los tubos 

2 y 3 por citometría.  

Los valores obtenidos en los tubos 2 y 3 se utilizaron para normalizar los 

resultados obtenidos en el tubo 1 a los cuales había que substraer el valor mínimo obtenido 

en 2 o 3. Los tubos 2 y 3 reportaron información sobre el ruido de fondo -contribuciones 

no provenientes de potencial mitocondrial que pueden alterar TMRE- ya que aportan una 

referencia del valor de pérdida total del potencial de membrana ocasionado por la adición 

de FCCP. 

3.2.16. Análisis metabolómicos 

La resonancia magnética nuclear y el posterior análisis estadístico del metaboloma 

se realizó en colaboración con el grupo de Bénédicte Elena-Herrmann de la Universidad 

de Grenoble Alpes. 

3.2.16.1. Preparación de las muestras 

El análisis metabolómico se llevó a cabo mediante Resonancia Magnética Nuclear 

(NMR, por sus siglas en inglés nuclear magnetic resonance). Se cultivaron 10 millones 

de células de cada condición a una concentración de 0,5 x 106 células/ml durante 16h en 

presencia de 1µM de Ara-C, 5mM de Ox o sin inhibidor. Tras las 16h de cultivo, se 

recogieron las muestras en un tubo y centrifugaron durante 1 minuto a 1000xg a 4ºC de 

temperatura. A partir de este momento fue muy importante mantener las muestras a 4ºC 

de temperatura por lo que se trabajó constantemente en hielo y con soluciones frías. Tras 

la centrifugación se retiró el sobrenadante tratando de minimizar la cantidad de medio 

presente en la muestra. Se lavaron las células con 10ml de NaCl 0,9% p/v y se 

centrifugaron de nuevo 1 minuto a 1000xg a 4ºC. Se retiró el sobrenadante y se 

resuspendió en 3ml de metanol de alta pureza (Fisher Scientific, 15614680) que se 
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trasladó a un tubo de pyrex capaz de soportar bajas temperaturas. Una vez en el tubo de 

cristal se añadió 1ml extra de metanol. A continuación, se procedió al paso de evaporación 

del metanol que se realizó mediante exposición lenta a nitrógeno gaseoso a baja 

temperatura durante 5h. Tras este tiempo, se resuspendió la muestra en 650µl de agua 

deuterizada (tampón de fosfato sódico 0.2M en D2O con 0.002mM NaN3) y se agitó 

vigorosamente durante 30 segundos. El líquido presente en la muestra se transfirió a un 

tubo eppendorf, evitando tomar los restos celulares sólidos y se centrifugó 5 minutos a 

12000 rpm 4ºC. Tras la centrifugación se introducen 550µl en un tubo de NMR de 5mm.  

Inicialmente se hicieron varios controles de calidad para garantizar que el medio 

de cultivo de las células no estaba interfiriendo en la medida de metabolitos. Para ello se 

añadió 10µl del compuesto TSP 0,1M a las células recogidas. Este compuesto se puede 

detectar con facilidad en el espectro de resonancia de modo que su ausencia nos permitió 

garantizar que el procesamiento y lavado de las muestras eran eficaces a la hora de 

eliminar todo el medio. 

3.2.16.2. Resonancia magnética nuclear 

El espectrómetro utilizado fue un Bruker Avance IVDr que funcionaba a 600MHz 

(frecuencia de resonancia 1H), equipado con una sonda de RMN de solución BBI de 5 

mm y una sonda MAS de alta resolución HCP de 4mm, y con cambiador de muestras 

automáticos asociados con capacidad de refrigeración para la adquisición de alto 

rendimiento (Bruker SampleJet). Los experimentos de RMN se realizaron a 27°C. Los 

perfiles metabólicos de 1H se registraron mediante un experimento NOESY convencional 

con presaturación de agua (programa de pulsos Bruker noesygppr1d) utilizando una 

anchura espectral de 11904Hz y un tiempo de adquisición de 4.12s, un tiempo de mezcla 

de 10ms y un retardo de reciclado de 3s para cada uno de los 512 escaneos que se 

coadquirieron. La longitud del pulso de 90° se calibró automáticamente en cada muestra 

en torno a 11,26µs después de un ajuste y sintonización automáticos.  

3.2.17. Modelo in vivo de leucemia mieloide aguda 

Las células murinas responsables del desarrollo del modelo animal utilizado en 

esta tesis fueron amablemente cedidas por el Dr. Marcus Järas de la Universidad de Lund, 

Suecia. El modelo de ratón se generó transduciendo el oncogén MLL-AF9 a células GMP 

de ratones con fondo dsRED. Las células transducidas se trasplantaron en serie en ratones 

C57BL/6J para enriquecer las células iniciadoras de la leucemia 183. Tras cuatro 
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trasplantes seriados, se seleccionaron las células mononucleares de los ratones 

trasplantados cKIT positivas con el fin de enriquecer las células iniciadoras de la 

leucemia. Estas son las células que nos envió el grupo del Dr. Järas. A continuación, se 

describe el procedimiento llevado a cabo para reproducir el modelo en nuestro 

laboratorio. 

3.2.17.1. Descongelación de las células murinas MLL-AF9 dsRed 

Las células murinas pueden mantenerse en buen estado largos periodos de tiempo 

siempre y cuando se encuentren a -190ºC en nitrógeno líquido. Para poner a punto el 

modelo, en primer lugar tuvimos que descongelar las células. Las células se 

descongelaron en un baño a 37ºC. Inmediatamente después de la descongelación, 

añadimos 1ml de FBS y seguidamente se añadieron 9 ml de RPMI 10%FBS gota a gota 

permitiendo que la célula se adaptara a su nuevo medio sin generar demasiado estrés por 

cambios iónicos, de pH… Las células se lavaron en una ocasión con PBS 2% FBS y se 

contaron.  

3.2.17.2. Propagación de las células murinas MLL-AF9 dsRed 

Nada más descongelar las células, estas se preparan para ser trasplantadas a los 

ratones receptores del trasplante primario donde proliferarán durante 3 semanas 

aproximadamente generando una mayor población celular.  

En los experimentos que se describen en esta tesis se utilizaron ratones macho 

C57BL/6J silvestres de entre 6-8 semanas adquiridos en el Servicio de Experimentación 

Animal de la Universidad de Salamanca. Los ratones recibían una dosis de irradiación 

subletal de 6G 6 horas antes de recibir el trasplante. A cada ratón se le trasplantaron 1 

millón de células MLL-AF9 dsRed en 120µl de PBS inyectadas en las venas laterales de 

la cola mediante jeringas con agujas de 27G. 

Mantuvimos a todos los animales con una dieta estándar y bajo condiciones 

específicas libres de patógenos durante aproximadamente 3 semanas hasta que los ratones 

empezaron a mostrar signos de enfermedad: pelo desaliñado, pérdida de peso, inactividad 

y parálisis de las patas traseras. Cuando los ratones alcanzaron alguno de los criterios de 

punto final fueron sacrificados. 
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3.2.17.3. Obtención de las células murinas MLL-AF9 dsRed de los ratones 

donantes 

Las células MLL-AF9 dsRed se propagaron principalmente en la médula ósea y 

el bazo de los ratones C57BL/6J con una presencia por encima del 95% en ambos 

órganos. Por tanto, tuvimos que procesar dichos órganos como se describe a continuación 

para extraer la población de células.  

Tras el sacrificio, extrajimos los huesos de las 4 patas y la cadera de los ratones y 

retiramos la capa muscular que los recubría. Cortando las epífisis de los huesos, 

insuflamos PBS 1X a través de la cavidad interna de los huesos utilizando agujas de 25G. 

El paso del PBS a través del hueso arrastra las células de médula ósea que hicimos pasar 

por tamices de 70µm con el fin de disgregar los agregados celulares. La extracción de la 

médula ósea se puede visualizar claramente ya que los huesos pierden coloración y se 

vuelven transparentes. Estas células se lavan en un volumen mínimo de 10ml de PBS al 

menos en una ocasión.  

Junto con el aislamiento de los huesos, procedimos a extraer el bazo. El primer 

paso de procesamiento del bazo consistió en triturarlo en pequeños fragmentos de modo 

que pudiera ser disgregado por fricción de dos portaobjetos. Una vez disgregado, el 

machacado de células se recogió mezclándolo con PBS 1X, lo cual se hizo pasar por un 

tamiz de 70µm como se había realizado previamente con la médula ósea. Estas células se 

lavaron en un volumen mínimo de 10ml de PBS al menos en una ocasión.  

A continuación, tanto las células obtenidas del bazo como de la médula ósea se 

incubaron durante 10 minutos en hielo con 10ml de una solución de lisis de la serie roja. 

Seguido de la incubación las células se lavaron en dos ocasiones con PBS 1X. En este 

paso las células ya están preparadas para reproducir el modelo.  

3.2.17.4. Trasplantes secundarios de las células murinas MLL-AF9 dsRed 

En los experimentos llevados a cabo en esta tesis, las células procedentes de 

donantes primarios fueron directamente trasplantadas a receptores de trasplante 

secundario o bien previamente tratadas durante 24h con los inhibidores DPI y/o oxamato. 

Las células murinas MLL-AF9 dsRed no crecen bien en cultivo, pero pueden mantenerse 

durante 24h en medio IMDM 20% FBS; 1% glutamina; 1% Strep-Pen; 20ng/ml 
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interleucina 3 de ratón; 20ng/ml interleucina 6 de ratón; 50ng/ml factor de células madre 

de ratón o mouse stem cell factor en inglés.  

Para los experimentos utilizamos como controles animales del mismo género y 

edad similar. Todos los procedimientos que utilizamos durante este estudio se llevaron a 

cabo de acuerdo con la legislación vigente (Real Decreto 53/2013 de 1 de febrero, y Orden 

ECC/566/2015 de 20 de marzo). Fueron aprobados previamente por el Comité de Bioética 

de la Universidad de Salamanca (018Nº201400031244) y autorizados por la Consejería 

de Agricultura y Ganadería de la Junta de Castilla y León. 

3.3. Métodos estadísticos 

Los análisis bioinformáticos se llevaron a cabo en el software R184 (versión 3.5.2; 

http://www.r-project.org) y el repositorio Bioconductor (http://www.bioconductor.org) 

para el análisis de datos genómicos. Dichos análisis se implementaron utilizando las 

librerias affy, limma, MultBiplotR, MASS, pROC, survminer y factorextra. Las figuras se 

generaron mediante los paquetes de R geneplotter, ggplot y plotly. Los análisis 

estadísticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics v. 26 y v.28 (IBM), GraphPad 

Prism 8 (GraphPad Software) y el propio software de R. 

3.3.1. Análisis descriptivo de los datos 

Para cada variable continúa analizada, se calculó la mediana y el rango 

intercuartílico o la media y la desviación estándar (DE) en función de la distribución de 

la variable. Para las variables categóricas, se indicaron las frecuencias y los porcentajes. 

El análisis inferencial de las posibles diferencias entre los grupos se determinó mediante 

la prueba t de Student y ANOVA (para las variables cuantitativas con distribuciones 

paramétricas); las pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis (para las variables 

cuantitativas con distribuciones no paramétricas) o la prueba de Chi-cuadrado o test de 

Fisher (para las variables categóricas). La significación estadística utilizada para todo el 

estudio fue del 5%.  

3.3.2. Procesamiento de datos de expresión 

3.3.2.1. Normalización de bases de datos 

Los archivos CEL de datos de microarrays corresponden a la plataforma de arrays 

de oligonucleótidos Affymetrix GPL570 ((HG-U133_Plus_2) Affymetrix Human 

http://www.bioconductor.org/
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Genome U133 Plus 2.0 Array). Se corrigió la señal o ruido de fondo de los archivos de 

expresión y se normalizó utilizando Robust Multi-array Average (RMA), lo que dio como 

resultado valores de expresión log2. Los boxplots y gráficos de densidad muestran los 

patrones de muestra estabilizados resultantes tras la normalización (Figura 14). Las 

sondas de control de Affymetrix se excluyeron del análisis. Se utilizaron los valores 

medios de expresión de las sondas correspondientes a un mismo gen. Una vez realizado 

el preprocesamiento, los datos fueron analizados en busca de genes expresados de forma 

diferencial entre los distintos factores pronósticos de la enfermedad, basado en los valores 

de tasa de cambio (FC, de sus siglas en inglés fold change) y en los p-valores 

significativos ajustados, corregidos por la tasa de falsos descubrimientos (FDR). 

 

Figura 14. La normalización RMA de la base de datos GSE15061 dio lugar a la homogeneización de 
la muestra.  (A) Diagrama de densidad que muestra la distribución de 449 muestras antes de la 
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normalización RMA.  (B) Gráfico de densidad que muestra la distribución de 449 muestras después de la 
normalización RMA. (C) Dispersión de 449 muestras representada por boxplot, antes de la normalización 
RMA.  (D) Dispersión de 449 muestras representada por boxplot, después de la normalización RMA. 

3.3.2.2. Generación de grupos de niveles CYBB 

La generación de grupos de CYBB para la base de datos GSE15061 se realizó en 

relación a los niveles de CYBB en donantes sanos de la siguiente manera: las muestras 

High-CYBB correspondían a aquellas cuyo valor de expresión de CYBB fue superior al 

percentil 10 de expresión de CYBB en donantes sanos; de las muestras restantes, las que 

presentaron valores de expresión inferiores al percentil 25 de expresión de CYBB en LMA 

se asignan al grupo de Low-CYBB (n=78), y las que tienen valores superiores al percentil 

25 se consideraron Medium-CYBB (n=234).  

Los conjuntos de datos sin muestras sanas se agruparon de la siguiente manera: 

las muestras con valores de CYBB superiores al percentil 75 de expresión de CYBB se 

clasificaron en el grupo High-CYBB; las muestras con valores de CYBB inferiores al 

percentil 25 de expresión de CYBB se categorizaron en el grupo Low-CYBB; las muestras 

restantes se clasificaron como Medium-CYBB. 

3.3.2.3. Análisis de ontología genética y generación de redes de genes 

Se utilizaron dos herramientas informáticas de análisis ontológico para medir el 

enriquecimiento de funciones génicas específicas: Database for Annotation, 

Visualization, and Integrated Discovery (DAVID; http://david.abcc.ncifcrf.gov) y Gene 

Set Enrichment Analysis from Webgestalt (GSEA; http://www.webgestalt.org/). 

Asimismo, comprobamos las vías GO y KEGG mayoritariamente enriquecidas al insertar 

los genes diferencialmente expresados (DEG, de sus siglas en inglés differentially 

expressed genes) en los parámetros de búsqueda de las herramientas online DAVID o 

Webgestalt a nivel funcional. Consideramos las diferencias como significativas cuando 

el p valor < 0,05. 

3.3.3. Técnicas estadísticas para el análisis de datos de expresión  

3.3.3.1. Correlaciones 

La relación lineal entre dos variables continuas se estudió mediante el coeficiente 

de correlación lineal de Pearson. Los valores r de correlación de la expresión entre los 

genes que conformaron el panel de 29G se representaron mediante un mapa de calor. 
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3.3.3.2. Análisis discriminante 

El análisis discriminante lineal (LDA, de sus siglas en inglés Linear Discriminant 

Analysis) es un método estadístico multivariante que permite encontrar dimensiones que 

caractericen o separen dos o más clases de objetos o eventos, mediante la combinación 

lineal de las variables de partida. Las funciones discriminantes del LDA y los ejes 

canónicos del Biplot Canónico se estimaron como una combinación lineal de los genes 

que conformaban 29G de manera que se maximizara el cociente entre las matrices de 

covarianza entre grupos dentro de los grupos. Las capacidades de discriminación de 

grupos pronósticos asociadas a la expresión de los 29G se visualizaron gráficamente en 

un espacio dimensional reducido generado por los ejes discriminantes. La capacidad 

predictiva se evaluó mediante la tabla de clasificación y los porcentajes de correcta 

clasificación.  

3.3.3.3. Biplot canónico 

El LDA se amplió con el análisis Biplot Canónico185,186 que permite la 

representación simultánea de las muestras de los pacientes de los tres grupos pronóstico 

y de los 29 genes en un mismo gráfico de dispersión generado por los ejes canónicos, de 

manera que se pudiera visualizar la relevancia de cada gen individual de los 29G en las 

diferencias entre los grupos de pronóstico. 

Los gráficos de dispersión obtenidos en el Biplot Canónicos pueden interpretarse 

siguiendo las siguientes reglas. (1) Las variables se representan como vectores, las 

muestras como puntos y las medias de los diferentes grupos como estrellas rodeadas de 

círculos de confianza. (2) Cuanto más cerca estén los dos grupos en el gráfico, más 

similares son sus perfiles de expresión génica. La misma relación es válida para las 

ubicaciones de las muestras individuales. (3) La longitud de cada vector refleja la 

variabilidad de la expresión génica y (4) los cosenos de los ángulos entre los vectores 

reflejan la correlación entre ellos (los ángulos agudos reflejan una relación directa entre 

los genes, mientras que los ángulos obtusos reflejan genes inversamente correlacionados). 

(5) Los niveles de expresión génica pueden extraerse para cada muestra (o grupo) 

trazando una proyección perpendicular del punto que lo representa sobre la dirección del 

gen. Así, cuanto más cerca esté dicho punto de la punta de la flecha, mayor será el valor 

de expresión del gen. (6) Las proyecciones de los círculos sobre la dirección de una 

variable se aproximan a un intervalo de confianza, lo que significa que cuando dos 
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círculos se proyectan perpendicularmente y se superponen no hay diferencias 

significativas entre las medias de los grupos.  

3.3.3.4. Generación de índice de expresión (EI) 

Quisimos generar una un índice de expresión (EI) que nos aunara en un único 

valor representativo la expresión de los genes de 29G. El 𝐸𝐼𝑖 se calculó como una 

combinación lineal de los valores de expresión génica (𝑔𝑗) para cada muestra 𝑖 (𝑖 =

1, … , 𝐼), como sigue:  

𝐸𝐼𝑖 = 𝛼1 ∙ {𝛽11𝑔𝑖1 + ⋯ + 𝛽𝑘1𝑔𝑖𝑗} + 𝛼2 ∙ {𝛽12𝑔𝑖1 + ⋯ + 𝛽𝑘2𝑔𝑖𝑗} 

donde 𝛼𝑘 indica la precisión global de cada función 𝑘 (𝛼1 para LD1 y 𝛼2 para 

LD2), 𝛽𝑗𝑘 indica los coeficientes discriminantes de cada gen seleccionado 𝑗 (𝑗 = 1, … ,29) 

en la correspondiente función discriminante 𝑘 y 𝑔𝑖𝑗 se refiere a los valores de expresión 

génica del gen 𝑗 en la muestra 𝑖.  

3.3.3.5. Curvas ROC 

La construcción de una curva ROC nos permitió encontrar un punto de corte 

adecuado en EI que permitiera separar dos grupos de expresión de CYBB. Los pacientes 

con LMA se separaron en grupos de Low-Index (EI bajo) o de High-Index (EI alto) 

utilizando el análisis de curva ROC. El punto óptimo de corte se definió como aquel  que 

maximizase el índice de Youden, en base a los valores obtenidos de sensibilidad y 

especificidad. 

3.3.3.6. Análisis de supervivencia 

La representación de los datos de tiempo de supervivencia se realizó con curvas 

de Kaplan-Meier y el test estadístico que se utilizó para comparar la supervivencia entre 

los grupos fue el test de Log-Rank.  

3.3.3.7. Clustering jerárquico kmeans 

Las técnicas estadísticas no supervisadas para el análisis de cluster permiten la 

identificación de patrones o subgrupos de muestras con comportamiento similar en base 

a sus características. Se utilizó Hierarchical Kmeans para determinar 4 conglomerados no 

superpuestos para las muestras intermedias de GSE10358 y phs001657.v1.p1 a partir de 

los datos de expresión de 29G, donde cada muestra pertenece a un solo grupo. 
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3.3.4. Procesamiento de datos metabolómicos 

3.3.4.1. Normalización de datos metabólicos 

Los decaimientos de inducción libre se multiplicaron por una función exponencial 

correspondiente a un ensanchamiento de línea de 0,3Hz antes de la transformación de 

Fourier. Todos los espectros se desfasaron automáticamente y se referenciaron al doblete 

de alanina a 1,47 ppm. Se excluyó la señal de agua residual (rango 4,7-4,9 ppm), y los 

conjuntos de datos se agruparon en el rango espectral [0,1-10 ppm] en variables de 0,001 

ppm de ancho utilizando el software AMIX (Bruker GmbH). Estas muestras no 

requirieron ningún procedimiento de alineación adicional.  

3.3.4.2. Identificación de los metabolitos 

La identificación de metabolitos se llevó a cabo a partir de perfiles 1H 

unidimensionales y firmas multivariantes de análisis estadístico (cargas), utilizando 

ChenomX NMR Suite 8 (ChenomX Inc., Edmonton, Canadá) y su base de datos asociada 

de compuestos puros, así como la base de datos HMDB. Los análisis estadísticos 

multivariantes se llevaron a cabo utilizando SIMCA 14 (Umetrics, Umea, Suecia) con 

variables centradas. 

3.3.5. Técnicas de estadísticas para el análisis de datos metabólicos 

3.3.5.1. Análisis de componentes principales 

Se realizó un análisis de componentes principales (PCA de sus siglas en inglés 

Principal Component Analysis) para evaluar la homogeneidad de los grupos, excluir los 

valores atípicos biológicos o técnicos (muestras muy alejadas del intervalo de confianza 

del 95%) e identificar las fuentes primarias de varianza dentro de los conjuntos de datos. 

3.3.5.2. Análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales 

ortogonales  

El análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA, 

de sus siglas en ingles Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis) consiste 

en la aplicación secuencial de una regresión OPLS más un análisis discriminante a la 

matriz de datos. El análisis de los datos mediante esta técnica es distinto al análisis 

discriminante clásico previamente descrito y resulta más adecuado para los datos 

obtenidos por RMN. La utilidad es la misma: encontrar ejes que permitan detectar 
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diferencias entre grupos. El modelo OPLS-DA indicará cuáles son las variables más 

determinantes en la separación de los grupos.  

Se obtuvieron modelos de clasificación de las muestras mediante OPLS-DA con 

una validación cruzada de 7 veces para seleccionar el número adecuado de componentes 

ortogonales. Los modelos se verificaron volviendo a muestrear 1000 veces los modelos 

bajo la hipótesis nula. 

3.3.5.3. Herramientas para el análisis descriptivo 

Se realizaron pruebas t bivariantes en Matlab sobre grupos de variables obtenidas 

siguiendo el método de reacoplamiento estadístico de variables (SRV de sus siglas en 

inglés statistical recoupling of variables) 187. La FDR se controló a un nivel del 5% 

mediante el procedimiento Benjamini-Hochberg. 
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4.3.1. CYBB está regulado a la baja en pacientes con leucemia mieloide 

aguda y se correlaciona con la clasificación FAB, así como con las mutaciones IDH1, 

IDH2, RUNX1, FLT3TKD y N-Ras  

Para identificar los genes que presumiblemente podrían tener valor pronóstico por 

estar expresados diferencialmente en la LMA, elegimos una cohorte de datos pública 

(GSE15061) como conjunto de datos de entrenamiento que incluía información de la 

LMA y de muestras sanas (n=449). Entre los más de 600 genes diferencialmente 

expresados y estadísticamente significativos identificados, cuatro miembros del complejo 

NOX2 estaban regulados a la baja en la LMA (Figura 55): NCF1 (codificación de 

p47phox), NCF2 (p67phox), NCF4 (p40phox), y CYBB (subunidad catalítica de NOX2 o 

gp91phox), con valores de FC de 5,14, 4,59, 2,26 y 2,45 respectivamente. También 

observamos una amplia variabilidad de la expresión de CYBB entre los pacientes de LMA 

(Figura 55A), lo que permitió ordenar las muestras de LMA en tres grupos según el nivel 

de expresión de CYBB: High-CYBB (n=64), Medium-CYBB (n=234) y Low-CYBB 

(n=78), tal y como se describe en materiales y métodos.  

 

Figura 55. Niveles de expresión de las subunidades del complejo NOX2 en células de médula ósea 
obtenidos de GSE15061. Se muestran los niveles de expresión de las subunidades del complejo de NOX2 
(CYBB (A), NCF1 (B), NCF2 (C) y NCF4 (D)) que mostraban expresión diferencial al comparar individuos 
enfermos y sanos de la base de datos GSE15061. Los individuos con LMA se han representado con puntos 
azules y los donantes sanos con puntos rojos. También se ilustra la distribución de los grupos de niveles 
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de CYBB como resultado de los puntos de corte dibujados en gris: percentil 10 de expresión de CYBB en 
donantes sanos (línea superior) y percentil 25 de expresión de CYBB en LMA (línea inferior). 

A continuación, nos preguntamos si alguna de las principales características 

clínicas de la patología podría estar relacionada con la expresión de CYBB. Las variables 

que se analizaron fueron: sexo, edad, grupo pronóstico, alteración del cariotipo, grupo 

FAB y las mutaciones más frecuentes (CEBPA, NPM1, FLT3ITD, FLT3TKD, N-Ras, K-

Ras, EVI1 IDH1, IDH2 y RUNX1).  Para comprobarlo, se utilizó una cohorte de datos de 

LMA (GSE14468), la cual tiene registradas las características clínicas de sus pacientes. 

No se encontró ninguna variación significativa en cuanto al sexo, la edad, el pronóstico, 

la alteración del cariotipo o las variables CEBPA, NPM1, FLT3ITD, K-Ras y EVI1 (p 

valor>0,05) entre los grupos de expresión de CYBB. Sin embargo, la frecuencia de las 

mutaciones de IDH1, IDH2 y RUNX1 aumentó en las muestras de Low-CYBB (Figura 

56A). Por el contrario, N-Ras fue más frecuente en pacientes con niveles de expresión de 

CYBB altos, así como FLT3TKD presentó la misma tendencia (Figura 56B). En cuanto a 

la clasificación FAB,236 el 75% de los casos de High-CYBB pertenecían a FAB M4 y M5, 

mientras que casi el 60% de Medium-CYBB y el 80% de Low-CYBB se describían como 

FAB M1 y M2 (Figura 56C). Estos resultados sugirieron que los niveles de expresión de 

CYBB estaban asociados a la clasificación FAB y a las mutaciones IDH1, IDH2, RUNX1, 

FLT3TKD y N-Ras. 

 

Figura 56. La clasificación FAB y las mutaciones de IDH1, IDH2, RUNX1, FLT3TKD y N-Ras se 
asocian con bajos niveles de expresión de CYBB en pacientes con LMA. (A) Gráfico de barras que 
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muestra el porcentaje de muestras GSE14468 positivas para las mutaciones IDH1, IDH2 y RUNX1 en cada 
uno de los grupos CYBB. (B) Gráfico de barras que representa el porcentaje de muestras de GSE14468 
positivas para las mutaciones N-Ras y FLT3TKD en cada uno de los grupos de CYBB. (C) Diagrama de 
barras que muestra el porcentaje de muestras de GSE14468 clasificadas en cada clase de FAB dentro de 
los grupos de CYBB. (*) representa un p valor<0,05; (**) un p valor<0,01 y (***) un p valor<0,001 en la 
prueba de Chi-Cuadrado. 

4.3.2. Hay 28 genes metabólicos que muestran una expresión vinculada con 

CYBB en pacientes con leucemia mieloide aguda 

Sumado a los indicios descritos previamente,98,203,237 nuestros resultados previos 

demostraban un papel de NOX2 en la regulación del metabolismo energético. Por tanto, 

quisimos evaluar si había diferencias en la expresión de 941 genes metabólicos en función 

de los niveles de expresión de CYBB. Dicha lista de 941 genes se generó tomando los 

genes implicados en el metabolismo celular clasificados por cuatro términos GO: 

fosforilación oxidativa (GO:0006119), glucólisis (GO: 0006096), oxidorreducción 

(GO:0055114) y genes de organización mitocondrial (GO:0007005).  

Se tomó el conjunto de datos procedentes de GSE15061 y siguiendo la misma 

estrategia mencionada en el apartado de metodología para la agrupación de muestras, se 

generaron grupos de alta y baja expresión de CYBB, NCF1, NCF2 y NCF4, las cuatro 

subunidades del complejo NOX2 que están implicadas en LMA puesto que habían 

mostrado expresión diferencial con respecto a los niveles de expresión en individuos 

sanos. A continuación, se evaluaron los genes diferencialmente expresados al comparar 

dichos grupos. Los resultados obtenidos para los genes CYBB, NCF1 y NCF2 revelaron 

que la mayoría de los genes diferencialmente expresados en dichas comparaciones eran 

compartidos (Figura 57). De hecho, la comparación de los grupos de expresión de CYBB 

dio como resultado una lista de menor número de genes y, potencialmente, de mayor 

aplicabilidad clínica. En consecuencia, decidimos analizar dicho conjunto de genes con 

más detalle. 
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Figura 57. Genes expresados diferencialmente al comparar los grupos de alta y baja expresión de 
los genes del complejo NOX2. Se diseñó un diagrama de Venn con la herramienta online meta-chart 
(https://www.meta-chart.com/venn) para mostrar los DEG compartidos obtenidos al comparar las muestras 
de alta y baja expresión de CYBB (en azul), NCF1 (en naranja), NCF2 (en verde) y NCF4 (en rojo) en el 
conjunto de datos de entrenamiento GSE15061. La región compartida entre las comparaciones de CYBB 
y NCF2 no pudo representarse, por lo que los tres genes comunes están marcados con un asterisco. DEG: 
genes diferencialmente expresados. 

 

Los resultados de la comparativa entre los pacientes con altos y bajos niveles de 

expresión de CYBB mostraron 10 genes con expresión diferencial (p valor < 0,05) al 

comparar High-CYBB y Medium-CYBB; así como, 35 genes se expresaron de forma 

distinta (p valor < 0,05) en High-CYBB frente a Low-CYBB. De los 35 DEGs 

identificados, 6 genes también aparecían con expresión diferencialmente alterada al 

http://www.deepl.com/Translator
http://www.deepl.com/Translator
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comparar el grupo de High-CYBB con el grupo sano, por tanto, decidimos excluirlos del 

análisis ya que asumimos que la expresión de estos 6 genes está vinculada a CYBB pero 

no a la LMA. Finalmente se obtuvo una lista de 28 genes, que junto con CYBB, 

constituyen una firma de 29 genes diferencialmente expresados en función de los niveles 

de CYBB, y muchos de ellos compartidos con las comparaciones realizadas sobre NCF1, 

NCF2 y NCF4. Dichos 29 genes (29G) están implicados en la respuesta inmunitaria y en 

procesos metabólicos como la actividad de NOX, el metabolismo de la glucosa, la 

OXPHOS, la biosíntesis de ácidos grasos o rutas clave de regulación del metabolismo 

como la vía de p53 (Tabla 22). En particular, NCF2, HK3, IFI30 y FBFP1 aparecieron 

incluso más desregulados que CYBB en los grupos de Low-CYBB frente a lo observado 

en High-CYBB (con FC de 19,6, 14,0, 9,2 y 6,8, respectivamente).  

Tabla 22. Principales funciones moleculares de 29G. aSCO2 está involucrado en dos de las vías 

metabólicas principalmente afectadas. 

 

Otra manera de confirmar la relación existente entre estos 28 genes metabólicos 

y CYBB fue la capacidad que la firma 29G mostró para separar los grupos CYBB al aplicar 

un LDA (Figura 58). 

Función molecular  Genes 

Actividad NOX   NCF2, CYBB, NCF4, MICAL1 

Metabolismo de la glucosa  HK3, FBP1, PGYL, SLC2A6 

Respuesta inmune  IFI30, ALOX5, IER3, BLOC1S1, AOC1, PTGS2 

Homeostasis redox   GLRX, GSR, CYB1B1, MSRB1 

Vía señalización de p53   SCO2a, TIGAR 

Fosforilación oxidativa  SCO2a, SQOR, SUCLG2 (ciclo de losTCA), CHCHD10 

Biosíntesis de ácidos grasos  CD36, DGAT2 

Otras  DHRS9, HMOX1, KDM7A, PXDN 
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Figura 58. 29G es capaz de discriminar los pacientes en base a los grupos CYBB. Representación de 
puntos de las muestras de GSE15061 en las coordenadas de LD resultantes de un análisis discriminante 
lineal (LDA de sus siglas en inglés linear discriminant análisis) basado en los grupos CYBB: sanos (en rojo), 
Medium-CYBB (azul), Low-CYBB y High-CYBB. 

 

 Además, el análisis de correlación por pares de los 29G mostró una relación 

directa entre todos los genes excepto PXDN, el cual presentó una asociación inversa 

(Figura 59A). En total, hemos obtenido un conjunto de 28 genes cuya expresión está 

correlacionada con CYBB, lo que podría reflejar un sistema común de regulación. 

4.3.3. Los 29 genes correlacionados constituyen una firma con capacidad 

pronóstica para la leucemia mieloide aguda 

Múltiples firmas genéticas han mostrado potencial para el pronóstico de la 

LMA.28,29,238,239 Por lo tanto, decidimos probar el valor pronóstico de 29G. Los análisis 

discriminantes mostraron que 29G separa eficazmente las muestras sanas y las de LMA 

según su grupo pronóstico (Figura 59B y C). El porcentaje de individuos correctamente 

clasificados fue del 85%, similar o incluso superior al sistema actual propuesto por ELN, 

que predice con éxito el 75-80% de los casos.240 Tal y como representa la Figura 59D, el 

primer eje discriminante (LD1) fue capaz de separar las muestras de pronóstico favorable 

de las intermedias (p valor < 0,05), las intermedias de las de pronóstico adverso (p valor 

< 0,05) y las de pronóstico favorable de las de adverso (p valor < 0,05). El segundo eje 

(LD2) permitió separar las muestras intermedias de las de pronóstico adverso (p valor < 

0,05) y las de pronóstico favorable de las de adverso (p valor < 0,05), pero no fue eficaz 

para distinguir entre las muestras favorables y las intermedias (p valor>0,05). En 
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resumen, el perfil de expresión génica de la firma 29G es una poderosa herramienta para 

predecir el pronóstico de la LMA. 

 

Figura 59. 29G es una firma genética correlacionada que separa a los pacientes de LMA en función 
del pronóstico. (A) Se muestran los coeficientes de correlación de Pearson por pares (de -1 a 1) de las 
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muestras GSE15061 de 29G. (B) Representación de puntos de las muestras de GSE15061 en las tres 
coordenadas de LDA. (C) Mapa de calor de la mediana de los valores de expresión de 29G de las muestras 
de GSE15061 agrupadas en función del pronóstico en grupo de sanos, favorable, intermedio o adverso. 
(D) La separación de los grupos de pronóstico de GSE15061 mediante LDA se muestra como un gráfico 
de dispersión en el que las muestras con leucemia promielocítica aguda se representan como estrellas 
naranjas. LD1, LD2 y LD3 corresponden a las funciones discriminantes obtenidas en el LDA.   

En particular, los individuos con leucemia promielocítica aguda -un ejemplo de 

buen pronóstico- mostraron un patrón de aparición más separado, indicando un perfil de 

expresión diferencial de 29G (Figura 59D).   

4.3.4. Validación de la eficacia de 29G para la determinación del pronóstico 

de pacientes de leucemia mieloide aguda 

Para validar nuestros hallazgos, repetimos el procedimiento con cinco conjuntos 

de datos independientes adicionales que incluían 1372 muestras (GSE10358, GSE14468, 

GSE68833, phs001657.v1.p1 y GSE165656), que corroboraron la correlación de los 

genes de 29G entre ellos (Figura 60) y la eficacia de 29G para separar las muestras en 

grupos de pronóstico, con precisiones globales del 78%, 80%, 75%, 59,2% y 82,7% 

respectivamente (Figura 61).  

 

Figura 60. Los miembros de 29G muestran patrones de expresión correlacionados en las bases de 
datos de validación. Se realizó una correlación de Pearson pareada para cada pareja de genes de los 
29G de cada una de las bases de datos de validación: GSE10359 (A), GSE14468 (B), GSE68833 (C), 
GSE165656 (D) and phs001657.v1.p1 (E). 
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Figura 61. 29G también demuestra la capacidad de separar a los pacientes de LMA en distintos 
grupos de pronóstico en las bases de datos de validación. Se muestran los gráficos de dispersión de 
la separación de grupos pronóstico en los ejes del análisis discriminante, LDA, para otros cinco conjuntos 
de datos de LMA: GSE10359 (A), GSE14468 (B), GSE68833 (C), GSE165656 (D) and phs001657.v1.p1 
(E). LD1 y LD2 corresponden a las funciones discriminantes obtenidas en el LDA.  

 

En conjunto, los resultados mostrados hasta ahora prueban el potencial como 

factor pronóstico de 29G en más de 1800 pacientes. Los resultados indican que 29G tiene 

capacidad de predicción pronóstica de la LMA. En vista de su potencial aplicación clínica, 

caracterizamos cuáles de los genes de 29G eran más determinantes en la predicción de 

cada uno de los grupos pronóstico. Para ello, llevamos a cabo un análisis Biplot canónico 

que determinó la existencia de 11 genes con un patrón común en las seis bases de datos 

en cuanto a su capacidad de determinación del pronóstico (Figura 62). IFI30, CD36, HK3 

y CYP1B1 aparecen regulados a la baja en las muestras de buen pronóstico; en cambio, 

PXDN y ALOX5 presentan niveles de expresión elevados en estos pacientes. En cuanto a 

las muestras de pronóstico intermedio, son característicos los bajos niveles de expresión 

de PXDN a la par que la regulación al alza de CD36, BLOC1S1, FBP1 y SCO2. Por 

último, la disminución de SQOR y el aumento de DGAT2 denotan un mal pronóstico de 

los pacientes.  
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Figura 62. Algunos de los genes de 29G tienen mayor influencia sobre la determinación pronóstica 
de los pacientes de LMA. Representación biplot canónica en los ejes 1-2 donde se muestra la distribución 
por pronóstico de las muestras (favorable: puntos naranjas; intermedio: puntos rosas; y adverso: puntos 
verdes) y las relaciones de expresión de 29G de GSE15061 (A), GSE10358 (B), GSE14468 (C), GSE68833 
(D), phs001657.v1.p1 (E) y GSE165656 (F). La manera de interpretar estos gráficos se detalla en materiales 
y métodos. Los genes discriminantes (flechas) y los círculos de confianza de la distribución de cada subtipo 
de pronóstico se trazan en base a pruebas t de Student univariantes para realizar un análisis post hoc de 
cada gen. 
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Tal y como se ha dicho anteriormente, existen varios paneles de genes publicados 

con el objetivo de mejorar el pronóstico de la LMA. Por ello, creímos conveniente 

comparar el rendimiento de 29G con el de dos paneles diferentes que se habían publicado 

anteriormente.28,239 Los porcentajes de correcta clasificación fueron muy similares entre 

los tres paneles de genes, lo que apoya firmemente la solidez del 29G (descrito para los 

conjuntos de datos de entrenamiento y validación en la Tabla 23). Observamos que la 

precisión del 29G para clasificar a los pacientes pertenecientes al grupo de mal pronóstico 

tendía a ser mayor que con los otros paneles de genes (76,1% de correcta clasificación 

con el 29G en comparación con el 60,9 y el 54,3 de Li et al. y Ng et al. respectivamente, 

en el conjunto de datos de entrenamiento).  

Tabla 23. Comparación de porcentajes de correcta clasificación entre 29G y las firmas genéticas 

referenciales propuestas por Li et al.28  y Ng et al.27 

Base de datos Clasificación ELN 

Porcentaje de buena clasificación 

29G 24G 17G 

GSE15061 ELN 2010 85,0% 83,5% 82,4% 

GSE10358 ELN 2010 78% 76,2% 78,3% 

GSE14468 ELN 2010 75,1% 77,8% 78,1% 

GSE68833 ELN 2010 80,1% 88,0% 84,9% 

phs001657.v1.p1 ELN 2017 59,2% 62,0% 62,9% 

GSE165656 ELN 2017 82,7% 84,0% 79,0% 

 

4.3.5. Un bajo índice de expresión de 29G está relacionado con una mayor 

supervivencia 

Hasta ahora hemos demostrado que hay un conjunto de 28 genes metabólicos, 

cuya expresión está correlacionada con la expresión de CYBB, que han resultado ser 

relevantes para la clasificación pronóstica de LMA. Sin embargo, la clasificación de la 

ELN está continuamente siendo revisada y refinada. La LMA es una enfermedad tan 

heterogénea que hace difícil la clasificación de sus pacientes. De hecho, en EE.UU. por 

ejemplo es más frecuente que se utilice la clasificación WHO que la ELN. Por todo lo 

anterior, quisimos evaluar si la expresión de 29G estaba vinculada a dos factores más 

determinantes como son la supervivencia global (OS de sus siglas en inglés Overall 
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Survival) y a la supervivencia libre de eventos (EFS de sus siglas en inglés Event Free 

Survival) de los pacientes con LMA. Para ello, utilizamos 260 muestras del GSE10358, 

que disponen de datos sobre OS y EFS. 

En primer lugar, elaboramos un índice de expresión (EI) descrito como una 

combinación lineal de la expresión de 29G para distinguir a los pacientes de LMA en 

términos de OS o EFS, es decir, una variable que aúna en un único valor representativo 

la expresión de los genes de 29G. Tal y como se describe en la sección de materiales y 

métodos, esta variable considera la expresión de cada uno de los 29G y la ajusta en 

función de la influencia de cada gen a la capacidad pronóstica. Una vez creado EI, se 

computó una curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para establecer el punto de 

corte óptimo del EI, el cual nos permitió distinguir entre muestras de bajo y alto riesgo 

de supervivencia. El punto de corte se registró en un valor de EI de -4,307, que mostró 

una especificidad de 0,887, una sensibilidad de 0,826 y un área bajo la curva ROC (AUC) 

de 0,916 (IC del 95%: 0,879-0,953) (Figura 63A). La segregación de la muestra de EI 

realizada distribuyó 83 casos en el grupo de valor de EI bajo (LowIndex; mediana de OS: 

34,4 (48,0) meses) y a los 177 casos restantes en el grupo de valor de EI alto (HighIndex; 

mediana de OS: 17,0 (33,0) meses). A continuación, comparamos la existencia de 

diferencias en la supervivencia de los dos grupos EI mediante la comparación de las 

curvas de supervivencia obtenidas por el método de Kaplan-Meier y el test Log-Rank. 

Como se observa en la Figura 63 las curvas mostraron diferencias significativas en la OS 

(Figura 63B) y la EFS (Figura 63C) entre los grupos de muestras de LMA de índice bajo 

y alto (p valor < 0,001 en ambos casos), donde los pacientes del grupo LowIndex 

mostraron mejor supervivencia que los del grupo HighIndex. 
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Figura 63. Los pacientes con un EI bajo presentan una mayor OS. (A) Representación de la curva ROC 
para establecer un punto de corte de discriminación del pronóstico adecuado para EI en el conjunto de 
datos entrenamiento, GSE10358. (B) Curvas de supervivencia global (OS) de Kaplan-Meier de los grupos 
de EI (HighIndex y LowIndex) en 260 muestras del conjunto de datos GSE10358. (C) Representación de la 
curva de Kaplan-Meier de supervivencia libre de eventos (EFS) de los grupos EI (HighIndex y LowIndex) 
de 260 muestras del conjunto de datos GSE10358. (D) Curvas de supervivencia global (OS) de Kaplan-
Meier de los grupos EI (HighIndex y LowIndex) en 429 muestras del conjunto de datos phs001657.v1.p1. 

 

De la misma forma que habíamos hecho previamente para la capacidad pronóstica 

de 29G, quisimos validar las diferencias de supervivencia observadas en la base de datos 

de entrenamiento. Para esta validación, se utilizaron los datos de OS correspondientes a 

384 muestras de phs001657.v1.p1. La segregación de muestras de EI distribuyó a 204 

casos en el grupo de valor de índice bajo (LowIndex; mediana de OS: 329,5 (385,3) días) 

y a los 180 casos restantes en el grupo de valor de índice alto (HighIndex; mediana de 

OS: 319 (390) días). El grupo de pacientes con valor de EI bajo tiene una supervivencia 

significativamente mejor (Figura 63D), lo que demostró que dicho EI podría informar de 

forma fiable sobre la supervivencia, y reforzó la relevancia del 29G. Se encontraron los 

mismos resultados en otra de las bases de datos de validación, GSE14468 (Figura 64). 
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Figura 64. Los pacientes con un EI bajo presentan una mayor OS también en la base de datos de 
validación GSE14468. Curvas de supervivencia global (OS) de Kaplan-Meier de los grupos EI (HighIndex 
y LowIndex) en 403 muestras del conjunto de datos GSE14468. 

 

Tal y como se ha descrito previamente, hay mayor población con altos niveles de 

CYBB en las muestras M4 y M5, lo cual nos llevó a preguntamos si 29G sería igualmente 

de utilidad pronóstica en diferentes grupos de FAB. Por lo tanto, segregamos el 

GSE10358 en dos grupos en función de su clasificación FAB: M0 a M3 formaron un 

grupo (Figura 65A) mientras que M4 y M5 formaron otro (Figura 65B). Replicando lo 

observado en toda la población, las muestras de LowIndex demostraron una mayor 

supervivencia en ambos grupos. Además, las diferencias en la supervivencia entre el 

LowIndex y el HighIndex se magnificaron para los pacientes en los grupos M4 y M5 

(Figura 65B).  

Del mismo modo, probamos si el 29G era útil para la predicción de la OS dentro 

de los pacientes jóvenes (Figura 66A) y mayores (Figura 66B) estableciendo 60 años 

como punto de corte para constituir dos grupos. 29G pudo distinguir la OS en pacientes 

jóvenes y mayores del conjunto de datos GSE10358, lo que respalda el interés de seguir 

analizando esta cuestión en el futuro. 
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Figura 65. Los grupos de LowIndex y HighIndex muestran una mayor diferencia de supervivencia 
en los pacientes de FAB M4 y M5. Representación de la curva de supervivencia global (OS) de Kaplan-
Meier de los grupos establecidos con el EI (HighIndex y LowIndex) segregando los pacientes del conjunto 
de datos GSE10358 en dos grupos FAB: grupo de M0-M3 (A) y de M4-M5 (B). El tiempo se expresa en 
meses. 

 

Figura 66. 29G es igualmente pronóstico en pacientes menores y mayores de 60 años. 
Representación de la curva de supervivencia global (OS) de Kaplan-Meier de los grupos establecidos con 
el EI (HighIndex y LowIndex) segregando los pacientes del conjunto de datos GSE10358 en dos grupos de 
edad: menos de 60 años (A) y más de 60 años (B). 

4.3.6. 29G complementa a la clasificación pronóstica ELN  

Los resultados descritos hasta el momento en este apartado presentan a 29G como 

una herramienta con capacidad predictiva pronóstica y de supervivencia de la LMA. 

Además, apuntan a CYBB y a un grupo de 28 genes con expresión correlacionada al 

complejo NOX2 como actores protagonistas de la biología de esta enfermedad. Ya se ha 

mencionado que la clasificación de los pacientes de LMA no es fácil debido a su gran 

heterogeneidad. De hecho, las clasificaciones actuales definen las alteraciones genéticas 

que determinan un buen o mal pronóstico de modo que todas las restantes entran a formar 

parte de un cajón de sastre, metáfora que representa el grupo de pronóstico intermedio. 

Los pacientes incluidos en el grupo intermedio presentan una respuesta muy variable a la 
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terapia y un alto grado de recaída, lo que hace que la estratificación del riesgo y el 

tratamiento de este grupo sea un enorme desafío.19 De hecho, algunos autores proponen 

dividir el grupo intermedio en diferentes subgrupos.241 Teniendo esto en cuenta, 

decidimos analizar si la 29G podía diferenciar la OS dentro del grupo intermedio. Se 

aplicó la técnica de agrupación Hierarchical Kmeans basada en la expresión de 29G sobre 

las muestras intermedias de la base de datos GSE10358 dando como resultado una 

separación en cuatro grupos diferenciados (Figura 67A). En particular, dichos grupos 

mostraron diferencias en las curvas de Kaplan-Meier de OS y EFS (Figura 67B y C, 

respectivamente). Estos resultados se corroboraron en el conjunto de datos de validación 

phs001657.v1.p1, en el que 29G también permitió clasificar cuatro grupos diferentes 

dentro del grupo intermedio que mostraron una OS significativamente diferente (Figura 

67D). Estos resultados ponen de manifiesto que 29G estratifica a los pacientes del grupo 

intermedio en función de su supervivencia. Así, 29G podría aplicarse en clínica 

complementando la clasificación ELN actualmente aceptada dado que proporciona 

información más detallada sobre el grupo pronóstico intermedio, que en este sistema de 

clasificación es el menos definido.  

Los resultados del modelo in silico demuestran que NOX2 es un componente 

clave para el pronóstico y la supervivencia de la LMA. Además, se ha encontrado una 

correlación entre la expresión genética de CYBB y 28 genes metabólicos lo cual sugiere 

una posible regulación conjunta de dichos genes, demostrando que NOX2 tiene un 

mecanismo de regulación común con determinadas rutas metabólicas. Por otro lado, estos 

datos destapan la existencia de varias dianas moleculares hasta ahora desconocidas que 

han demostrado ser vinculantes para la LMA. Estudiar las conexiones existentes entre los 

genes de 29G podría dar lugar a encontrar nuevas alternativas terapéuticas frente a la 

LMA.  

 



Resultados 

189 

 



Resultados 

190 

Figura 67. En base a la expresión de 29G las muestras intermedias se clasifican en cuatro grupos 
que muestran diferencias en la OS y la EFS. La capacidad de 29G para discriminar diferentes grupos 
dentro del grupo de pronóstico intermedio se probó en las muestras de las bases de datos de GSE10358 
(n=160) y phs001657.v1.p1 (n=135). (A) Representación PCA de los cuatro grupos generados por hkmeans 
resultantes en base a 29G para muestras intermedias del conjunto de datos GSE10358. (B) Curvas de 
supervivencia global (OS) de Kaplan-Meier de los clústeres mostrados en el panel A. El tiempo se expresa 
en meses. (C) Curvas de Kaplan-Meier de supervivencia libre de eventos (EFS) de los grupos mostrados 
en el panel A. El tiempo se expresa en meses. (D) Curvas de supervivencia global (OS) de Kaplan-Meier 
de los grupos constituidos a partir de muestras intermedias de phs001657.v1.p1 siguiendo el mismo 
procedimiento que para GSE10358. El tiempo se expresa en días. 

4.3.7. Discusión 3: NOX2 y el metabolismo como herramientas pronósticas 

de la leucemia mieloide aguda 

Dada la complejidad de la LMA, el comité de expertos de la ELN ha hecho un 

esfuerzo muy grande para proporcionar un sistema de clasificación de los pacientes fiable 

y que actualmente esté ampliamente aceptado.15,16 En el esquema de clasificación de la 

última versión publicada por la ELN, la LMA sigue clasificándose en base a las 

alteraciones citogenéticas y a algunas mutaciones recurrentes.11 Sin embargo, un 

porcentaje considerable de pacientes presenta un cariotipo normal, y la relevancia 

pronóstica de alguna mutaciones recurrentes, como DNMT3A, IDH1, IDH2, sigue siendo 

desconocida.16 Las técnicas de secuenciación de ADN de alto rendimiento tienen el 

potencial de descubrir paneles de genes con valor pronóstico para la LMA.27–29,242 Además, 

este método podría aplicarse indiscriminadamente a todos los pacientes, incluidos los que 

tienen un cariotipo normal y no presentan mutaciones, por lo que podría ser un 

complemento interesante a las directrices de la ELN. 

A la vista de la implicación que hemos descrito que tiene NOX2 en la regulación 

metabólica de la LMA y del potencial efecto terapéutico que tiene su inhibición, 

decidimos analizar el comportamiento de CYBB, la subunidad catalítica de NOX2, en 

células de médula ósea de pacientes diagnosticados con LMA en comparación con 

individuos sanos. Demostramos que las células blásticas de LMA presentan una expresión 

reducida de CYBB en comparación con sus homólogas sanas. Este hecho concuerda con 

una publicación reciente;243 sin embargo, otra publicación reciente ha descrito no 

encontrar cambios en los niveles de expresión de CYBB al comparar pacientes de LMA 

con individuos sanos de varios conjuntos de datos de expresión tomados de GEO.244 En 

2013, este mismo grupo describía que blastos primarios de LMA y células CD34+ 

mostraban mayores niveles de expresión de CYBB.126 Estos datos se contraponen a 

nuestras observaciones pero tienen asociadas algunas limitaciones que consideramos que 
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pueden condicionar su interpretación. En primer lugar, en el artículo en el que Robinson 

et al.244 toman los datos de expresión de varias bases de datos almacenadas en GEO, 

concretamente, los individuos sanos pertenecen a una base de datos y los pacientes de 

LMA a otras. Consideramos que combinar los datos de expresión de distintas bases de 

datos no es lo más recomendable ya que la toma de muestras, extracción, proceso de 

secuenciación y el propio análisis de los datos puede incluir diferencias que afecten en la 

comparación de los datos. De hecho, para poder analizar conjuntamente datos 

procedentes de varias bases de datos se ha de llevar a cabo un proceso de normalización 

que reduce la variabilidad interseries y hemos comprobado que puede esconder las 

diferencias observadas en la expresión de NOX2 entre individuos sanos y con LMA. En 

segundo lugar, en el artículo de Hole et al.126 la expresión de NOX2 se deduce de la 

producción de superóxido cuantificado mediante la sonda Diógenes. El superóxido puede 

derivarse de otras fuentes de producción de ROS, no es exclusivo de las NOX, y como se 

ha comentado previamente la sensibilidad y especificidad en los ensayos de detección de 

las ROS es baja. De hecho, la sonda Diógenes no es la más recomendada para la detección 

de superóxido.245 También es posible que los pacientes de LMA, aun teniendo menores 

niveles de expresión de NOX2, presenten un complejo NOX2 más activo que los 

individuos sanos.  

También observamos que los pacientes de LMA muestran una expresión variable 

de CYBB, lo cual nos permitió establecer tres grupos que de menor a mayor expresión se 

denominan: Low-CYBB, Medium-CYBB y High-CYBB. El análisis de las diferencias de 

expresión de una lista de 941 genes metabólicos entre los grupos de expresión de CYBB, 

nos permitió descubrir una lista de 29 genes que no tienen nada en común con los paneles 

génicas previamente publicados para la clasificación de la LMA27,28,242 y cuya expresión 

diferencia eficazmente los grupos de pronóstico de la LMA. El rendimiento de 29G y el 

de los paneles de genes descritos por Li et al.28 y Ng et al.27 fue muy similar en seis 

conjuntos de datos diferentes, lo que valida nuestros resultados. 

Aún más importante que la capacidad de 29G para clasificar a los pacientes, es su 

valor predictivo respecto a la supervivencia de los pacientes. Mediante el estudio de los 

datos de expresión de 29G, computamos una función predictiva para calcular la OS de 

los pacientes con LMA, de modo que un EI bajo se correlaciona con una mejor 

supervivencia.  



Resultados 

192 

Además de la posibilidad de aplicar 29G a todos los pacientes independientemente 

de que presenten o no alteraciones genéticas, una gran baza de 29G es su potencial para 

agrupar a los pacientes pertenecientes al grupo intermedio en función de su OS. La 

estratificación del riesgo y las decisiones de tratamiento dentro del grupo intermedio 

suponen un enorme reto,19 y 29G ofrece la posibilidad de mejorar la estratificación de 

estos pacientes. Todas estas características hacen de 29G una herramienta interesante que 

podría complementar eficazmente el actual sistema de clasificación ELN. 

A diferencia de algunas firmas genéticas previas,28,242 pero en línea con Ng et al.,27 

los genes pertenecientes a 29G reflejan un programa genético relacionado con la 

regulación de un proceso biológico importante para las células de la LMA. Los genes de 

29G están implicados en la respuesta inmune y en procesos metabólicos como la actividad 

de las NOX, el metabolismo de la glucosa, la OXPHOS, la biosíntesis de ácidos grasos o 

rutas clave de regulación del metabolismo como la vía p53. Así, además del valor 

predictivo de nuestro panel, 29G confirma el valor de NOX2 y el metabolismo como 

dianas terapéuticas adecuadas frente a la LMA. De hecho, se ha demostrado 

anteriormente que el uso de un inhibidor de NOX2 reduce el riesgo de recaída en 

pacientes con LMA.246 Por otro lado, parece que el éxito del arsénico en el tratamiento de 

la leucemia promielocítica aguda depende de la actividad de NOX.247,248 Curiosamente, 

nuestros resultados muestran que los pacientes con leucemia promielocítica aguda 

muestran un perfil de expresión 29G diferencial. Creemos que el perfil metabólico puede 

variar entre los grupos de pronóstico de la LMA, presentando una posibilidad de diseñar 

tratamientos específicos basados en el eje NOX2-metabolismo. 

Estos nuevos resultados refuerzan la relevancia de NOX2 en el control del 

metabolismo de la LMA, que ya hemos descrito en capítulos previos y que han señalado 

otros autores.154,201,203  Nuestros datos sugieren que NOX2 podría inducir el metabolismo 

glucolítico en la LMA aumentando el transporte de glucosa (SLC2A6), la tasa glucolítica 

(HK3), la movilización de glucosa desde el glucógeno (PGYL) y la gluconeogénesis 

(FBP1). Nuestro análisis no mostró correlación entre CYBB y lactato deshidrogenasa, sin 

embargo, encontramos una fuerte correlación entre CYBB con varios genes implicados en 

el metabolismo mitocondrial (SCO2, SQOR, SUCLG2, CHCHD10), sugiriendo que 

CYBB promovería la oxidación completa de la glucosa en las células LMA. 

También nos llamó la atención la correlación entre la expresión de CYBB y los 

genes de la vía p53 (SCO2, TIGAR). La activación de la vía p53 también podría contribuir 
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a incrementar OXPHOS en el grupo de pacientes con niveles altos de expresión de 

CYBB,249 ilustrando una relación entre un metabolismo mitocondrial activo y altos niveles 

de NOX2. Podemos suponer que estos pacientes mostrarían un alto nivel de ROS 

intracelular, derivado de la actividad del complejo NOX2 y del metabolismo 

mitocondrial. El aumento en la expresión de enzimas implicadas en la homeostasis redox, 

especialmente con la reducción de glutatión (GLRX, GSR), y la diana de p53 TIGAR250 

podría permitir a las células leucémicas hacer frente a un alto nivel de estrés oxidativo. 

Los genes metabólicos correlacionados con NOX2 conllevarán un fenotipo 

metabólico que sigue los patrones que hemos detectado en nuestros modelos moleculares. 

Tal y como habíamos observado in vitro, el análisis in silico de las muestras de pacientes 

ha mostrado que altos niveles de NOX2 promueven el metabolismo de la glucosa hasta 

su oxidación completa a través del metabolismo mitocondrial, ciclo de los TCA y 

OXPHOS. A la contra, una disminución de los niveles de NOX2 conllevaría una 

reducción de los niveles de los genes glucolíticos SLC2A6, HK3, PGYL, FBP1 y de los 

mitocondriales SCO2, SQOR, SUCLG2, CHCHD10, por lo que esperaríamos observar 

una deceleración del metabolismo glucolítico y mitocondrial como hemos descrito en las 

células THP-1NOX2/KO.  Por otro lado, la expresión de NOX2 también ha resultado tener 

una correlación directa con la expresión de GLRX y GSR en nuestro estudio in silico. Las 

células THP-1NOX2/KO no presentaban alteraciones en la actividad de estas dos enzimas, 

pero sí demostraban tener menores niveles de GSH, que podría ser debido a un defecto 

en el sistema de síntesis del GSH.  

Las implicaciones de la coexistencia de dos o más alteraciones moleculares y sus 

efectos sobre la clasificación y el tratamiento de la enfermedad son fundamentales para 

desarrollar terapias combinadas más eficaces. En este sentido, consideramos interesante 

analizar si los niveles de CYBB se correlacionaban con alguna de las alteraciones 

genéticas recurrentes observadas en la LMA. Las mutaciones de activación constitutiva 

en el receptor FLT3 (FLT3-ITD y FLT3-TKD)251 y Ras252 ocurren con frecuencia en la 

LMA. Tanto las mutaciones en FLT3 como las mutaciones en Ras aumentan la 

producción de ROS de las NOX en la LMA.252 Curiosamente, nuestros resultados 

muestran una correlación entre los niveles elevados de CYBB y las mutaciones en FLT3-

TKD y Ras, que conducirían a una elevada producción de ROS a través del complejo 

NOX2 lo que podría conferir una ventaja de mayor proliferación con respecto a otros 

clones de LMA. 
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Las mutaciones en IDH1/2 y los reordenamientos cromosómicos RUNX1-

RUNX1T1 también aparecen con una alta frecuencia en la LMA.16  Nuestros resultados 

muestran una correlación inversa entre estas alteraciones genéticas y los niveles de CYBB. 

Por otro lado, parece que una baja expresión de CYBB está ligada a un fenotipo menos 

diferenciado, como hemos descrito que ocurría en las líneas celulares de LMA. Así pues, 

el complejo NOX2 está altamente expresado en muestras de LMA M4/M5 pero no en 

M1/M2.188,211 La translocación RUNX1-RUNX1T1 se encuentra en el 40% de los pacientes 

del grupo FAB M2.253 Parece que un fenotipo menos diferenciado se correlaciona tanto 

con una baja expresión de CYBB como con la aparición de RUNX1-RUNX1T1. 

En resumen, hemos encontrado un panel de genes metabólicos correlacionados 

con CYBB (29G), válido como herramienta para la estratificación de la LMA y la 

predicción de la supervivencia, que de nuevo pone a NOX2 y al metabolismo en el foco 

de atención de la LMA. Integrar todas las anomalías genéticas en un esquema pronóstico 

es cada vez más difícil debido a la gran variedad de dichas alteraciones y sus numerosas 

combinaciones posibles. El uso de paneles de genes en el pronóstico podría 

implementarse fácilmente en la práctica clínica y permite la posibilidad de mejorar la 

estratificación del riesgo de LMA. La robustez de la firma 29G que describimos está 

respaldada por los análisis de seis cohortes diferentes de LMA con un total de 1821 

muestras, lo que sugiere un gran potencial para futuras aplicaciones clínicas. 

4.4. Discusión final: La regulación metabólica ejercida por NOX2 en la LMA 

como herramienta pronóstica y terapéutica  

En esta tesis hemos estudiado el papel de NOX2 en la leucemia mieloide aguda. 

Hemos descubierto que NOX2 tiene un papel importante regulando el metabolismo de la 

glucosa de células leucémicas, de modo que el descenso de los niveles de NOX2 provoca 

un metabolismo mitocondrial deficiente (ciclo de los TCA y OXPHOS disminuidos), que 

puede ser compensado por un incremento glucolítico en células metabólicamente 

flexibles. Además, hemos descrito que NOX2 también tiene un rol importante en la 

regulación del sistema glutation, donde bajos niveles de NOX2 se ven acompañados de 

un descenso en los niveles de glutation y una capacidad antioxidante comprometida. Así 

pues, NOX2 resulta fundamental para mantener un metabolismo mitocondrial activo y 

permitir la reposición de los depósitos de glutation en células de LMA. Conocer estas 

interacciones moleculares, nos ha permitido proponer un tratamiento de inhibición de las 

NOX en combinación con iMet como estrategia terapéutica frente a la LMA. Esta 
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combinación ha resultado eficaz en líneas celulares y células procedentes de paciente con 

distinto fondo genético-molecular. De entre las alternativas testadas, la inhibición de 

NOX junto con el tratamiento con Ox ha resultado la opción más atractiva por su alta 

efectividad y su moderada toxicidad en células sanas de médula ósea, demostrando una 

mayor efectividad cuanto mayor es la expresión de NOX2. Por ello, iNOX+Ox se muestra 

una alternativa interesante para pacientes de grupos FAB con fenotipo diferenciado, M4 

o M5, y quimiorresistentes que han demostrado tener alta expresión de NOX2. La adición 

de Ara-C a la combinación iNOX+Ox aumenta la potencia de la combinación induciendo 

más fuertemente la muerte celular. Además, según nuestros datos la efectividad de la 

combinación parece deberse a la modulación que ejerce sobre el metabolismo energético 

y a una potente supresión de la capacidad antioxidante de la célula. Por último, en esta 

tesis hemos presentado un panel de 29 genes correlacionados (29G) con implicación en 

el metabolismo, entre los que se encuentra NOX2, con capacidad de clasificar a nivel 

pronóstico a los pacientes de LMA. Un paso más allá, la expresión de estos 29 genes nos 

ha permitido computar un índice que podría predecir la supervivencia de los pacientes en 

base a 29G. 29G también ha permitido la discriminación de 4 grupos con distinta 

supervivencia dentro del grupo de pacientes con pronóstico intermedio, un grupo muy 

heterogéneo que en la clasificación actual concentra a todos aquellos casos con 

alteraciones que no han sido catalogadas como favorables o adversas. Todos estos 

resultados coinciden en NOX2 y su influencia sobre el metabolismo como piezas 

angulares de la LMA.   
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5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Los resultados presentados y discutidos a lo largo de este manuscrito permiten extraer 

las siguientes conclusiones: 

1.

2.  

3.

4.

5.

6.

7. Los principales genes del complejo NOX2, CYBB, NCF1, NCF2 y NCF4, se 

encuentran infraexpresados en LMA.

8. La expresión de CYBB se correlaciona con la clasificación French-American-

British, la translocación t(8;21) y las mutaciones frecuentes IDH1, IDH2, 

FLT3TKD y N-Ras.

9. 28 genes metabólicos, cuya expresión se encuentra correlacionada con CYBB, 

constituyen, junto con CYBB, una firma genética con capacidad pronóstica en 

LMA (29G). 29G puede complementar la actual clasificación de LMA ya que ha
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demostrado separar 4 clústeres de supervivencia en los pacientes de pronóstico 

intermedio. 

10. El índice de expresión (EI), basado en la expresión de 29G, informa sobre la

supervivencia en LMA de forma fiable. Bajos valores de EI se relacionan con alta

supervivencia.
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The results presented and discussed throughout this manuscript allow to reach the 

following conclusions: 

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7. The main genes of the NOX2 complex, CYBB, NCF1, NCF2 and NCF4, are 

downregulated in AML.

8. CYBB expression correlates with French-American-British classification, t(8;21) 

translocation and frequent mutations IDH1, IDH2, FLT3TKD and N-Ras.

9. 28 metabolic genes, whose expression is correlated with CYBB, constitute, 

together with CYBB, a genetic signature with prognostic capacity in AML (29G). 

29G can complement the current AML classification so as it discriminates 4 

survival clusters in intermediate prognosis patients.

10. The expression index (EI), based on 29G expression, reliably informs about 

survival in AML. Low EI values are associated with high survival.
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