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RESUMEN

Introduccién: La leucemia aguda es una neoplasia maligna que se caracteriza por
proliferacion clonal de precursores hematopoyéticos inmaduros. La probabilidad de
curacion de los pacientes depende en gran medida de los factores prondstico como: la
edad, cantidad de leucocitos, alteraciones moleculares y la presencia de enfermedad
minima residual. Aunque se ha avanzado en el tratamiento y con ello mayores tasas de
algunos pacientes presentan complicaciones para superarla. La investigacion se ha
enfocado a diversos mecanismos moleculares que controlan la proliferacion celular y la
apoptosis como las proteinas transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion 3
(STAT3), proteina supresora de la sefializacion por citocinas 3 (SOCS3) y las proteinas
antiapoptoticos como BCL-2 y Survivina. Objetivo general: Analizar la expresion génica
de SOCS3, STAT3, BCL-2, BIRCS y su asociacion a factores prondstico de pacientes con
leucemia aguda de novo. Materiales y métodos: Estudio transversal, analitico y
descriptivo-comparativo. El universo de estudio incluy6 24 pacientes pediatricos y 13
adultos con diagnoéstico de leucemia mieloide (LMA) o linfoide aguda (LLA) de novo.
La expresion de los genes se realizo con qRT-PCR. Resultados: BIRC-5 se sobre-expreso
significativamente en adultos con LLA y LMA y en pediatricos con LLA (p=0.0154,
p=0.006 y p=0.0002), respectivamente. STAT3a se sub-expreso en pacientes pediatricos
con LLA (p=0.0116). La expresion de SOCS3 no tuvo significancia estadistica en
comparacion con el grupo control, pero si en relacion de STAT3a en pacientes pediatricos
y adultos con LLA (p=0.01 y p=0.009, respectivamente). Asimismo, BCL-2 no tuvo

significancia estadistica en ninguno de los grupos de estudio.

Palabras clave: Leucemia Aguda, pacientes, SOCS3, STAT3, BCL-2, BIRC-5.
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Abstract

Acute leukemia is a malignant neoplasm by clonal proliferation of immature
hematopoietic precursors, called blasts, the probability of cure of patientes with this
desease depends with some pronostic factors such as: age, number of leukocytes,
molecular alterations and the presence of minimal residual desease. Some advances have
been made in the treatment but hiogher rates of patients in our country presents
complications to overcome it. This research has focused on various molecular
mechanisms that control cell proliferation and apoptosis (STAT3), supressor of cytokine
signiling protein 3 (SOCS3) and anti-apoptotic proteins such as BCL-2 and Survivin.
Objective: Analyze the gene expresion of SOCS3, STAT3, BCL-2 and BIRC-5 with their
association with prognostic factors in patients with acute leukemia denovo. Materials and
methods: cross-sectional analytical and descriptive-comparative study. The universe
study included 24 pediatric and 22 adults patients with LLA or LMA, Gene expresion
was perfomed with ¢ RT-PCR. Results: BIRC-5 was significatly over-expressed in adults
with ALL and AML (p=0.0154, p=0.006 y p=0.0002) and in pediatric with ALL
(p=0.0116). STAT3a wan under-expressed in pediatrics and adults patients with ALL.
STAT30. The SOCS3 and BCL-2 expression didn’t have significatly in any group of our

patients.

Keywords: Acute Leukemia, patients, SOCS3, STAT3, BCL-2, BIRC-5
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1. MARCO TEORICO

1.1 Hematopoyesis

La medula 6sea (MO) constituye un tejido especializado que se encuentra en la cavidad
medular de los huesos. Esta compuesta por un estroma de tejido conjuntivo laxo reticular
y una poblacion de células hematopoyéticas que se organizan en grupos separados por
venas sinusoides. En la etapa adulta se distinguen dos tipos de MO: la roja, que es el tejido
hematopoyético activo y presenta un color rojo debido a la presencia de eritrocitos y sus
precursores y la amarilla que es un tejido menos activo y contiene una mayor proporcion

de adipocitos (Gomez, 2021).

El sistema hematopoyético es el encargado de renovar las células sanguineas eliminando
a las que ya no cumplen su funcién o que han completado su ciclo de vida sustituyéndolas
con nuevas células. Este proceso ocurre en algunas partes del organismo como la médula
osea (MO), la sangre y también en el sistema linfoide. A partir de una célula troncal
hematopoyética (CTH) la cual posee la capacidad de diferenciarse se generan distintos
tipos celulares de la sangre, estas CTH son multipotentes, por lo que pueden dar origen a
tres principales linajes sanguineos: linaje linfoide ( linfocitos B y T), el mieloide (
eosinofilos, neutrofilos, monocitos, mastocitos, baséfilos y macrofagos) y por tltimo el
linaje eritroide y trombolitico, responsable de formar eritrocitos, megacariocitos y
plaquetas, asi mismo las CTH se caracterizan por su alta capacidad de proliferacion y

diferenciacion (Pantoja et al., 2015).

Después del nacimiento y a lo largo de toda la vida, la hematopoyesis comienza con las
CTH multipotentes en la médula ¢sea, también conocidas como células madre, tienen la
capacidad de madurar y diferenciarse en varios tipos de células sanguineas. La etapa
siguiente involucra a los progenitores mieloides y linfoides, los cuales ya estan
comprometidos en su desarrollo. Los factores de transcripcion como PU.1 y GATA-1y
algunas citocinas desempefian un papel importante en la especificacion de los linajes
linfoides y mieloides. En el linaje mieloide, las células pueden diferenciarse en células
mieloides, eritroides y megacariociticas, dando lugar a la maduracion de eritrocitos,
macrofagos, basofilos, neutrdfilos y eosindfilos. Por otro lado, en el linaje linfoide, se

diferencian y maduran en linfocitos B, linfocitos T y células NK (Dominguez et al., 2015).
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En el caso de Leucemia Aguda (LA), las células progenitoras normales son desplazadas
y sustituidas por células inmaduras y anormales, lo que resulta en una proliferacion
descontrolada de blastos. Dado que los blastos no estan completamente desarrollados, no
pueden cumplir las funciones vitales habituales, como consecuencia, se producira una
insuficiencia en la generacion de células normales, incluyendo globulos rojos y plaquetas.
Esta desregulacion en el proceso de formacion de células sanguineas conlleva a la
aparicion de los sintomas caracteristicos de la LA, como la anemia, hemorragias y una

mayor vulnerabilidad a infecciones (Chennamadhavuni et al., 2023).

1.2 Leucemia Aguda
La leucemia aguda (LLA) se caracteriza por ser una neoplasia en la que se produce una
proliferacion clonal de precursores hematopoyéticos inmaduros, conocidos como blastos,
que infiltran la MO en una proporcion superior al 20% de la poblacion celular total o en
menos del 20% cuando se presentan alteraciones en caracteristicas genéticas. La
evolucién de esta enfermedad es altamente progresiva, lo que conduce a la aparicion de
sintomas debido a la insuficiencia medular y a la infiltracion de tejidos no
hematopoyéticos. Los progenitores hematopoyéticos pueden dividirse en dos
caracteristicas principales: linaje mieloide y linaje linfoide. La clasificacion de las LA se
basa en la estripe celular a la que pertenece el clon neoplasico, lo que permite diferenciar
entre las leucemias agudas mieloides y linfoides. Ademdas de estas dos categorias
principales, se pueden identificar casos de leucemia aguda con fenotipo mixto y

caracteristicas intermedias (Garcia et al., 2016).

1.2.1 Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) comprende un conjunto de anormalidades onco-
hematoldgicas de rapido desarrollo, que pueden ser clinica y bioldgicamente diversos.
Estos trastornos se caracterizan por una proliferaciéon descontrolada de leucocitos
inmaduros en la MO y en la sangre, con infiltracion de estos leucocitos en otros tejidos
(Jiménez et al., 2017).

Entre las enfermedades neoplasicas malignas en los pacientes pediatricos, la LLA es la
mas comun, representando aproximadamente del 75-80% de todos los casos de leucemia
aguda en enfermedades malignas infantiles. La incidencia de LLA en nifios es de
aproximadamente 3 a 4 casos por cada 100,000 menores de 15 afos, con un aumento en

la frecuencia observado en el rango de edad de 2 a 5 afios y un predominio en el género
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masculino. Los subtipos de LLA varian de diversas caracteristicas moleculares y
bioldgicas, asi como en su respuesta el tratamiento y riesgo de recurrencia, lo que da lugar
a resultados diversos en cada paciente, lo que contribuye a la naturaleza heterogénea de
esta enfermedad (Diaz et al., 2019). Se ha establecido una clasificacion franco-americana

britanica (FAB) basada en los subtipos de la LLA por sus caracteristicas morfoldgicas

Tabla 1.1 Clasificacion morfologica de la Leucemia linfoblastica aguda.

SUBTIPO NOMBRE

L1 Leucemia linfoblastica tipica. Células pequenas, nucleo regular,
hendido, sin nucleolos, escaso citoplasma, sin vacuolas,

L2 Leucemia linfoblastica atipica. Células grandes, cromatina
heterogénea, nucleo irregular, hendido, prominentes nucleolos (uno o
dos), citoplasma abundante sin o con escasas vacuolas

L3 Leucemia similar al linfoma de Burkit. Células grandes y homogéneas,
cromatina homogénea, nucleo regular, redondo u oval, nucleolos
prominentes.

Tomada de Hurtado et al., 2012

En relacion con la LA se estima que hasta el 60% de los pacientes presenta anomalias
cromosOmicas, que abarcan desde aneuploidias hasta reordenamientos estructurales,
translocaciones, inversiones, deleciones, monosomias y trisomias. Las translocaciones
cromosOmicas dan lugar a proteinas de fusiéon con funciones andémalas y notables
propiedades oncogénicas. Un ejemplo seria la translocacion t(12;21) (p12;q21) que es la
alteracion genética mas prevalente en la LLA infantil, conocida como E7V6/RUNXI
(TEL/AML), esta translocacion es asociada con un pronodstico favorable ya que se vincula
a la poblacion de células preB y a recuentos leucocitarios inferiores a 50,000/uL. Por otra
parte, la fusion MLL-AF4 t(4;11) (q21;23) se presenta en alrededor del 80% de los casos
de LLA en neonatos y cerca del 2% en los casos en nifios mayores de un afio, mientras
que la fusion del gen BCR/ABL, resultando de la translocacion t(9;22)(q34;ql1), se
encuentra en el 5% de los casos de LLA (Zapata et al., 2017).

Los sintomas caracteristicos de la LLA consisten en una falla en la médula osea,
manifestada por anemia, trombocitopenia y leucopenia, ademds de presentar fiebre,
pérdida de peso, fatiga, hemorragia, hematomas, dificultad para respirar e infecciones
recurrentes (Terwilliger y Abdul-Hay, 2017). La fiebre puede ser causada por la leucemia

o por infecciones graves debidas a una disminucion en los niveles de glébulos blancos,
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también se pueden presentar pequeiias manchas rojas en la piel (petequias) y moretones
(equimosis). En casos clinicos mas severos pueden aparecer dificultades respiratorias,
agrandamiento del higado y bazo, inflamacién de ganglios linfaticos, infiltracion en el

area del torax (Morales et al., 2017).

1.2.2 Leucemia mieloide aguda
La leucemia mieloide aguda (LMA) suele ser el tipo méas comun en adultos, se caracteriza
por una expansion clonal anormal de células mieloides, las cuales puedes infiltrar a sangre
periférica, MO y/o a otros tejidos del organismo, una acumulacion de estas células con
alteraciones en su maduracion desplazan a las células hematopoyéticas normales lo que
puede provocar una insuficiencia medular e infiltracion a distintos tejidos como el sistema
nervioso central (SNC), el higado, bazo, encias, piel, entre otros (Leyto, 2018). Es
importante mencionar que se ha establecido una clasificacion FAB que se basa en la
diferenciacion de varios subtipos de LMA considerando sus caracteristicas morfologicas

como se observa en la tabla 1.2.

Tabla 1.2 Clasificacion morfolégica de la leucemia mieloide aguda.

SUBTIPO NOMBRE
Mo Leucemia mieloide aguda indiferenciada
M1 Leucemia mieloide aguda con maduracion minima
M2 Leucemia mieloide con maduracion
M3 Leucemia promielocitica aguda
M4 Leucemia mielomonocitica aguda
M4eos Leucemia mielomonocitica aguda con eosinofilia
MS Leucemia monocitica aguda
Mé6 Leucemia eritroide aguda
M7 Leucemia megacarioblastica aguda

Tomada de Leyto, 2018

En los ultimos afios se ha tenido avances sobre el conocimiento de las caracteristicas
genéticas de la LMA, se ha demostrado que varios factores genotdxicos o leucemogénicos
pueden causar alteraciones moleculares que son importantes en la patogénesis de la
enfermedad ya que pueden afectar en diversos aspectos de la transformacion celular como
lo es la regulacion de la proliferacion y la diferenciacion celular, la supervivencia, la

autorrenovacion y la diferenciacion del control del ciclo celular (Leyto, 2018).
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Se han identificado alteraciones cromosomicas en mas del 97% de los casos de LMA
como t(8:21) en el (CBF-AML) (RUNXI-RUNXITI) o la t(15:17)(PML-RAR) cuyas
consecuencias son la formacion de proteinas quiméricas que alteran el proceso normal de
maduracion de precursores mieloides y a la mutacion de genes que estan relacionados con
la diferenciacion y la proliferacion celular (Zapata et al, 2017).

En nifios la LMA se presenta del 15 al 20% de todos los casos de leucemia, mientras que
en adultos es del 80%. La LMA se encuentra de forma predominante en el periodo
neonatal y en adultos, por lo que, representa una baja cantidad de casos en la infancia y
la adolescencia. El rango de incidencia es de 1.5 por 100,000 en infantes menores de un
aflo, hay una disminucién entre las edades de 5 a 9 afios que es de 0.4 por 100,000 nifios,
posteriormente hay un incremento gradual de 1 por cada 100,000 personas hacia los 25
aflos, y finalmente se incrementa exponencialmente de aproximadamente 25 por cada

100,000 personas en edad cercana o mayores a 80 afios (Lagunas, 2016).

1.3 STAT3
Estas proteinas desempefian gran importancia al transmitir sefiales desde la membrana
celular hacia el nucleo, lo que resulta en la activacion de la transcripcion génica. Ademas,
la familia STAT desempena un rol esencial en la regulacidon de procesos celulares normales
como la diferenciacion, apoptosis, proliferacion, supervivencia y también contribuyen a
la organizacion epigenética de las células del sistema inmunitario. Hasta la fecha, se han
identificado siete genes STAT en el genoma humano (Figura 1.1), incluyendo STATI
(ubicacion cromosomica: 2q32.2), STAT2 (12q13.3), STAT3 (17q21.2), STAT4(2q32.2),
STATS5a (17q21.2), STAT5p (17q21.2) y STAT6 (12q13.3). Las vias de sefalizacion de las
STAT también pueden verse involucradas ciertas irregularidades en sus vias de
sefializacion, lo que conduce a una regulacion anormal y como resultado a diferentes
eventos patologicos, como la transformacion de células malignas y la metastasis (Waele

et al, 2020).
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Figura 1.1 Familia de las proteinas STAT (Recuperado de Ouedraogo et al., 2017).
Existen 2 isoformas de STAT3; el empalme alternativo da lugar a STAT3a de longitud

completa y STAT3/ truncado, estas variantes de STAT3f carecen del extremo C de STAT3
y en su lugar se tiene 7 aminoéacidos unicos y como consecuencia tiene una mayor afinidad
de unioén al ADN. Se ha descrito a STAT3f como un regulador negativo dominante de
STAT3. Entre la estructura de las isoformas de STAT3, STAT3a es la mas comUn y STAT3pS
se origina en el empalme alternativo de la transcripcion del gen STAT3 resultando en una
delecion de 55 aminoacidos en el extremo 3' y ausencia del TAD y S727, y le da la

particularidad de actuar como un factor inhibitorio transcripcional dominante (Orlova et

al., 2018)

La via de sefalizacion Janus quinasa/transductor de sefiales y activador de la transcripcion
(JAK/STAT) es el nucleo central de la comunicacién en la funcion celular, se han
encontrado mas de 50 citocinas y factores de crecimiento en esta via de sefalizacion,
como lo son interferones (IFN), hormonas, interleucinas (IL) y factores de crecimiento,
los sucesos posteriores varian e incluyen hematopoyesis, apoptosis, adipogénesis, entre
otros. Alguna mutacion en esta via estd relacionada con varias enfermedades. Las
proteinas JAK estdn ligadas de manera no covalente con receptores de citosinas;
asimismo, median la fosforilacién de tirosina de los receptores y reclutan a una o mas

proteinas STAT (Hu et al., 2021).

La importancia de STA73 en la progresion de neoplasias hematoldgicas reside al modular
la transcripcion de genes relacionados con la migracion (MMP-3, MMP-9) y apoptosis
(BCL-XL, BCL-2, BIRC-5 y MCL-I) (Wingelhofer et al., 2018). Una falla en la

diferenciacion y en la proliferacion es caracterizada por las células leucémicas, en
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términos normales la activacion de STAT3 es rapida y transitoria, pero en células
leucémicas hay una activacion y expresion anormal de STAT3 lo que bloquea la
diferenciacion de estas células, asi como una proliferacion descontrolada, inhibiendo
también la apoptosis lo que en conjunto lleva al desarrollo de neoplasias como la leucemia

(Shi et al., 2018).

En pacientes con LMA, STAT3 provoca una ventaja proliferativa y proteccion contra la
apoptosis y se ha asociado a una corta supervivencia libre de enfermedad (Aigner et al.,
2019). Es importante mencionar que la activacion constante de la sefializacion
JAK/STAT3 es considerada una de la patogénesis de la LLA (Liu et al., 2019). La
sefializacion de STAT3 ha sido ampliamente estudiada en esta enfermedad por la
regulacion en la proliferacion celular. STAT3 activado consecutivamente promueve la
resistencia a la apoptosis y a la proliferacion descontrolada de las células leucemias en
varios subtipos de leucemia aguda (Alachkar et al., 2011). Liu et al, 2019 demostraron
que el nivel de expresion de STAT3 en ARN mensajero de todos los nifios que estudiaron

fue significativamente mas alto que el de los nifios de control sanos.

Una de las principales vias que activa STAT es mediante la proteina JAK (Figura 1.2),
previo a la exposicion a citocinas JAK permanece inactivo, cuando algun ligando como
IL-6 se une al receptor se inicia la actividad de tirosina quinasa de JAK y sucede una
fosforilacion reciproca, activando asi al receptor, cuando este est4 activado, las proteinas
STAT se unen a través de sus dominios SH2 a residuos de fosfotirosinas presentes en el
receptor, posteriormente, las proteinas STAT son fosforiladas por JAK, una vez activas se
dimerizan y se translocan al nucleo, en el nucleo las proteinas STAT estimulan la
expresion de ciertos genes que regulan respuestas celulares como la diferenciacion, la
proliferacion y la supervivencia. Para regular esta via de sefializacion intervienen diversas
proteinas como la familia de proteinas reguladoras de la sefializacién por citocinas

(SOCS) (Morris et al., 2018).
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Figura 1.2. Via de seiializacion JAK/STAT. Creada en Biorender

1.4 Supresor de la Sefializacion Activada por Citocinas 3 (SOCS3)
SOCS3 emerge como un elemento de gran importancia en la via de senalizacion
JAK2/STAT3. Esta via constituye un regulador central en la transduccion de sefiales
celulares que afectan la proliferacion y la supervivencia celular. Aunque su papel como
regulador negativo de esta via es conocido, la relacion especifica entre SOCS3 y la
leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un campo aun poco explorado. Liu et al., 2019
analizaron el nivel de expresion de SOCS3 en la LLA pedidtrica y su impacto en el riesgo
y la progresion de la enfermedad, encontrando que la expresion de SOCS3 en el
diagnostico inicial de los pacientes con LLA era notablemente inferior a controles sanos,
mientras que la metilacion de SOCS3 presentd un patron contrario. La normalizacion de
la expresion de SOCS3 y su metilacion en la etapa de remisién completa sugiere una
posible correlacion con la respuesta al tratamiento. En etapas de resistencia y recaida, la
disminucion de la expresion de SOCS3 parecié debilitar la capacidad de inhibir la
expresion de pSTAT3, sefialando hacia un posible mecanismo subyacente (Liu ef al.,

2019).

La via de sefializacion JAK/STAT es un proceso en donde conlleva una transmision rapida
de la sefial desde la membrana celular al nucleo, seguida de una respuesta organizada,
después una regulacion a la baja controlada y atenuada de la sefial inicial. Las proteinas
SOCS son las principales atenuadores de la sefial inicial, son inducidas por la exposicion
de citocinas (a través de STAT) para después actuar como inhibidoras de la cadena de
sefializacion. Se han determinado ocho proteinas SOCS en el genoma humano; SOCSI-7

y CISH (por sus siglas en inglés cytokine-inducible SH2 protein, Proteina Contenedora
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de SH2 Inducible por Citocinas). Se conforman de dominios N-terminales de distintas
longitudes, y algunas de ellas con funciones ain desconocidas, pero estin definidas por
un dominio SH2 central y un C-terminal corto que tiene como nombre caja SOCS. Las
proteinas SOCS1/2/3 y CISH son miembros de la familia ligados a la inhibicion de la
sefalizacion por citocinas inductoras de JAK/STAT, las otras proteinas SOCS al parecer
regulan la sefalizacion por factores como el EgF (Factor de Crecimiento Epidérmico) y
la insulina. El dominio SH2 de SOCS, es la region de la proteina que le permite unirse a
otras moléculas que contienen este tipo de dominio una vez que estan fosforilados (Sobah

etal.,2021).
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Figura 1.3. Estructura de las proteinas SOCS. Tomado de Sobah et al., 2021.

SOCS1 y SOCS3 se destacan dentro de la familia SOCS debido a su posesion de un
elemento caracteristico corto conocido como "region inhibidora de cinasa" (KIR). Esto
les permite tener la habilidad unica de interactuar directamente con el dominio cinasa de
JAK e inhibir su actividad catalitica. Cuando KIR est4 libre en ausencia de JAK, no tiene
una estructura definida; sin embargo, al unirse a JAK, adquiere una forma extendida que
encaja en el surco de unidn al sustrato de la cinasa. Esto bloquea el sitio de union del
sustrato y previene que JAK pueda fosforilar los sustratos (Harris et al., 2018). La
regulacion de las proteinas SOCS estan dadas por multiples etapas de control a nivel
transcripcional. SOCSI, SOCS2, SOCS3 y CISH son inducidos por STAT activados;
asimismo, tanto SOCSI como SOCS3 pueden ser reprimidos por otras moléculas como el

factor de crecimiento 1 (GFI-1) por unidon al promotor; epigenéticamente pueden
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silenciarse por la metilacion de las islas CpG o la desacetilacion de histonas (Sobah et al.,
2021).

Como ya se ha mencionado SOCS3 de manera normal se caracteriza como uno de los
reguladores negativos mas importantes en la via de senalizacion JAK2/STAT3, sin
embargo, hay muy pocos estudios sobre la relacion de SOCS3 y la leucemia aguda
(Mahony et al, 2016). En tumores s6lidos y en algunas leucemias como la mielobléstica
aguda LMA se han encontrado que SOCS3 esta silenciado por lo que habra una activacion
persistente de la sefializacion JAK/STAT3, asi mismo la metéstasis y la proliferacion
pueden inhibirse por la regulacion de la expresion de SOCS3. La inhibicion continua de
la expresion de SOCS3 en la leucemia provoca una activacion persistente de la via de
sefalizacion JAK/STAT, lo que da lugar a la activacion de genes anti apoptodticos y
también a la proliferacion de células tumorales. Por un lado, la IL-6 puede inducir la
expresion o regular la actividad de SOCS3, lo que a su vez genera un efecto de
retroalimentacion negativa en la via de sefializacion STAT3. Por otro lado, la alta
expresion de SOCS3 también limita la expresion de moléculas reguladoras negativas
como SOCS! y SOCS2, llevando a una sobreexpresion de citocinas como IL-2 e IL-3 y

como consecuencia a una hiperactivacion de STAT3 (Liu et al., 2019).

1.5 SUBEXPRESION DE SOCS3 Y STAT3
Realmente no hay mucha informacion relacionada con la subexpresion de STAT3 y

SOCS3 en leucemia aguda en fuentes bibliogréaficas pero la subexpresion de STAT3 y por
consiguiente la de SOCS3 puede ser por diferentes mecanismos:

Regulacion transcripcional; una via de sefalizacion que regula la activacion de la
transcripcion de STAT3 es la mediada por TGF-b ya que la sobreexpresion de SMAD3
junto con SPTI regulan negativamente la transcripcion de STAT3, este complejo
SMAD3/SPTI se asocia a los sitios de union CRE Y SBE (sitio de union de STAT) del
promotor de STAT3 inhibiendo asi la transcripcion de este gen (Lin et al., 2014).

En cuanto a la regulacion transcripcional de SOCS3; sabemos que 11-6 es el principal
activador de la via JAK2/STAT3 y la activacion de STAT por si misma tiene importancia
en la activacion transcripcional de la expresion de SOCS3, pero es importante mencionar
que aguas debajo de elemento sensible a STAT, SOCS3 contiene un elemento rico en GC

en la region 5 (Ehlting et al., 2005).
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Ehlting y colaboradores (2005) demostraron que una mutacion en el elemento rico en GC
suprime la activacion de la expresion de SOCS3 dependiente de IL-6, también
encontraron que Sp3 (proteina de especificidad 3), que es un factor de transcripcion
expresado de forma persistente, se une al elemento GC, esto sugiere que Sp3 puede estar

involucrado en la activacion transcripcional de SOCS3.

Hasta el momento se ha encontrado que SOCS3 es el principal regulador negativo de la
via JAK2/STATS3, pero no es el tinico, existen otras moléculas reguladoras de esta via. La
familia PIAS (Proteinas inhibidoras de STAT activadas) en mamiferos consta de PIASI1,
PIAS3, PIASx y PIASy (Shuai, 2006). De manera general, PIAS interactian con los
dimeros STAT bloqueando asi la actividad de union al ADN de STAT3, finalmente
regulando los factores de transcripcion de esta via. Otro regulador negativo son las
proteinas tirosina fosfatasas (PTP), estas proteinas igual que SOCS3 interactiian
regulando directamente con los receptores de tirosina quinasa, es decir, las PTP des-
fosforilan a JAK y también pueden desfosforilar directamente a los dimeros de STAT3,
como las tirosina fosfatasas 1/2(SHP-1/2) contienen un dominio de homologia Src, su
principal funcion es desfosforilar directamente a STAT3 como se ve en la figura X

(Adesoye et al., 2024)
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Figura 1.4. Via de sefalizacion de STAT3 y su regulaciéon por diferentes moléculas. Tomada de

Adesoye et al., 2024

24



1.6 BCL-2
Las proteinas de la familia del linfoma de células B (BCL-2) tienen implicaciones
importantes en la apoptosis intrinseca; la sobreexpresion de esta proteina puede evitar la
resistencia a la apoptosis y a tratamientos como la quimioterapia. BCL-2 codifica una
proteina mitocondrial que tiene como funcidn inhibir el inicio de la apoptosis inducida,
por falta de factores de crecimiento o por agentes citotoxicos (Wei et al., 2020). BCL-2
codifica una proteina mitocondrial que tiene como funcion inhibir el inicio de la apoptosis
inducida, por falta de factores de crecimiento o por agentes citotoxicos. Ubicado en el
cromosoma 18q21.33, este gen se localiza en linfomas de células B, se identifico por
primera vez por la clonacion del punto de ruptura de una translocacion de t(14;18) (Zhou

et al., 2019).

La familia de proteinas BCL-2 regula la via apoptdtica intrinseca controlando la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP), esta via se activa por
estrés celular, como dafio al ADN o estrés oxidativo regulado por familias de BCL-2. Las
proteinas BH3 se unen y activan a las proteinas pro apoptdticas BAX, BAK y
posiblemente BOK que se oligomerizan en las membranas mitocondriales vy
posteriormente liberan citocromo C, interactian con el factor activador de la proteasa de
la apoptosis 1 (APAF1) e inicia la activacion de las caspasas 9 y 3 que finalmente resulta
en apoptosis (Masahito et al., 2009). La proteina antiapoptotica BCL-2 puede proteger a
la célula de la apoptosis uniéndose a las proteinas pro apoptoticas BAX y BAK inhibiendo
asi a la apoptosis bloqueando la cascada de senalizacion que conduciria a la activacion de
las caspasas, impidiendo la formacion de poros en la membrana mitocondrial evitando la
liberacion de factores pro apoptoticos (Wei et al., 2020).

Téthova y colaboradores (2002) analizaron a 67 pacientes con leucemia mieloide aguda,
evaluaron la expresion de BCL-2 mediante criometria de flujo. Encontraron un alto
porcentaje de células con expresion de BCL-2 y un alto indice de fluorescencia medio de
BCL-2 los cuales se correlacionaron con una menor tasa de remisiéon completa después
de la quimioterapia, particularmente en lo subtipos MO Y M1 de LMA, ademéas también
demostraron que tanto el alto indice de fluorescencia de BCL-2 (> 16) como la expresion
de CD34 son factores pronosticos independientes para lograr la remision completa en la
LMA, estos hallazgos sugieren que la expresion de BCL-2 es de importancia en el

prondstico de los pacientes con LMA y su respuesta al tratamiento.
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Otra via de sefalizacion que puede iniciar la transcripcion de BCL-2 es la via PI3K/AKT
es activado por la produccion de fosfoinositidos 3'-fosforilados, esta via de senalizacion
es importante, ya que se ha visto alterada en la resistencia a farmacos en varios tipos de
cancer como, por ejemplo; cancer de mama, cancer de pulmoén, cancer de ovario,
melanoma y leucemia. La via PI3K/AKT esta implicada en el proceso apoptotico, ya que
regula factores relacionados con la apoptosis como la familia de BCL-2 y IAP (Liu et al.,

2020).

Como se menciono6 anteriormente la via PI3K/AKT inhibe la apoptosis inducida por la
quimioterapia por varios mecanismos como el aumentar la accion de genes
antiapoptoticos como BCL-xI y BCL-2. La hiperactivacion de AKT va a promover la
supervivencia celular por la activacion de BCL-2 y la represion de BAX que conducira a

resistencia de la apoptosis, caracteristica de las células cancerosas (Rascio et al., 2021).

Dai y colaboradores 2017 realizaron una investigacién en cancer de ovario en donde
demostraron que AKT tiene un papel importante en la regulacion de BCL-2 en las vias de
supervivencia, ya que sus resultados sugieren que la inhibicién de AKT disminuy6 la
expresion de BCL-2 pero también se aumento la expresion de MCL-1 en las células PEO4,
lo cual esto sugiere un mecanismo compensatorio. Asi mismo, el inhibidor ABT-737, que
reprime a BCL-2 y BCL-XL, sensibilizo las células al tratamiento con cisplatino,
explicando aqui la importancia de BCL-2 en la sensibilidad con cisplatino en el tipo de

cancer investigado. Por lo tanto, sus resultados destacan que AKT regula a BCL-2.

1.7 SURVIVINA
La proteina Survivina pertenece a la familia inhibidora de apoptosis (IAP). El nombre del

gen de Survivina es API4 (Inhibidor de apoptosis 4) o BIRCS (repeticion IAP baculoviral
que contiene proteina 5), contiene cuatro exones y se localiza en el cromosoma 17q25.
Aumenta su concentracion durante la fase G2/M del ciclo celular y se regula cuando el
ciclo celular se detiene (Cruz et al, 2018). Se han estipulado 5 isoformas de la survivina;
AEx3 (delecion del exon tres; 137 aminoacidos) que se encuentra predominantemente en
el nacleo, 2B (con un exdn adicional; 165 aminoacidos) se localiza en el citoplasma, 3B
(cinco exones; 120 aminoécidos), 2a (dos exones; 74 aminoacidos) y 3a (dos exones; 78

aminoacidos) (Garg et al., 2016).
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Survivina desempeiia funciones dependiendo su localizacion; en el citoplasma actiia
como inhibidor de la apoptosis mientras que en el nicleo ejerce un papel regulador en la
division celular. La sobreexpresion de Survivina inhibe tanto las vias intrinsecas como
extrinsecas de la apoptosis. La reduccion de los niveles de Survivina en células humanas
provoca deficiencias en la apoptosis y multiples problemas en la division celular. Aunque
el mecanismo exacto mediante el cual Survivina inhibe este mecanismo ain no se
comprende por completo, se supone que tanto la unidon directa como indirecta de
Survivina a caspasas iniciadoras o efectoras contribuye a la inhibicion de la apoptosis.
Survivina es una proteina que desempena multiples funciones que regula la division
celular, inhibe la apoptosis y también fomenta la formacioén de nuevos vasos sanguineos

(angiogénesis) (Jha et al., 2012).

La expresion de BIRCS esta presente al alrededor del 60% de las muestras de pacientes
adultos con LMA, se ha encontrado que también estd regulado positivamente en algunos
tumores y su sobreexpresion en algunos tipos de cancer, como la leucemia aguda y esta
asociada a un peor prondstico. Se ha comprobado que BIRCS es transcripcionalmente
reprimido por p53, pero en algunos tipos de cadncer cuando p53 esta mutado o incluso
ausente, BIRCS se sobre expresara y esto conducira a un mal pronostico para el paciente

(Greiner et al., 2021).

Basyouni y col, (2012) demostraron que el nivel medio de Survivina fue
significativamente mas alto en pacientes con LLA (28.00+11.23 pg/ml) que en el grupo
control (9.05+3.02 pg/ml), observaron una reduccion del nivel de Survivina en pacientes
con LLA después del tratamiento (media 20.7 + 5.6 pg/mL) en comparacion previo al
tratamiento (media 35.28 + 10.71 pg/mL). Sus resultados evidenciaron que los niveles
de Survivina aumentaron en pacientes con LLA y se correlaciond como factor de riesgo.
Mohammdi y colaboradores (2019) analizaron el nivel de expresion de Survivina en un
grupo de 85 pacientes con LLA de células B comparandolo con un grupo control de 85
individuos sanos. Sus resultados revelaron una expresion elevada de Survivina en los
pacientes con LLA en comparacion con el grupo control. Ademas, identificaron una
correlacion significativa entre los niveles de expresion de Survivina y el desarrollo de
LLA de células B. Asimismo, destacaron la eficacia diagnostica de Survivina como
marcador pronostico con un valor de AUC-ROC de 0,8562. Por lo tanto, sus hallazgos
sugieren que Survivina puede ser considerado un prometedor marcador para la evaluacion
del pronostico de la LLA en futuras investigaciones.
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1.7.1 Vias de seializacion que activan a BIRCS/Survivina
Survivina se ha visto implicada en varios tipos de cancer y neoplasias hematologicas

malignas como la leucemia aguda, por ello, es importante conocer ampliamente la

regulacion de la expresion de BIRCS.

Una de las vias estudiadas en la regulacion de Survivina es PI3K/AKT, como se ha
mencionado, la sobreexpresion de survivina se a asociado como un factor pronostico
negativo en neoplasias malignas, también implicada en la resistencia a la apoptosis y con
ello a la resistencia de tratamientos quimioterapéuticos. Varias investigaciones indican
que se requiere de la activacion de la via PI3K/AKT para una regulacion positiva de la

expresion de BIRC-5 (Ningxi et al., 2008).

Por lo tanto, una activacion constitutiva de la via fosfatidilinositol-3-quinasa/serina-
treonina quinasa (PI3K/Akt), desencadenada por la sefializacion del receptor autocrino
del factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1), se produce en una proporcion
significativa, que va desde el 50% hasta el 80%, de los pacientes diagnosticados con
leucemia mieloide aguda. Asi mismo se ha observado que el factor de colonias de
granulocitos y macrofagos tiene efectos proliferativos y antiapoptoticos por el incremento
de los niveles de Survivina a través de la activacion de PI3K en LMA (Serrano et al.,

2013).

Ademés, Fakuda y colaboradores (2009) han demostrado en modelo murino que la
duplicacion interna en tdndem de FIt-3 regula la expresion de survivina por medio de
PI3K/Akt, lo cual tiene como resultado una proliferacion anormal de células progenitoras.
No hay mucha informacion de otras vias que regulen a survivina, pero se ha encontrado
que la via RB/E2F1 puede regularla. E2F1 tiene un papel clave en la transicion de la fase
GI a la S al inducir diversas senales, también E2F1 regula una variedad de procesos
celulares, como, por ejemplo, la replicacion del ADN, division celular y la apoptosis

(Huang et al., 2007).

En la via de RB/E2F1 se ha encontrado que las mutaciones en genes de esta via se

encuentran en altos niveles en la mayoria de los tipos de cancer. La familia E2F incluye
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a los activadores transcripcionales; E2F1, E2F2, E2F3 y a los represores; E2F4 y E2F5,
estas proteinas se unen a regiones promotoras especificas en varios genes objetivo. La
asociacion de RB con los activadores de E2F1 habitualmente llevan a una supresion de la
transactivacion controlada por E2F y con ello una detencion del crecimiento celular en la
fase G1 del ciclo celular. Los mutantes de RB no pueden inducir la supresion del
crecimiento celular ya que carecen de la capacidad de unirse a E2F y con ello detener la
transcripcion de genes dependientes de E2F, estos mutantes han sido relacionados con
diversas neoplasias malignas. Por lo tanto, la sobreexpresion de los E2F activadores,
pueden inducir la entrada al ciclo celular y con ello promover la transformacion celular

(Jiang et al., 2004),

Jiang y colaboradores (2004) demostraron que los activadores de E2F, incluyendo a E2F1,
tienen la capacidad de unirse al promotor de BIRCS y asi estimular la transcripcion a la

proteina survivina.

2 JUSTIFICACION
En la leucemia aguda la incidencia de casos a nivel mundial es de 4.3/100,000 hab., en
Estados Unidos tiene una incidencia global de 1.7 casos/100.000 habitantes, mientras que
en México la cifra aumenta a 7.98 casos/100,0000 habitantes (Cuellar et al., 2020), siendo
este tipo de neoplasia maligna una de las més altas. La leucemia aguda es una enfermedad
oncologica de interés ya que afecta de manera significativa a pacientes pediatricos y se

encuentra en las principales causas de muerte (Bhatla et al., 2020).

Se han logrado avances significativos en el tratamiento de esta enfermedad, pero aun asi
su prondstico varia considerablemente entre los pacientes. En consecuencia, comprender
los factores prondsticos que pueden influir en la evolucion clinica de los pacientes con

LA es de gran importancia para mejorar el manejo y los resultados terapéuticos.

STAT3 es un factor de transcripcion que tiene importancia en la regulacion de la
proliferacion y la supervivencia celular (Yu ef al., 2009). SOCS3 es una proteina
supresora de la via de sefializacion de STAT3 ya que actiia como un regulador negativo
de estas vias de sefalizacion, Asimismo, Survivina y BCL-2 son inhibidores de la

apoptosis y participan en la regulacion del ciclo celular (Jiang et al., 2020), procesos
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biologicos frecuentemente alterados en los pacientes con leucemia y asociados a

resistencia del tratamiento.

Por lo tanto, el interés de esta investigacion conociendo los resultados de la expresion de
SOCS3, STAT3a. y STAT3p es conocer la expresion y regulacion de los genes BCL-2 'y
BIRC-5 en pacientes con leucemia aguda de novo y su correlacion con el factor pronostico

en la enfermedad.

3 HIPOTESIS
La expresion de SOCS3, STAT3, Survivina (BIRCY) se asocian a factores prondstico en

los pacientes con leucemia aguda de novo.

4 OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar la expresion génica de SOCS3, STAT3, BCL-2 y Survivina (BIRCS5) y su
asociacion a factores de mal pronostico en pacientes diagnosticados con leucemia aguda

de novo.

Objetivos Especificos
1. Determinar la expresion de SOCS3, STAT3, BCL-2 y BIRC-5 en pacientes con leucemia

aguda de novo.

2. Asociar la expresion de STAT3, SOCS3, BCL-2y BIRC-5 con los factores pronostico y

las caracteristicas clinicas de los pacientes con leucemia aguda de novo.
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3. Relacionar la expresion de STAT3, SOCS3, BCL-2 y BIRC-5 con la supervivencia
global.
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5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Estudio transversal, analitico, descriptivo-comparativo. Se incluiran pacientes pediatricos
y adultos con diagnoéstico de leucemia aguda, el estudio se realizd haciendo RT-qPCR

con muestras de ARN del banco de citopatologia molecular.
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Figura 5.1. Diagrama de flujo del disefio experimental

6 MATERIALES Y METODOS

Se incluirdn pacientes pediatricos y adultos con diagnostico de leucemia aguda de novo
que ingresen a los Servicios de Oncologia Pediatrica y Hematologia del Hospital Regional
No. 1 del IMSS-Morelia, el Hospital Infantil de Morelia “Eva Sdmano de Lopez Mateos”,
el Hospital Civil “Dr. Miguel Silva” y el Hospital de alta especialidad del ISSSTE de
Morelia, Michoacan. Se analizaran muestras de sangre periférica y médula 6sea. Las

muestras se procesaran de acuerdo con la figura 6.

6.1 Criterios de Inclusion
e Pacientes con diagndstico de leucemia aguda de novo.

e Pacientes que acepten participar y firmen el consentimiento informado.

6.2 Criterios de Exclusion
e Pacientes diagnosticados con leucemia crénica u otras enfermedades

hematologicas.
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e Pacientes que hayan iniciado tratamiento quimioterapéutico

6.3 Criterios de Eliminacion
o Pacientes con expediente clinico incompleto

o Pacientes en quienes no se pueda determinar la expresion de SOCS3,

STAT3, BCL-2, survivina (BIRCS5)

6.4 Tamaifio de la muestra.
e Se trabajo con un banco de ARN del laboratorio de citopatologia molecular con

un total de 57 muestras de las cuales 41 fueron LLA y 16 con LMA.

6.5 Obtencion y analisis de muestras de sangre periférica o medula dsea
Las muestras previamente se recolectaron de los hospitales citados anteriormente, en

tubos BD vacutainer con EDTA que tienen permanecen a una temperatura de 10-15°C
para su correcto transporte, estas muestras pueden ser de sangre periférica (SP) o médula

osea (MO).

6.5.1 Analisis morfoldgico

Se extendieron 8-10 ul de SP 0 MO en un portaobjetos, se tifien con colorante Wright por
3 minutos. Posteriormente se afiade agua destilada hasta formar la capa metélica y se
incuba por 10 minutos. Por ultimo, se lava el portaobjetos con agua abundante y se
observa a microscopio a 100x para determinar la morfologia de las células sanguineas y

con ello los blastos.

6.6 Aislamiento de leucocitos
El aislamiento de leucocitos se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante

“STEMCELL Technologies”. En un tubo Falcon de 50 ml se verti6 la muestra y se afiadio
NH4Cl a 1x, se incub6 por 15 minutos en hielo, en esta incubacion se homogenizo6 cada
5 minutos, posteriormente se centrifug6d a 2000 rpm por 10 min a temperatura ambiente,
se descart6 el sobrenadante y se afiadi ImL de PBS a 1x, se homogeniz6 y se transfirio
ImL a un tubo eppendorf, se hicieron 3 lavados con PBS a 1x. Por ultimo, se contabiliz6
las células en camara de neubauer utilizando azul de tripano, se aislaron 10 millones de

células en 750ul de trizol.
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Los leucocitos se aislan utilizando Histopaque®-1077 de Sigma-Aldrich. A la muestra se
le agrego la solucion de Histopaque®-1077 de Sigma-Aldrich a 1x, se homogeniza. El
procedimiento consiste en realizar una diluciéon de la muestra de 1:1 con amortiguador
PBS 1X (1 ml de muestra+ 1 ml de PBS), se homogeniza suavemente. En un tubo estéril
se afiade Histopaque®-1077 en una relacion 2:1.5 (por cada 2 ml de muestra + PBS, se
depositan 1.5 ml de Histopaque®-1077), la mezcla de muestra con PBS se agrega al tubo
con Histopaque®-1077 con cuidado evitando que estos se mezclen, se centrifuga a 2000
rpm por 30 minutos a 18 °C sin freno. Después de la centrifugacion en el tubo se observan
tres capas, en la capa intermedio se encuentras los leucocitos, los cuales se tomaron con
un pipeta de 1000 uL, los leucocitos se resuspendieron un Sml de PBS, se centrifugaron
a 2000 rpm por 5 minutos, se elimino el sobrenadante, posteriormente se realizaron 3

lavados con 1 ml de PBS a 2000 rpm por 5 minutos y se resuspende en 1 ml de PBS.

6.7 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones del fabricante
“Invitrogen”, inicialmente se agrego cloroformo, se incub6 5 min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifuga por 15 min a 12000 rpm a 4°C, la fase acuosa se transfirié a
un tubo estéril. Para precipitar el ARN se afiadi6 isopropanol y se incubd por 10 minutos
a 4°C, posteriormente se centrifugé 10 minutos a 12000 rpm a 4°C y se elimind el
sobrenadante. Se anadi6 etanol al 75% se mezcld por vortex y se centrifugd durante 5 min
a 7500 rpm a 4°C y se elimino sobrenadante. El boton de ARN se dejé en campana hasta
que se seco y se homogenizd de 15-20 pL. de agua estéril. Finalmente se cuantifico en
Nanodrop.

La calidad e integridad del ARN extraido se realiza por electroforesis en geles de agarosa.

Si las bandas 28s y 18s se visualizan, la muestra es viable para seguir con el proceso.

6.8 Tratamiento con DNAsa

Para descartar cualquier posible contaminacion de ADN gendmico presente en las
muestras de ARN extraidas y evitar falsos positivos en el analisis de expresion génica
mediante RT-PCR., se realiz6 un tratamiento con DNAsa.

Para realizarlo se siguieron las recomendaciones del fabricante RQ1 (RNA-Qualified)
RNase-Free de Promega: por cada 1 pg de RNA se utiliz6é 1 uL de enzima DNAsa RQ1,
1 ul de buffer de reaccion 10x libre de RNAsa y agua inyectable hasta completar 10 uL
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de volumen final, esto se incubo6 a 37°C por 30 mins. Posteriormente para la inactivacion
de la enzima se realizaron cambios en el protocolo de purificacion de RNA de
Invitrogen™ TRIzol™ ajustando la concentracién del cloroformo, isopropanol y etanol
respetando la concentracion a 250ul de TRIzol™' Finalmente se cuantifica en

Nanodrop™ One, se almacenarén las muestras a -30°C.

6.9 RT-qPCR

a) RT-PCR

Se sintetizO ADNCc a partir de ARN mensajero (ARNm) utilizando transcriptasa inversa,
con el proposito de conservar la secuencia de nucledtidos del gen de interés para su
posterior analisis y estudio de la expresion génica. Para la realizacion de ADNc se
siguieron las recomendaciones del fabricante M-MLV Reverse Transcriptase de Promega.
En la pre-RT para 1 ug; se agregdé 1 ug de ARN, 1 pL de hexdmeros, y agua libre de
RNAsa para completar un volumen final de 10 uL, se incubo6 por 10 minutos a 65°C, se
mantuvo en hielo hasta agregar el mix de reactivos que consiste en: inhibidor de RNasa
40U/uL, amortiguador 5x a 1x, dNTPs de 10 uM a 1 puM, enzima M-MLV Reverse
Transcriptase 200U/ pL y agua libre de RNAsa para completar un volumen final de 10
uL. Se incub6 por 37°C por 60 minutos.

b) qPCR

Teniendo el ADNCc se realiz6 la qPCR en donde se agregaron 2 uL. de ADNc, 5 pL de iTaq
Universal SYBR Green Supermix, 1 pL de primer directo, 1 pL de primer reversoy 1 uL
de agua inyectable para tener un volumen final de 10 pL. Las temperaturas utilizadas; pre-
desnaturalizacion 95°C por 3 min, desnaturalizacion 95°C por 5 seg, alineacion 60°C por

30 seg, curva de desnaturalizacion 55-95°C (Fig. 8).

6.10 Evaluacion de primers para amplificacion de qPCR

Las secuencias de los primers SOCS3, STAT3a, STAT3PB, BIRCS5, BCL-2 se obtuvieron
por referencias bibliograficas a excepcion de un par nombrado en la tabla 4 como “SOCS3
exp” que se opto por realizarlo ya fue de nuestra atencion que todos los primers de SOCS3
consultados en referencias bibliograficas amplificaban en un solo exén lo que no es
recomendable, el resto de los primers al ser consultados como se mencioné anteriormente,

se comprobo que fueran de origen humano y que amplificaran entre dos exones.
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Tabla 6.1. Informacion del ARNm de SOCS3, STAT3, BCL-2, BIRC-5y B2M.

GEN Tamaiio Numero de Exones Referencia NCBI
ARNm

SOCS3 2400 2 NM _001378933.1
STAT3a 4921 24 NM 139276.3
STAT3p 4871 24 NM 213662.2
BCL-2 4500 3 NM 000657.3
BIRC-5 2574 4 NM 001168.3

B2M 943 4 NM 004048.4

Las secuencias de los primers se analizaron y validaron in-silico en diferentes sitios web
como los siguientes: Primer- BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi), IDT OligoAnalizerTM tool
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) 'y UCSC In-Silico PCR

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) para saber si cumplian con las siguientes
caracteristicas: La longitud de 20-25 pb, Contenido de GC entre 30% y 80%, Temperatura
de fusion entre 58-60 °C, Los ultimos 5 nucledtidos no deberan tener mas de 3 bases de
G y/o C, Tamafio del amplicon menor a 300 pb, La diferencia de Tm no mayor a 5 °C,
Sin formacion de dimeros entre los pares de primers.

En la tabla 6.2 se muestran las caracteristicas de los primers para la amplificacion de los

genes SOCS3, STAT3, BCL-2, BIRC-5.

Tabla 6.2. Informacion del amplicon de los primers.

Gen Secuencia Tm | %GC | Tamaiio Referencia
del
amplico
n
SOCS3 F5-AACCCACACCGGACCAAC:3 | | | | _______
(EXP) R 5-GGAGCCAGCGTGGATCTG-3 | | | | ..
SOCS3 F 5'-CAGCTCCAAGAGCGAGTACCA-3' | 61.8 57.14 65pb (Kangkang et al.,
3 2019)
R 5-AGAAGCCGCTCTCCTGCAG-3' 620 | 63.16
2
STAT3a | F5- TGCAGCAATACCATTGACCT-3" | 57.4 | 45.00 317 pb (Aigner et al., 2019)
9
R 5-TCCTCACATGGGGGAGGTAG -3° | 582 | 37.50
6
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STAT3B F5' 57.5 37.50 292 pb (Aigner et al., 2019)
GTTTATCTGTGTGACACCATTCAT -3 0
R 5'- TCCTCACATGGGGGAGGTAG -3" | 58.2 3750
6
BCL-2 F 5'-GCTATAACTGGAGAGTGCTG-3' 55.3 50.00 242 pb (Qiuguo et al., 2017)
6
R 5-ACTTGATTCTGGTGTTTCCC-3 55.5 45.00
6
F 5'- ACCGCATCTCTACATTCAAG-3’ 55.2 45.00 113 pb (Chen et al., 2012)
BIRC-5 6
R 5'- CAAGTCTGGCTCGTTCTC-3’ 55.1 55.56
1
B2M F 5- GAGTATGCCTGCCGTGTGAA -3" | 59.9 43 .48 74 pb (Allen et al, 2018),
9 (Koivunotko et al,
R 5’- GCTTACATGTCTCGATCCCACT - | 59.2 38.46 2022)
3’ 2

a) Hidratacion de primers

Los primers liofilizados se centrifugaron a 5000 rpm por 20 seg posteriormente se

hidrataron con agua libre de nucleasas para tener una concentracion final de 100 uM, se

incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente y se congelaron a -30 °C para su

posterior uso.

b) Especificidad de los primers
El anélisis de la especificidad se realiz6 primero por una PCR punto final donde se puedo

observar que los primers amplificaron en el tamafio esperado, asimismo se realizd una

gPCR en donde se obtuvieron curvas de fusion de los fragmentos amplificados para

SOCS3, STAT3a STAT3, BCL-2, BIRC-5 y B2M. “SOCS3 Exp” no se lograron

amplificaciones ideales por lo que se decidio descartar este par de primers.

¢) Evaluacion de eficiencia en los primers

d) Para que la eficiencia de los primers sea la correcta se debe tener un porcentaje

entre el 95%-110%, lo que significa que por cada ciclo de PCR se debe de generar

el doble de copias al inicial, para ello se realizaron 5 diluciones de cDNA seriadas.
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La eficiencia se realizo utilizando la ecuacion de la recta de cada una de las curvas de

eficiencia, tomando el valor de la pendiente y sustituyendo en la siguiente formula: E =

1
10_pendiente

6.11 Analisis de los datos

Para el manejo de datos de los genes SOCS3, STAT3, BIRC-5y BCL-2 se realiz6 siguiendo

el método de 2°PPCt

establecido por Livak & Schmittgen, posteriormente se utilizo la
normalizacion relativa RQ con la finalidad de corregir variaciones técnicas y bioldgicas,
lo que permite una comparacion precisa de la expresion génica teniendo asi resultados
mas confiables. Como control fueron muestras de sangre de cordéon umbilical de

leucocitos aislados, el gen de referencia fue B2M.

6.12 Recoleccion de datos clinicos

Se analizaron los datos clinicos que incluyan biometria hematica, deteccion de
enfermedad minima residual (EMR) e inmunofenotipo. Los pacientes fueron clasificados
en dos grupos, de riesgo favorable o adverso, basdndose en sus caracteristicas clinicas y
en como respondieron al tratamiento. Para esta clasificacion se tomaron en cuenta varios
factores como la edad, recuento de leucocitos; se categoriza como riesgo favorable si es
menor a 50,000 y como riesgo adverso si es mayor a 50,000, inmunofenotipo; los
pacientes con linaje B se consideran de riesgo favorable mientras que los pacientes de
linaje T se consideran de riesgo adverso también se considera la EMR; pacientes con un
nivel menos a 0.01% estan dentro del grupo de riesgo favorable, pacientes con un nivel

de EMR mayor al 1% se consideran de riesgo adverso.

6.13 Determinacion de inmunofenotipo por citometria de flujo
En la inmunotincién se utiliza un panel de anticuerpos 6.4. Los anticuerpos ya se
encuentran previamente preparados en microtubos de 1.5 mL nuevos y estériles.
a) Antigenos de Superficie
Para los antigenos de superficie se afadio la cantidad correspondiente de muestra (SP
o MO) y PBS albtimina 1X cbp 100 pl, se incub6 por 20 minutos en oscuridad.
Posteriormente se afiade 1mL de la solucion BD FACS™ Lysing al 1% y se incubd

por 10 minutos. Se centrifugd a 5000 rpm por 20 seg, se descarto el sobrenadante se
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resuspende con ImL de PBS 1x, se lavo una vez con PBS1x. Por ultimo, se resuspende
en 200 ul con PBS 1x y 50 pl de paraformaldehido al 2%.

b) Antigenos Intracelulares

Para los antigenos intracelulares, se afiadio la cantidad correspondiente de SP o MO,
y ImL de BD FACS™ Lysing al 1%, se incubd por 10 minutos, se centrifuga en la
microcentrifuga o spin por 20 seg, se descarta sobrenadante y se agregan 200 ul de
solucion permeabilizadora, se incubd por 10 minutos, se adicionan 500 ul de PBS
albumina 1x, se centrifugo por 20 seg, se decanta y se resuspendié con 100 ul de PBS
albumina 1x, se afladen anticuerpos y se incubd por 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Se adiciono 500 pl de PBS 1x se centrifugd en
microcentrifuga por 20 seg, se descartd sobrenadante, se agregé 200 ul de PBS Ixy
50 pl de paraformaldehido al 2 %

Finalmente se analizaron las muestras en el citometro.

Tabla 6.3 Panel de anticuerpos utilizados para la inmuneotipificacion de los

pacientes con LA

FITC PE PERCP APC APCH
Células (control)
CD71 CD33 CD45 CD117 CD43
CD15 CD13 CD45 CD11B
CD6la, CD41a, CD14 CD45 CD200
CD42a
CD62L CDllc CD45
CD20 CD10 CD45 CD5 CD9
CD7 HLADR CD43 CD22
CD38 CD21 CD45 CD27
CD4 CD8 CD3
Células Intracelulares (control)
TDT MPO CD79a IgM

6.14 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico los valores promedio, la desviacion estandar y las frecuencias
se calcularan empleando el software estadistico SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA). La
relacion entre la expresion génica de STAT3, SOCS3, BCL-2 y BIRC-5 en los grupos de
LA, asi como su asociacion con factor pronostico serd analizada mediante la prueba Chi-
cuadrada, se considerard si existe una diferencia significativa entre las dos poblaciones
cuando los intervalos superes el 95% (P < 0.05). La supervivencia serd evaluada

utilizando el método Kaplan-Meier.
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6.15 Consideraciones éticas

Se estd cumpliendo con las disposiciones de la Declaracion de Helsinki de 1964, los
principios en el informe de Belmont, las normativas establecidas por la Norma Oficial
Mexicana NOM-012-SSA3-2012 para la realizacién de proyectos de investigacion en
salud con seres humanos, asi como por la NOM-004-SSA3-2012 para el manejo de
expedientes clinicos. Asi mismo, se cumplio con la reserva del anonimato de los pacientes
que participaron en relacion con su nombre y condiciones particulares, los datos de cada
participante se manejaron con confidencialidad con las normativas que se establecen en
investigacion en el Titulo quinto, Capitulo tnico del articulo 100 de la Ley General de

Salud.

7 Resultados

7.1 Primers
Una de las recomendaciones para un correcto analisis y funcionamiento de los oligos es

que amplifiquen entre dos exones, todos los oligos analizados amplifican en minimo dos
exones a excepcion de SOCS3, se realizd una blisqueda y todos amplificaban en un exon

como se muestra en la figura 7.1.

& NM_001378933.1 ~ | Find: vi @l Qi @ % ==
emplate [T |200 |300 460 sa0 |se0 700 e00 966

Genes

NP_BB81365862.1

exon
==
(U) Primer pairs for job 3dcDf7iitQgSNLAxXVVGUASAKhTHOQWZ4s6w
Primer 1%—@
F |li36 |2€'E| |3&38 1466 iSE@ 1588 [7e8 J!S@t'l |$‘8El

NM_001378933.1: 1..2.5K (2,476 nt)

Figura 7.1.1 Analisis de SOCS3 en “primerBLAST”. Se observa que los primers amplifican dentro del

transcrito a proteina (barra roja).

En la figura X se muestra el ejemplo del andlisis de primers en “PrimerBlast” donde
podemos observar que especificamente en el caso de SOCS3, el par de primers se
encontraron en el segundo exon y no entre dos exones como es recomendado, se buscod
que el par de primers consultados en bibliografia estuvieran en el transcrito a proteina el

cual se encuentra en el segundo exdn como se muestra en la figura 9.
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a) Validacion de la concentracion de los primers
Los primers fueron cuantificados en Nanodrop™ One con el propdsito de conocer la
cantidad de concentracion (ng/ul) y descartar posibles contaminantes. En este
sistema todos los primers tuvieron una cuantificacion similar lo que verifica la
equimolaridad entre los pares. Posteriormente se realizé una electroforesis en gel
de agarosa al 1.5% por 35 min a 80V para confirmar por intensidad de banda.
Aunque en cuantificaciéon de pudo observar una equimolaridad, en electroforesis
hubo una diferencia en la intensidad de la banda en el par “SOCS3 exp” como se

puede observar en la figura 7.1.2.

Carril Primers Cuantificacion ng/ul
2 For SOCS3 Art 686.5
3 Rev SOCS3 Art 675.2
4 For SOCS3 Exp 5574
5 Rev SOCS3 Exp 477.9
6 For BCL-2 308..6
7 Rev BCL2 555.9
8 For BAX 752.2
9 Rev BAX 585.9
10 For STAT2a/} 644.4
11 Rev STAT3a 839.9
12 Rev STAT3f3 518.8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 7.1.2 Gel de electroforesis al
1.5% para comprobar la
equimolaridad de los primers.
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7.2 Distribucion por edad de pacientes con LA

Un total de 41 pacientes con diagnostico confirmado de LLA de los cuales los pacientes
pediatricos (n=21) pertenecen al 51% mientras que el grupo de los adultos (n=20)
pertenece al 49%. La edad de los pacientes fue de 1 a 16 afios en el caso del grupo
pediatrico, en adultos, la edad fue de los 18 a los 65 afios al momento del diagndstico

como se observa en la figura 7.2.1.

Pacientes con LLA PACIENTES CON LLA

M Pediatricos M Adultos

™ L SN D A
05\/’1/”)&‘)50
ST S

Edad

Numero de casos
ON DB OO

H Nifios Niflas ™ Hombres Mujeres

Figura 7.2.1 Distribucion por edad de pacientes con leucemia aguda. a) Pacientes con LLA b)
Porcentaje de pacientes con LLA adultos y pediatricos y ¢) Porcentaje de nifias, nifios, mujeres y

hombres.
7.3 Expresion de STAT3a, STAT3/,SOCS3, BIRC-5y BCL-2 en pacientes pediatricos
con LLA-B y LLA-T
En los casos de LLLA-B con el control (figura 7.3.1) se encontrd subexpresion en STAT3a

(p=0.0116) y STAT3p (p=0.0145), de forma contraria se encontrd sobreexpresion en LLA-
B en BIRC-5 (p=0.0002). No se encontro significancia estadistica en SOCS3, BCL-2.
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Figura 7.3.1 Expresion de los genes A) STAT3a, B) STAT3[3 C)BIRC-5, D) SOCS3 y E) BCL-2 en
pacientes pediatricos con LLA. El valor de los genes obtenidos del 2"t se les realizé una

normalizacion de “Fold Change”.

Se realizé un mapa de calor para conocer las correlaciones entre los genes de los pacientes
pediatricos con LLA (figura 7.3.2), de este analisis se obtuvo significancia estadistica
teniendo correlacion positiva en STAT3a con STAT3f (0.0001) de lo contrario se obtuvo

significancia estadistica en SOCS3 con BIRC-5 (0.032) teniendo correlacion negativa.

O el
a) ™ ™ ] b)
22
= = ol P valor
0 () (2]
STAT3a| 1.00 | 0.82
STAT3a STAT3b BIRC-5 socs3 BCL-2
STAT3b STAT3a 0.000
STAT3b 0.000 0.000
BIRC-5 1.00 [EX:Y
BIRC-5 0.170 0.270 0.000
SOCS3 -0.47 pEY socs3 0.120 0.390 0.032 0.000
BCL-2 0.450 0.930 0.800 0.550 0.000

BCL-2 -0.02  0.06

Figura 7.3.2 Mapa de calor de correlaciones de los genes STAT3a, STAT. 3[3, BIRC-5, SOCS3 y BCL-
2, en pacientes pediatricos con LLA. Se realizaron correlaciones de Spearman, a) valor r y b) valor
p.
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En las correlaciones entre los genes clave en las vias de sefalizacion en LLA (figura
7.3.3), la correlacion entre STAT3a con BIRC-5 SOCS3 y BCL-2 ( p=0.4815 p=0.244,
p=0.754 respectivamente) no tuvo significancia estadistica al igual que STAT3f con

BIRC-5, SOCS3 y BCL-2 (0.772, 0.419, 0.692 respectivamente).

BIRC-5
A) B) SOCs3 C) BCL-2
40 5 8
4 ¢ i
L ]
%0 . p=0.4815 8
a r=0.1545 @3 p=0.2443 o
8 20 ] = 0.2658 a4
m . @ 2 . . 2 . p=0.7540
¢ . . 1=-0.07275
10 o "% o 1
e % * . .
. . (13
o -~ e * . . 0 Y ? 20 : .
0.0 05 1.0 1.5 0.0 0.5 1.0 15
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D) BIRC-5 E)
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0.0 05 10 1.8 0.0 0.5 1.0 15 0.0 05 1.0 18
STAT3b STAT3b STAT3b

Figura 7.3.3 Correlacion de Spearman de pacientes pediatricos con LLA. Relaciéon de genes de
STAT3a con A)BIRC-5, B) SOCS3, C)BCL-2 y STAT3/; con D)BIRC-5, E) SOCS3 F)BCL-2.

.7.4 Expresion de STAT3a, STAT3p, SOCS3, BIRC-5 y BCL-2 en pacientes Adultos
con LLA-B.
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Figura 7.4.1 Expresion de los genes A) STAT3a, B) STAT3/ C)SOCS3, D) BIRC-5y E)
BCL-2 en pacientes adultos con LLA. El valor de los genes obtenidos del 2" se les

realizé una normalizacién de “Fold Change”.
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Se encontrd subexpresion en relacion con el control con significancia estadistica en

STAT3p (p=0.044), de manera contraria se encontrd sobre expresion con relacion al

control en BIRC-5 (p=0.0154). No se encontrd significancia estadistica en STAT3a,
SOCS3 y BCL-2. como se muestra en la figura 7.4.1.

En la asociacion entre STAT3a, STAT3p, SOCS3, BIRC-5, BCL-2, se obtuvieron

correlaciones positivas entre STAT3oy STAT3p (0.0001), BIRC-5 con STAT3o. (p=0.005)
figura 7.4.2.

a) & 8 v o b)
E = o6 @ b
<« < b Q -
[ = O O
[ m w M 10 STAT3a STAT3b BIRC-5 socs3 BCL-2
1.00 | 0.93
STAT3A el 010 STAT3a 0.000
[ 05
STAT3B| 0.93 | 1.00 ﬂﬁ&”%:! 0.16 STAT3Db 0.000 0.000
BIRC-5| 0.60 | 044 | 1.00 [ROK[E 0 BIRG-5 0.005 0.081 0.000
SOCS3 1043 [EEY 1.00 socsa 0.175 0.061 0.508 0.000
[ 05
S 010 016 1on BCL-2 0.690 0.504 0.332 0.999 0.000

10
Figura 7.4.2 Mapa de calor de correlaciones de los genes STAT3a, STAT3[3, BIRC-5, SOCS3 y BCL-2
en pacientes adultos con LLA. Se realizaron correlaciones de Spearman, a) valor r y b) valor p.

En las correlaciones entre los genes para saber si existia alguna relacion por las vias de
sefalizacion (figura 7.4.3), hubo correlacion con significancia estadistica de STAT3a con
BIRC-5 (0.003), con SOCS3 y BCL-2 no hubo significancia estadistica (p=0.170,
p=0.689) no tuvo significancia estadistica ninguna correlacion de STAT3f con BIRC-5,
SOCS3 y BCL-2 (0.058, 0.061, 0.504 respectivamente).
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Figura 7.4.3. Correlacion de Spearman de pacientes adultos con LLA. Relacién de genes de
STAT3a con A)BIRC-5, B)SOCS3, C)BCL-2, STAT3/5 con D)BIRC-5, E) SOCS3 F)BCL-2.

7.5 Relacion de la expresion entre STAT3 y SOCS3 en pacientes con leucemia

aguda

En la relacion de la expresion entre STAT3 y SOCS3, se encontro significancia estadistica

en el grupo de LLA-B (Figura 7.5.1 A), de igual forma se encontré significancia

estadistica de STAT3S con SOCS3 en pacientes adultos con LLA (p=0.0375), por tltimo,

se encontro significancia estadistica entre STAT3S y SOCS3 en pacientes adultos con

LMA (p= <0.0001)

8]
~—

0.0122
1
65 0.0003
4 |

Expresion relativa STAT3a/SOCS3

00
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FFE
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Figura 7.5.1 Relacién de STAT3 con SOCS3 en pacientes con leucemia aguda a) pacientes adultos

STAT3a vs SOCS3, b)pacientes adultos STATSB vs SOCS3,
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7.6 Distribucion por edad de pacientes con LMA
Un total de 16 pacientes con diagnostico confirmado de LMA de los cuales los pacientes
pediatricos (n=3) pertenecen al 18.75% mientras que el grupo de los adultos (n=13)
pertenece al 81.25%. La edad de los pacientes fue de 1 a 11 afios en el caso del grupo

pediatrico, en adultos, la edad fue de los 18 a los 67 afios al momento del diagndstico.

LMA

0.1-11 18-22 23-27 28-32 a3-37 38-42 43-47 48-52 53-57 57-67

DISTRIBUCION POR SEXO

ENINOS ®mNINAS ®MUJERES ® HOMBRES

M Pediatricos W Adultos
c)

81%

Figura 7.6.1 Distribucion por edad de pacientes con leucemia aguda. a) Pacientes con LMA por
edad b) Porcentaje de pacientes con LMA adultos y pediatricos y ¢) Porcentaje de niiias, nifios,

mujeres y hombres

7.6.1 Expresion de STAT3a, STAT3p3, SOCS3, BIRC-5 y BCL-2 en pacientes
pediatricos con LMA
En los pacientes pediatricos con LMA no se encontro significancia estadistica en ninguno

de los genes STAT3a, STAT3p, SOCS3, BIRC-5 y BCL-2. Debido a que fueron solamente
3 pacientes no se pudo realizar mas pruebas estadisticas, asi mismo todos los pacientes

de este grupo fueron LMA sin ningun caso de LPA (figura 7.6.2).
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7.7 Expresion de STAT3a, STAT3p, SOCS3, BIRC-5 y BCL-2, en pacientes adultos

con LMAy LPA
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Figura 7.6.2 Expresion de los genes A) STAT30.,, B) STAT3[3 C)SOCS3, D) BIRC-5y E) BCL-2, en
pacientes pediatricos con LMA. El valor de los genes obtenidos del 2"°PCt se les realiz6 una

normalizacion de “Fold Change”.
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Figura7.6.3 Expresion de los genes A) STAT3a, B) STAT. 3B C)S0CS3, D) BIRC-5y E) BCL-2 en

pacientes adultos con LMA y LPA. El valor de los genes obtenidos del 2-°°Ct se les realiz6 una

normalizacion de “Fold Change”.
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En relacion con el control se encontré sobre expresion en STAT3a (p=0.017), STAT3p

(p=0.045) y BIRC-5 (p=0.006). En los pacientes con LPA se encontr6 significancia

estadistica en relacion con el control en BIRC-5 (p=0.018). No se encontr6é alguna

diferencia estadisticamente significativa en relacién con el control en BCL-2, SOCS3,

como se muestra en la figura 7.6.3.

En el mapa de calor de pacientes adultos con LMA la asociacion entre los genes no mostro

significancia estadistica (figura 7.6.4).

a)

STAT3A
STAT3B
BIRC-5

STAT3A

o
=}

STAT3B

BCL-2

b)

STAT3a
STAT3b
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BCL-2

STAT3a
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1.000

STAT3b

0.000
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0.356

0.919

BIRC-5

0.000

0.803

0.103

SOCsS3  BCL-2
0.000
0.242 0.000

Figura 7.6.4 Mapa de calor de correlaciones de los genes STAT3a, STAT3[3, BIRC-5, SOCS3 y BCL-
2, en pacientes adultos con LMA. Se realizaron correlaciones de Spearman, a) valor r y b) valor p.

En las correlaciones entre la relacion de STAT3 a y S con BIRC-5, SOCS3 y BCL-2 no

fue estadisticamente significativa, como se observa en la figura 7.6.5.
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Figura 7.6.5 Correlacion de Spearman de pacientes adultos con LMA. Relacién de genes de
STAT3a con A)BIRC-5, B)SOCS3, C)BCL-2, STAT3 /5 con D)BIRC-5, E)SOCS3 F)BCL-2.
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En el mapa de calor de pacientes adultos con LPA (figura 7.6.6) solo

significancia estadistica entre STAT3f con STAT 3a.
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Figura 7.6.6 Mapa de calor de correlaciones de los genes STAT3a, STAT3[3, BIRC-5, SOCS3 y BCL-2

en pacientes adultos con LPA. Se realizaron correlaciones de Spearman, a) valor r y b) valor p.

En los pacientes con LPA las correlaciones no fueron estadisticamente significativas en

ningln caso (figura 7.6.7).

BIRC-5
15
*
w 10
) p=0.9635
£ N 1=-0.03571
5 [
I e
* .
-
0 T T T T 1
L] 1 2 3 4
STAT3a
BIRC-5
15
10 ¢ p=0.7131
9 r=0.1786
14
o L]

0.10

SOCs3

m
a . .
% / 0.5270
p=0.
0057 ¢ r=0 2910
L ]
[ ]
0.00 T T T T 1
0 1 2 3 4
STAT3a
s0Cs3
0.15
[ ]
o 0.10
[72]
[&]
[s]
w
008 ° p=0.4762
. 1=0.3273
L I )
0.00 T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
STAT3b

BCL-2
1.0
L
0.8 .
o~ 06 p=0.3956
al' d r=-0.3929
m g4 \
.
0.2 °
L ]
0.0 T T T T 1
0 1 H 3 4
STAT3a
BCL-2
10
L]
0.8
L]
p=0.7825
o 08 . =-0.1429
o
0 o4 -
[ ]
0.2 o *
L ]
0.0 T T T T T 1
00 05 10 15 20 25

STAT3b

Figura 7.6.7 Correlacion de Spearman de pacientes adultos con LPA. Relacion de genes de STAT3 a
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7.7 Asociacion con la expresion de STAT3a, STAT3P, SOCS3, BIRC-5y BCL-2 con
TEL-AMLI1.
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Figura 7.7.1 Expresion de STAT3a, STAT. 3[3, SOCS3, BIRC-5, BCL-2 con TEL-AML1

En cuanto a la asociacion de TEL-AMLI1 hubo significancia estadistica en relacion con
pacientes pediatricos negativos a TEL-AML con LLA-B en relacion con el control en
STAT3a (p=0.0149), STAT3p (p=0.006), SOCS3 (p=0.04) y BIRC-5 (p=0.003), asi mismo
hubo significancia estadistica en relacion con el control en pacientes positivos a TEL-
AMLI con LLA-B en STAT3a (p=0.01), STAT3p (p=0.15) y BIRC-5 (p=0.01). BCL-2 no

presentd ninguna asociacion (figura 7.7.1).

7.9  Asociacion de factores prondstico con la expresion de STAT3q, STAT3/, SOCS3,
BIRC-5 y BCL-2, en el prondstico de pacientes con leucemia aguda.
En pacientes pediatricos con LLA se observo que hay asociacion entre el riesgo por edad

de los pacientes con la expresion de los genes STAT3a, STAT3p. En pacientes adultos se
observo una significancia estadistica con el gen STAT3. En cuanto a riesgo por conteo
de leucocitos y EMR no s€ encontrd asociacion entre los genes en pacientes pediatricos

y en pacientes adultos.
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Tabla 7.9.1. Asociacién entre la expresion de genes STAT3a, STAT33, SOCS3, BIRC-5 y BCL-2 con riesgo por
edad, riesgo por conteo de leucocitos y respuesta de la enfermedad minima residual (EMR) por la prueba
estadistica chi-cuadrada en pacientes con LLA.

Pacientes pediatricos Pacientes adultos
Gen Chi-cuadrada Valor de p Chi-cuadrada Valor de p
Riesgo por edad
STAT3x 5.714 0.017 1.400 0.237
STAT3p 3.601 0.050 4.922 0.027
SOCS3 1.335 0.248 0.067 795
BIRC-5 0.229 0.633 0.022 0.882
BCL-2 0.115 0.735 3.300 0.069
Riesgo por conteo de
leucocitos
STAT3 0.229 0.633 0.153 0.696
STAT3p 0.006 0.939 2.007 0.157
SOCS3 0.010 0.920 2.400 0.121
BIRC-5 2.057 0.151 2.007 0.157
BCL-2 403 526 0.267 0.606
Enfermedad minima residual
STAT3 1.022 0.600 2.871 0.238
STAT3p 0.726 0.696 2.871 0.238
SOCS3 2.395 0.302 2.701 0.259
BIRC-5 2.089 0.352 0.944 0.624
BCL-2 1.174 0.556 0.327 0.849
7.10 Supervivencia
Con relacion al sexo
a) b)
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Figura 7.10.1 Curvas Kaplan-Meier de grupos por sexo de A) Pacientes pediatricos con LLA, B)
Pacientes adultos con LMA y C) Pacientes adultos con LLLA. Comparacion de curvas con la prueba
Mantel Cox

En las curvas de supervivencia de Kaplan Meier con relacion al sexo en LLA pediatricos

(figura 7.10.1), LMA adultos y LLA adultos donde en todos los casos las diferencias no
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fueron estadisticamente significativas, pero es importante mencionar que en el caso de las

mujeres adultas con LLA todas las pacientes fallecieron.

Conteo inicial de leucocitos

Con relacion al conteo inicial de leucocitos (figura 7.10.1) podemos observar que hay
significancia estadistica en los pacientes adultos con LMA en riesgo adverso, es decir con
un conteo inicial de leucocitos mayor a 50,000, siendo que este grupo fallecio antes de
los 4 meses, en cuanto a los otros grupos, aunque no se encontro significancia estadistica

se puede observar que en riesgo adverso hay peor supervivencia.

a) b)
100 —— Riesgo Favorable 100 —— Riesgo Favorable

—— Riesgo Adverso —— Riesgo Adverso

50 50

Percent survival
Percent survival

p=0.131 p=0.412

T
0 10 20 30 40 0 10 20 30
Meses Meses

100 —— Riesgo Favorable
—— Riesgo Adverso

50+

Percent survival

p=0.033

0 10 20 30
Meses

Figura 7.10.2 Curvas Kaplan-Meier de grupos por riesgo inicial de leucocitos de A) Pacientes
pediatricos con LLA, B) Pacientes adultos con LLA y C) Pacientes adultos con LMA. Comparacion
de curvas con la prueba Mantel Cox

Edad

En relacion con la edad como se muestra en la figura 7.10.2 se puede observar con
significancia estadistica en el grupo de adultos con LMA, donde os pacientes fallecieron
en los primeros 3 meses, en el grupo de pacientes pediatricos con LLA se puede observar

una tendencia estadistica siendo los de riesgo adverso con una menor supervivencia.
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a) b)
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Figura 7.10.3 Curvas Kaplan-Meier de grupos por edad de A) Pacientes pediatricos con LLA, B)
Pacientes adultos con LLA y C) Pacientes adultos con LMA. Comparacion de curvas con la prueba
Mantel Cox

7.11 Supervivencia con relacion a los genes STAT3a, STAT3/, SOCS3, BIRC-5,
BCL2.

En pacientes pediatricos con LLA, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas en la supervivencia en relacion con la expresion de los genes, figura 7.11.1.
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Figura 7.11.1 Curvas Kaplan-Meier en pacientes pediatricos con LLA en funcion de la expresién de
A) STAT3a, B) STAT3[, C) BIRC-5 D) SOCS3, E) BCL-2. Comparacién de curvas con prueba
Mantel Cox (Log-Rank).

En el caso de la curva de Kaplan-Meier en pacientes adultos con LLA ( figura 7.11.2) se
pudo observar con significancia estadistica que la sobreexpresion de BIRC-5 tienen una
peor supervivencia (p=0.0001), asi mismo la sobreexpresion de BCL-2 parece estar

relacionada con una peor supervivencia (p=0.042), aunque para el resto de los genes no
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se observa significancia estadistica se puede observar que la sobreexpresion de STAT3pS

esta relacionada con una peor supervivencia, de manera contraria con STAT3a y SOCS3

que la sobreexpresion parece estar relacionada con una mejor supervivencia.
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Figura 7.11.2 Curvas Kaplan-Meier en pacientes adultos con LLA en funcién de la expresion de A)
STAT3a, B) STAT3[3, C) BIRC-5 D) SOCS3, E) BCL-2. Comparacion de curvas con prueba Mantel

En el caso de los pacientes adultos con LMA (figura 7.11.3), no se present6 significancia

Cox (Log-Rank).
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Cox (Log-Rank
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8. Discusion

La leucemia aguda es una neoplasia hematolégica maligna poco frecuente, pero
desafortunadamente con una elevada tasa de mortalidad. Segiin Globocan (2022) la
leucemia tuvo alrededor de 487,000 nuevos casos y en México se presentaron alrededor
de 7,500 nuevos casos de los cuales el 68% tuvieron un desenlace fatal, por ello es
importante investigar sobre marcadores moleculares que ayuden estratificar mejor el
pronostico del paciente. En esta investigacion se analizaron genes relacionados a la
proliferacion (STAT3, SOCS3) y ala supervivencia celular ( BIRC-5y BCL-2), alos cuales

se les ha asociado a menores tasas de supervivencia en pacientes con leucemia aguda.

En nuestra poblacion de estudio, los pacientes pediatricos se distribuyeron en 87.5% de
LLA y 12.5% de LMA, presentandose con edad entre 1-16 afios y 1 all afios,
respectivamente. El sexo masculino predomin6é en ambos tipos de leucemia, lo cual
coincide con un estudio realizado en Chiapas por Lepe-Zuiiga y col (2018) donde
reportaron el 85% y el 15% respectivamente en pacientes pediatricos. Nuestros pacientes
adultos con LLA la edad fue de 18-65 afios siendo el 49% y en el caso de pacientes adultos
con LMA la edad fue de 18-67 afios siendo el 81.25%, con relacion a los pacientes adultos
con LLA lo reportado por Kantarjian y col (2017) se relaciona con nuestros resultados ya

que ellos tuvieron el 59.8% de pacientes masculinos de 18-80 afos.

Las proteinas transductoras de la sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT), se
conforman de 5 dominios, un dominio N-terminal, un dominio de enrollamiento, un
dominio de union al ADN, un dominio SH2 y un dominio de transactivacion C-terminal
(TAD). Shamir I y col (2023) mencionan que especificamente STAT3 tiene la isoforma
STAT3p creada por empalme alternativo que carece de 55 aminoacidos del extremo
carboxiterminal, por lo que carece del dominio TAD, lo cual lo hace regulador
“dominante negativo” de STAT3 «; aunque algunos estudios observaron que es necesario
de las dos isoformas para ejercer la funcion supresora. Sobah y col (2021) mencionan que
el principal regulador negativo de STAT3 es la familia SOCS (supresor de la sefializacion
activada por citocinas), particularmente SOCS/ y SOCS3 tienen un dominio “extra”
llamado dominio KIR (Regién Inhibidora de Cinasas) que se une a JAK impidiendo su

funcion e inhibiendo asi la via de sefializacidon, SOCS3 inhibe a STAT3 mediante la unién
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al receptor activado por su dominio SH2 impidiendo asi que STAT3 se una al receptor y
pueda ser activado por JAK. Esta via de sefializacion induce la expresion de genes diana
que estimulan la proliferacion y genes que inhiben la apoptosis entre ellos BCL-2'y BIRC-

5 segin Ge y col (2013).

La subexpresion de STAT3 o y f encontrada en el presente estudio en pacientes
pediatricos y adultos con LLA, no concuerda con lo reportado en la literatura. Adamaki
y col (2015) midieron la expresion de STAT3 en pacientes pediatricos con LLA
encontrando que en la supervivencia los pacientes con niveles bajos de STAT3 sobreviven
mas, esto independientemente del estado de EMR (enfermedad minima residual) y
recaida, asociandose a una mejor supervivencia, algo que no encontramos en nuestros
resultados de este grupo de pacientes teniendo como se menciond; lo contrario, una
subexpresion de este gen. Sin embargo, un mecanismo que pudiera explicar nuestro
hallazgo es la regulacion transcripcional que puede ser debido a que la sobreexpresion de
SMAD3 junto con SPTI1, mediada por TGF-b, puede influir negativamente en la
transcripcion de STAT3. Este complejo SMAD3/SPT]1 se asocia a los sitios de union CRE
y SBE del promotor de STAT3, lo que conlleva a la inhibicion de la transcripcion de este

gen segun Lin y col (2014).

En el grupo de pacientes adultos con LMA se encontré sobreexpresion en STAT3a 'y
STAT3f como lo mencionado por Benekli M y col, ellos detectaron una actividad
constitutiva de STAT3 en 28 muestras que fue el 44% de pacientes con LMA, ademas
mencionan que aquellos pacientes que presentaron la isoforma STAT3f presentaron un
pronostico desfavorable, aunque en nuestro caso no pudimos observar significancia

estadistica en las isoformas de STAT3 respecto a la supervivencia.

En el caso de SOCS3, no se encontr6 significancia estadistica en ningiin grupo, esto
pudiera ser debido a que su regulacion transcripcional también se ve influenciada por
diferentes factores. Se sabe que la IL-6 es un activador principal de la via JAK2/STAT3 y
la activacion de STAT por si misma tiene importancia en la activacion transcripcional de
la expresion de SOCS3. Ademds, segun Ehlting y col. (2005) observaron que, un
elemento rio abajo es sensible a STAT, SOCS3 contiene un elemento rico en GC en su
region 5', lo que sugiere la presencia de interacciones complejas regulatorias que pueden
influir en su expresion.
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Liuy col (2019) encontraron 3 en pacientes pediatricos con LLA a SOCS3 subexpresado,
STAT3 sobreexpresado en relacion con el grupo control, lo cual no concuerda con nuestros
resultados ya que nosotros no encontramos significancia estadistica con relacion al

control con SOCS3 y STAT3 se encuentrd sub-expresado en este grupo de pacientes.

Se realiz6 una relacion entre la expresion de STAT3 con SOCS3 con el propoésito de saber
como estaba la expresion de estas moléculas comparandolas solamente entre ellas y asi
poder dilucidar si SOCS3 tenia mayor expresion que STAT3 y con ello que estuviera
regulando negativamente a STAT aunque no hubiera significancia estadistica con el
control, se encontr6é que en pacientes pediatricos con LLA hubo significancia estadistica
teniendo menor expresion SOCS3 en relacion con STAT3 'y STAT3P, en el caso de LLA
adultos solo se encontr6 significancia estadistica en relacion con STAT3 ¢, no existe
evidencia bibliografica que hayan hecho esta comparacion entre estos dos genes pero la
posible explicacion para este grupo de pacientes con LLA es que SOCS3 no es la molécula
que esta ejerciendo la regulacion negativa en la via de sefializacion JAK/STAT. En el grupo
de pacientes adultos con LMA y LPA de igual manera se encontr6 significancia estadistica
de SOCS3 en relacion con STAT3a 'y STAT3P. En los pacientes adultos con LMA y LPA
se encontro diferencias estadisticamente estadisticas entre la expresion de STAT3 en
relacion con la expresion de SOCS3, lo cual se podria relacionar con lo encontrado por
Liu y col (2019) donde observaron mayor expresion de STAT3 y una subexpresion de
SOCS3 en pacientes pediatricos con LLA. La baja expresion de SOCS3 encontrada en
nuestros casos de LMA y LPA puede deberse que la sobre-expresion de STAT3 puede ser

por una via no canodnica.

Segtin Shuai y col 2006 mencionan que hay otras moléculas que pueden regular la via
JAK/STAT3; PIAS (Proteinas Inhibidoras de STAT Activados) interacciona directamente
con los dimeros STAT, bloqueando su actividad de union al ADN, y por ende, regulando
asi los factores de transcripcion de esta via. Otra molécula es PTP (proteina tirosin-
fosfatasa), esta molécula cataliza la disociacion de S7TAT3 activado mediante
desfosforilacion. Recientemente segin Yu y col 2023 mencionan otra molécula
reguladora de esta via, Factor tipo Kruppel 4(KLF4) se ha mencionado que puede regular

a STAT3o través de varios mecanismos, aunque estos han sido poco estudiados, el mas
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conocido es por unirse directamente al promotor de STAT3 reduciendo asi sus niveles
transcripcionales. A nivel transcripcional, S7AT3 es regulado por fosforilacion

(Y705/S727), acetilacion (K685), metilacion y ubiquitinacion.

Como se mencion6 en pacientes con LLA no se observo una sobreexpresion de STAT3
como ha sido lo reportado en otros estudios, a pesar de su conocida funciéon como
mediador de genes proliferativos y antiapoptoticos. El bajo nivel de expresion encontrado
en nuestro estudio sugiere que podrian estar relacionadas otras vias de sefalizacion que
favorezcan la supervivencia celular, por lo tanto, la sobreexpresion de BIRC-5 que
encontramos no parece estar mediada por la via JAK/STAT. Es probable que su activacion
este siendo inducida por otras vias como PI3K/AKT/NFKB que es conocida también por

regular la expresion de BIRC-5 segun investigaciones de Rascio y col (2021).

No se encontré sobreexpresion en BCL-2 en ningin grupo de pacientes como
normalmente se esperaria, hay realmente poca informacion al respecto, ya que lo esperado
y lo que se puede encontrar en fuentes bibliograficas es que BCL-2 se sobre exprese.
BCL-2 puede estar regulada a nivel transcripcional por una variedad de factores de
transcripcion y ciertos elementos; se ha documentado que varios factores de transcripcion,
como c-Myc, NF-xB, y STAT3, pueden modular la actividad del promotor de BCL-2 vy,
por lo tanto, influir en su expresion Campbell KJ y col (2018). Ademas, se ha observado
que la metilaciéon del ADN en el promotor de BCL-2 puede regular negativamente su
expresion, lo que sugiere la existencia de mecanismos epigenéticos adicionales
involucrados en su control segin Shen HM y col 2016. Nuestros pacientes con LLA al
estar STAT3 sub-expresado, pudiera explicar la falta de sobreexpresion de BCL-2.
Asimismo, es importante considerar el equilibrio entre BAX y BCL-2 ya que seria un
indicador del estado apoptoético de las células por lo que la expresion normal de BCL-2

podria deberse a que el eje BAX/BCL-2 se encuentra relativamente equilibrado.

Survivina es el unico gen que se encontrd sobre expresado en pacientes pediatricos y
adultos con LLA-B y pacientes adultos con LM A como lo encontrado por Mohammadi y
col (2019), ellos realizaron un estudio con 85 pacientes con LLA-B y 85 controles donde
pudieron determinar que la expresion de survivina (B/RC-5) aument6 significativamente,

también pudieron observar que estos niveles de expresion tienen una alta capacidad
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diagnostica lo cual sugiere que survivina puede ser un marcador pronostico en el futuro

para esta enfermedad.

En el mapa de calor, el cual es util para poder visualizar patrones de expresion génica
permitiendo asi identificar similitudes en perfiles de expresion en pacientes pediatricos y
adultos con LLA y pacientes adultos con LPA solo se encontr6 significancia estadistica
entre STAT3 o'y STAT3p teniendo correlacion positiva lo que sugiere que a pesar de que
funcionalmente son diferentes estas isoformas presentan patrones de expresion
coordinados. Esta correlacion puede reflejar una regulacion en conjunto de las dos
isoformas, por citocinas ( IL-6, TNF-a, etc...) por lo que su relacion es por su activacion
y por ende por su participacion en la misma via de sefializacion. No se encontrd alguna
relacion positiva entre los demas genes por lo que sugiere que esta via de sefializacion no
es la que estd activando la transcripcion de BCL-2 y Survivina. En pacientes adultos con
LMA no se encontré significancia estadistica en relacion con ninguno de los genes. Es
importante mencionar que no se realizd6 mapa de calor ni correlaciones en el grupo de
pacientes pediatricos con LMA debido al bajo nimero de pacientes. Se encontrd
correlacion negativa en pacientes pediatricos con LLA en SOCS3 con BIRC-5 lo que este
resultado sugiere es que cuando la expresion de BIRC-5 aumenta SOCS3 disminuye y
viceversa por lo que la activacion de SOCS3 podria estar asociada con la represion o

inhibicion de BIRC-5.

En las correlaciones individuales, se realizaron las siguientes; STAT3ay p con SOCS3,
STAT3a y B con BIRC-5 y BCL-2 sin encontrar significancia estadistica en pacientes
pediatricos con LLA y pacientes adultos con LMA y LPA pero si se encontro correlacion
de STAT3a con BIRC-5 pero al estar STAT3 sub-expresado nos hace pensar que esta via

de sefializacion no es la que estd activando la transcripcion de BCL-2 y BIRC-5.

La expresion de los genes de STAT3 o, STAT3B, SOCS3, BIRC- y BCL-2 fue analizada en
relacion con distintos factores pronostico como la edad, conteo inicial de leucocitos y
presencia de enfermedad minima residual; sin embargo, solo se encontrd una asociacion
estadisticamente significativa entre el riesgo por edad de los pacientes con LLA respecto
a la expresion de STAT3 o en pediatricos y STAT 3 en adultos. No se encontrd alguna otra

investigacion donde se haya relacionado a STAT3 con el riesgo por edad; sin embargo,
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Hoelzer y col (2016) reportaron que en pacientes adultos con LLA una mayor edad se
asocia con menor probabilidad de supervivencia, lo cual podria estar relacionado con la

sobre-expresion de STATS3.

Se realiz6 una correlacion de la translocacion TEL-AMLI1 en pacientes pediatricos, esta
alteracion cromosdmica estructural es la mds comun en pacientes pedidtricos con
leucemia, presentandose del 17 al 25% de casos pediatricos con LLA-B, se ha asociado a
un prondstico favorable con mayores tasas de supervivencia general y menores recaidas
segiin Dolatkhah (2024). En nuestros resultados tuvimos el grupo control, el grupo que
no presentd la translocacion y el grupo que si la, estos grupos también se dividieron en
los subtipos de LLA (B y T), se pudo observar que hay significancia estadistica en relacion
al control con la expresion de STA3a, STAT3P y SOCS3 los que presentaron el subtipo B
tanto el grupo que tenia la translocacion como el grupo que no la presentaba estando estos
genes sub-expresados, asi mismo en ese grupo de pacientes se presentd en la expresion
de BIRC-5 pero con la diferencia que se encontré sub-expresado, en BCL-2 no se encontrd
alguna significancia estadistica. No hay informacion al respecto, donde hayan relacionado
la expresion de estos genes con la translocacion TEL-AMLI, lo tnico relacionado es que
en la investigacion de Diakos y col (2007) la sobreexpresion de los pacientes que
presentaron la translocacion TEL/AML1 aument6 los niveles de survivina (BIRC-5) y
esto confirid resistencia a estimulos apoptoticos en la linea celular Ba/F3. Debido a que
nosotros encontramos significancia estadistica en la expresion de los genes ya
mencionados con pacientes que presentaron y no TEL/AML1, esto se observé unicamente
en el subtipo B y no en el subtipo T. Este fendomeno podria deberse a que TEL-AML1 y

el subtipo LLA-B son de buen pronostico.

En la supervivencia global se pudo observar significancia estadistica en pacientes adultos
con LMA en relacién con el conteo inicial de leucocitos y riesgo por edad como lo
reportado por Padilla y col en 2015, ellos encontraron que en pacientes adultos con LMA
tuvieron una supervivencia menor los que presentaban un mayor riesgo por conteo inicial
de leucocitos que aquellos que tuvieron un menor riesgo, lo mismo con riesgo por edad,
aquellos que presentaron un riesgo alto por edad tuvieron una supervivencia menor. No
se encontrd significancia estadistica en supervivencia de riesgo por sexo en ninguno de

los grupos de LLA y LMA.
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En pacientes adultos con LLA en relacion con BCL-2, encontramos que una mayor
expresion de este gen tenia una menor supervivencia como en la investigacion realizada
por Haes, Dendooven & Mercier, ellos encontraron que una mayor expresion de este gen
se relaciona con una menor supervivencia en comparacion con el grupo de pacientes con
expresion de BCL-2 favorable/intermedio, pero esto en pacientes con LMA > 18 afios.
También se encontré significancia estadistica en relacion con B/RC-5 en pacientes adultos
con LLA, es importante mencionar que los pacientes que tuvieron una menor expresion
de este gen tuvieron una supervivencia menor falleciendo dentro de los primeros 5 meses,
esto concuerda con la investigacion realizada por Mori y col (2018) en donde aquellos
pacientes con presencia de survivina tenian una supervivencia menor. Asimismo, en
relacién con SOCS3, aunque no se encontr6 significancia estadistica se pudo observar en
el grafico que aquellos pacientes que tenian una mayor expresion de este gen tenian una
mayor supervivencia esto debido a que si SOCS3 se expresa la via de senalizacion
JAK/STAT se detendria y con ello la proliferacion celular lo cual seria benéfico en

neoplasias malignas.

En el grupo de adultos con LMA no se encontro significancia estadistica con ningin gen,
aunque aqui es importante mencionar que aquellos pacientes que tuvieron una
sobreexpresion de la mayoria de los genes excepto BIRC-5 fallecieron dentro de los

primeros 10 meses.

Sin duda nuestros resultados son contradictorios con lo reportado bibliograficamente,
sobre todo con lo encontrado por la subexpresion de STAT3 en pacientes pediatricos y
adultos con LLA, y con ello el no encontrar significancia en SOCS3 y BCL-2, esto podria
ser el inicio de entender porque se tiene altos niveles de fallecimientos en pacientes
mexicanos, si en futuras investigaciones esto se confirma se pudiera no solo utilizar estas
moléculas como marcadores pronostico si no también se harian terapias dirigidas
pudiendo aumentar la supervivencia en estos pacientes pero sin duda es sumamente

necesario seguir investigando en un grupo mas grande de pacientes.
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PERSPECTIVAS
Analizar la expresion de los genes un antes y después del tratamiento

En caso de las mismas muestras analizar la expresion de otros genes que estén
involucrados en vias de sefalizacion que inicien la transcripcion de BIRC-5, asi
como las isoformas de este gen para saber el comportamiento de la isoforma pro-

apototica en pacientes con leucemia.

Seguir investigando sobre cual via de sefializacion pueda estar involucrada en la

sobreexpresion de BIRC-5

CONCLUSION
A diferencia de lo planteado en la hipotesis de este proyecto, en los pacientes

pediatricos con LLA se observo que hay una sub-expresion de STAT3a 'y STAT3p,
aunque en pacientes adultos con LMA si se encontrd sobre-expresion de STAT3
como lo esperado, se encontr6 sobreexpresion en BIRC-5 en todos los grupos de
pacientes y no hubo significancia estadistica en la expresion de SOCS3 y BCL-2

en ningin grupo.
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