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Resumen 

La presente monografía se enmarca en el Ciclo de Metodología Científica II de la carrera 

Doctor en Medicina, Facultad de Medicina, UdelaR. El objetivo es identificar componentes del 

Sistema Ubiquitina Proteasoma (SUP) potencialmente involucrados en la patogenia del 

Mieloma Múltiple (MM). Se combinaron informaciones ortogonales sobre expresión génica, 

genes asociados con roles etiopatogénicos en el MM y componentes del SUP. Se realizó un 

análisis basado en teoría y estadística de redes para identificar módulos de expresión asociados a 

cada gen etiológicamente relacionados a la enfermedad. Se mapearon componentes del SUP en 

cada módulo y se seleccionó para mayor estudio el correspondiente a la enzima Caseína Kinasa 

1B (CKS1B). Se desconoce el mecanismo de regulación de CKS1B (componente del SUP), por 

el SUP. Sugerimos un algoritmo de identificación de componentes probablemente implicados 

en este proceso y proponemos un mecanismo hipotético de regulación de CKS1B. 

 

Palabras claves: Mieloma Múltiple, ubiquitina, proteasoma, análisis exploratorio de datos. 

 

Introducción 

El MM es una hemopatía maligna del grupo de las gamapatías monoclonales, caracterizada por 

la proliferación monoclonal atípica de una clona plasmocitaria. Las manifestaciones clínicas y 

lesiones orgánicas observadas en los pacientes con MM son: lesiones óseas, hipercalcemia, 

insuficiencia renal, anemia y otras (infecciones bacterianas recurrentes, hiperviscocidad y 

amiloidosis) (1). En Uruguay y en el resto del mundo representa la segunda neoplasia 

hematológica maligna más frecuente. A nivel general representa el 1% de las neoplasias, 

afectando a personas con una edad media de 65 años (un 15% son menores de 60 años) con una 

estimación de 120 casos nuevos al año. Tiene una incidencia de 4 casos/100000 habitantes/año 

(2). A pesar de que la mediana de supervivencia en pacientes con MM es de aproximadamente 5 

a 7 años, esta depende de factores individuales como la carga tumoral (estadio), biología 

(anomalías citogenéticas) y respuesta al tratamiento (3). 

El MM suele comenzar por una proliferación de clonas que generan la sobreproducción y 

secreción de gammaglobulina clonal (IgG/A/D/M o de cadenas ligeras Kappa o Lambda), la 

cual se da en el centro postgerminal a nivel ganglionar, fase llamada gamapatía monoclonal de 

significado incierto (MGUS). Posteriormente esta evoluciona a una fase de Mieloma Múltiple 

Asintomático (MMA), para finalmente pasar al MM que termina infiltrando  la médula ósea 

(MO) (1). Esta hemopatía maligna se caracteriza por la interacción entre las células plasmáticas 

y el estroma medular, llevando a la producción de citoquinas (IL6, IL1, TNF) favoreciendo con 

esto la proliferación plasmocitaria y ejerciendo mecanismos antiapoptóticos (4). La etiología de 
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la enfermedad es desconocida pero se ha asociado con exposición al benceno, pesticidas e 

insecticidas (4). No obstante estas asociaciones no han sido bien corroboradas 

(5).Investigaciones previas demostraron que los TLR juegan un papel importante en la 

supervivencia y en la capacidad de evadir el sistema inmunológico en algunos tipos de MM (6). 

Los factores a recabar en la anamnesis asociados con un mayor riesgo de desarrollar MM 

incluyen edad avanzada, sexo masculino, raza afroamericana, exposición a la radiación, 

antecedentes familiares de la enfermedad, obesidad y / o antecedentes personales de gamapatía 

monoclonal de significado indeterminado (MGUS) (7). 

El diagnóstico de MM requiere el establecimiento por medios paraclínicos de una infiltración 

por células plasmáticas clonales en MO mayor o igual al 10% o plasmocitoma demostrado y 

uno o más de los siguientes ítems: 

Evidencia de daño de órgano blanco; hipercalcemia (calcio sérico mayor a 11mg/dl); 

insuficiencia renal (clearance de creatinina mayor a 40ml/min o creatininemia mayor  2mg/dl); 

anemia (Hb menor a 10g/dl o descenso de 2 g/dl por debajo del límite inferior de normalidad); 

lesiones óseas (una o más lesiones osteolíticas en radiografía, TAC o PET-TC) y cualquiera de 

los siguientes biomarcadores de malignidad (uno o más): infiltración plasmocitaria en MO 

mayor o igual al 60%, cadena liviana comprometida/ no comprometida >100 y una o más 

lesiones focales óseas por RNM (cada lesión debe ser mayor a 5mm)(4).Se han hallado 

variaciones génicas relacionadas con el MM en: CCND1, HRAS, NRAS, CDK4, FGFR3, 

BRAF, PTPN11,etc (8). 

Aunque tradicionalmente se considera al MM como una enfermedad única, en realidad es un 

conjunto de neoplasias  malignas citogenéticamente heterogéneas (3). En los últimos años se 

han publicado numerosos estudios que utilizaron Hibridación Fluorescente In Situ (FISH), 

cariotipificación y estudios de secuenciación dirigida (9) (10) (11) (12). En relación a estos 

estudios se concluyó que existen eventos primarios y secundarios que causan el MM. Los 

eventos primarios a su vez se dividen en hiperploides (HRD) y no hiperploides (non-HRD). 

Dentro de los HRD se encuentran las trisomías: 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 y/o 21. En los non-HRD 

están las translocaciones asociadas a las cadenas pesadas de inmunoglobulinas (IGH), las cuales 

comprenden: t(11; 14), t(4;14), t(14; 16), t(6; 14) y t(14; 20). Por otra parte, los eventos 

secundarios son aquellos que le confieren una ventaja a un subclon determinado sobre la 

población, permitiendo la progresión tumoral. Siendo éstos los cambios en el número de copias 

(CNVs), translocaciones del gen Myc, mutaciones somáticas que afectan Kinasas Activadas Por 

Mitógenos (MAPKs), al Factor Nuclear Kappa B (NFκB) y vías de reparación del ADN. Los 

eventos primarios se detectan en la etapa MGUS, mientras que los eventos secundarios se 

detectan principalmente en el MM (1). 
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A pesar de que han surgido nuevos abordajes terapéuticos gracias al avance en los 

conocimientos de la etiopatogenia del MM, continúa siendo una enfermedad incurable. En este 

sentido se practican 2 abordajes terapéuticos; el agresivo con nuevos fármacos (Bortezomib 

(Bz) e inmunomoduladores como la Lenalidomida) y uno más conservador (donde se utilizan 

fármacos más antiguos como ciclofosfamida y dexametasona) (4). Otra opción utilizada como 

consolidación del tratamiento es el trasplante autólogo de progenitores hematopoyéticos (TPH) 

(4). Tiene tres mecanismos de acción, estos son: la inhibición del NFκB a través de la 

estabilización de IκB, la activación de la respuesta de la proteína desplegada por la inhibición 

del proteasoma debido al alto estrés del retículo endoplásmico y la estabilización de proteínas 

proapoptóticas como BAX y NOXA (13). Al prevenir la degradación proteica, el Bz afecta la 

activación de múltiples cascadas de señalización y regulación intracelulares; tiene un efecto 

citotóxico y enlentece el crecimiento de las células tumorales del MM. La seguridad y eficacia 

del Bz está avalada por tres estudios clínicos a una dosis de 1.3 mg/m
2 
(2). Los efectos adversos 

más frecuentes que se pueden presentar son: astenia, síntomas gastrointestinales, 

trombocitopenia clínica y neuropatía periférica. Existe toxicidad neurológica periférica y renal 

causada por el Bz, que dificulta su uso en algunos pacientes (14).  

En Uruguay el tratamiento se encuentra dentro de las prestaciones del Fondo Nacional de 

Recursos (FNR). Las directivas del FNR para su indicación son exclusivamente para la 

inducción de la remisión excluyendo el tratamiento de mantenimiento (2). En la primera línea 

de cobertura se encuentran aquellos con indicación de tratamiento farmacológico y candidatos a 

su vez para trasplante de MO, o aquellos que no lo son, pero cuentan con una citogenética de 

alto riesgo (2). También se incluye a pacientes que tuvieron recaídas por lo menos un año 

después de haber finalizado el tratamiento farmacológico, sin haber demostrado refractariedad 

al mismo (2). Los criterios de exclusión para el tratamiento farmacológico son: contar con una 

mala calidad de vida y/o pobre expectativa de la misma (comorbilidades); enfermedades 

psiquiátricas severas; mala adhesión al tratamiento; embarazo o no consentimiento de medidas 

anticonceptivas, y lactancia o no consentimiento para suspenderla (2). 

Dentro de los inmunomoduladores de segunda generación se destaca la Lenalidomida, que es un 

análogo de la Talidomida, pero con mayor potencia y menor toxicidad. Este fármaco es 

antiangiogénico, antineoplásico, inhibe la proliferación de células hematopoyéticas tumorales y 

potencia la inmunidad celular mediada por linfocitos T y células Natural Killer (2). Su target 

son los complejos E3 ligasa CUL4-RBX1-DDB1-CRBN (conocida como CRL4CRBN) (15). 

Los sitios de acción de estos fármacos para el tratamiento del MM forman parte del SUP. El 

SUP es la vía principal para el recambio proteico en todas las células eucariotas, implicando dos 

eventos bioquímicos distintos. El primero es la poliubiquitinación de los sustratos proteicos, 
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(modificación postraduccional), y el segundo  implica la proteólisis a través del complejo del 

proteasoma 26S. La ubiquitinación consiste en la adición de una o varias moléculas de 

ubiquitina. Esta es una proteína globular de 8.5 kDa y 76 aminoácidos (Figura 1 ) (16).  

La adición de ubiquitina a un sustrato proteico implica las acciones consecutivas de tres familias 

principales de enzimas de ubiquitinación (E1 de activación, E2 de conjugación y E3 de ligación 

de ubiquitina)  a través de una cascada enzimática coordinada. En el primer paso, se forma un 

enlace tioléster entre E1 y la glicina carboxiterminal de la ubiquitina. En un siguiente paso 

ocurre la transferencia de la ubiquitina activada de la enzima E1 a una enzima  E2  a través de 

una reacción de transtiolación. Finalmente  E3, que funciona como una proteína de andamiaje 

que une tanto a la enzima E2 como a la proteína diana, media la transferencia de ubiquitina del 

conjugado E2-ubiquitina, más comúnmente en el grupo ε-amino de un residuo de lisina, a la 

proteína formando así un enlace isopeptídico (16). 

En este proceso también intervienen las enzimas deubiquitinasas (DUB) que se encargan de 

desconjugar la ubiqutina de las proteínas, teniendo un rol inverso a las enzimas de 

ubiquitinacion. De esta manera el proceso de ubiquitinación es reversible (16). 

Entre las funciones de la ubiquitinación se destaca su acción  como marca para la posterior 

degradación de las proteínas en el proteasoma, así como su participación en la regulación de 

vías de señalización intracelular involucradas en funciones como el control de la apoptosis, la 

autofagia, el ciclo celular, la regulación transcripcional y la reparación del ADN (17). 

El proteasoma 26S es un complejo multiproteico presente en eucariotas, arqueas y algunas 

bacterias, es de forma cilíndrica y se compone por con dos compuertas axiales y una cavidad 

central donde se encuentran los sitios catalíticos. En él se distinguen dos componentes: la 

partícula reguladora  19S que ocupa los extremos del cilindro y la partícula central 20S. La 

primera es la encargada de llevar a las proteínas ubiquitinadas a la cavidad central del 

proteasoma, donde la partícula 20S, a través de su actividad catalítica, la degrada en 

aminoácidos que son posteriormente reciclados por la célula (18). 

Los mecanismos por los que las células tumorales son selectivamente sensibles al Bz no son 

comprendidos en su totalidad. Se piensa que como en las células neoclásicas hay una menor 

regulación del ciclo celular estas dependerían más de la degradación de los reguladores del ciclo 

celular mediada por el proteasoma (p21 y p27). Por ejemplo, sería el caso de la desregulación 

del Myc. Otro mecanismo sería la capacidad de los inhibidores del proteasoma de suprimir la 

vía tumorigénica de  NFκB (19).  

Al emplear técnicas de secuenciación de alto rendimiento se identificaron los perfiles clonales 

en pequeños subgrupos de pacientes, lo que reveló la existencia de clones molecularmente 

diferentes al momento del diagnóstico, durante el tratamiento y en la recaída. Asimismo se ha 
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encontrado que la composición de las poblaciones clonales cambia bajo tratamiento, influencia 

del microambiente y con la progresión natural de la enfermedad. En general, la evolución clonal 

del mieloma es la base de su naturaleza heterogénea. La identificación de biomarcadores 

apropiados es necesaria dada la heterogeneidad y diversidad en las respuestas al tratamiento 

actual en pacientes y por el deseo de individualizar la farmacoterapia (20). 

 

 

 

Figura 1. Sistema ubiquitina-proteasoma. El sistema ubiquitina proteasoma tiene varias funciones, en la 

figura obtenida de “Degradation by the Ubiquitin-Proteasome Pathway in Normal and Disease States” 

se muestra su funcion en la degradacion (21). 

 

Dado que el MM es una enfermedad etiopatogénicamente compleja y heterogénea se justifican 

los enfoques de aprendizaje automático y medicina de redes exploratorio que han caracterizado 

muchos trabajos recientes (22) (23). 

Se define red (network) en su forma más general como: "una colección de cosas 

interconectadas", con frecuencia se usa de manera intercambiable con el término "graph " (24). 

Un hallazgo importante de la última década es que las redes en sistemas naturales, tecnológicos 

y sociales no son al azar, sino que siguen una serie de principios básicos de organización en su 
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estructura y evolución que los distinguen de las redes conectadas al azar (24). 

Una red se compone por nodos y aristas. Un nodo (o vértice) puede denotar proteínas, genes, 

metabolitos, moléculas de ARN o incluso enfermedades y fenotipos interactuando con otros 

nodos a través de las aristas. En los sistemas biológicos, estas interacciones pueden 

corresponder tanto a las uniones proteína-proteína, a acoplamiento metabólico, o pueden 

representar conexiones entre enfermedades basadas en un origen genético común o 

características fenotípicas compartidas (25). 

El grado de un nodo es la cantidad de enlaces que se conectan a él. El grado de una proteína 

podría representar el número de proteínas con las que interactúa, mientras que el grado de una 

enfermedad puede representar el número de otras enfermedades que están asociadas con el 

mismo gen o que tienen un fenotipo común (25).  

Un Módulo (o comunidad) es un subgrafo denso en la red que a menudo representa un conjunto 

de nodos que tienen un rol conjunto (25). Dentro de los módulos tenemos los topológicos, los 

funcionales y los de enfermedad. Los módulos topológicos corresponden a vecindades 

localmente densas de la red, de modo que, los nodos del módulo muestran una mayor tendencia 

a interactuar entre sí, que con los nodos fuera del módulo. Los módulos funcionales 

corresponden a vecindarios de red en los que existe una segregación estadísticamente 

significativa de nodos con funciones relacionadas. Un módulo de enfermedad representa un 

grupo de nodos cuya perturbación (mutaciones, eliminaciones, variaciones en el número de 

copias o cambios de expresión) puede vincularse a un fenotipo de enfermedad particular.  La 

suposición tácita en la medicina de redes, es que los módulos topológicos, funcionales y de 

enfermedad se superponen, de modo que los módulos funcionales corresponden a módulos 

topológicos y una enfermedad puede verse como el desglose de un módulo funcional (25). 

La medicina de redes se ocupa del “contexto molecular, el diagrama o red de enlace integrado 

entre los productos genéticos de una célula, siendo esencial para comprender las bases 

verdaderas para el fenotipo y patofenotipo” (26). Podemos decir que es un enfoque que busca 

interacciones de alto rendimiento entre componentes proteicos para entender mejor los procesos 

celulares complejos, y de esta manera ayuda a comprender las enfermedades humanas de forma 

integral (27).  

Los estudios de redes tienen múltiples aplicaciones, biológicas y clínicas potencialmente útiles 

en las enfermedades humanas. El poder comprender las enfermedades en su contexto nos 

permite conocer algunas propiedades fundamentales de los genes que están involucrados. 

Además, permite tener una mejor comprensión de los efectos de la interconexión celular en la 

progresión de la enfermedad y por consiguiente de la identificación de sus genes, pudiendo 

ofrecer mejores blancos terapéuticos para el desarrollo de fármacos. Más allá de eso, ayudaría a 
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descubrir vínculos entre enfermedades, permitiendo entender, cómo diferentes fenotipos están 

vinculados a nivel molecular, por lo que existiría un origen común de algunas enfermedades 

relacionadas. Sin embargo, la superposición entre módulos dificulta el conocimiento total del 

metabolismo celular y de las enfermedades (25). 

Se plantea como hipótesis que las pequeñas variaciones en la expresión génica, debidas a las 

distintas perturbaciones, las cuales pueden permitir identificar relaciones de expresión entre 

distintos genes, y así encontrar relaciones funcionales entre componentes del SUP y genes 

vinculados a la etiopatogenia molecular del MM. 

Objetivo   

 Reconocer posibles componentes del SUP potencialmente involucrados en la patogenia 

del mieloma múltiple. 

Metodología 

1. Se realizó una lectura detallada, y posterior presentación grupal de trabajos científicos 

relevantes en el MM, con los cuales se confeccionó una lista preliminar de los genes 

implicados en la etiopatogenia del MM según el conocimiento actual (junio de 2018) 

(1) (28). Dicha lista consiste en una planilla en formato Excel donde se detallan para 

cada gen la función normal (29). 

2. Se chequeó presencia o ausencia de cada gen de la lista en la base de datos de la 

plataforma Malacards (8) (Anexo1). 

3. Se registró la correspondencia entre probesets del chip Affymetrix con los genes 

humanos de la lista de genes asociados al MM. 

4. Se creó una matriz donde se detalla la correlación lineal entre la señal de fluorescencia 

correspondiente a los probesets que representan los ARNs codificados por los genes de 

la lista de genes asociados al MM en el experimento Affymetrix con la totalidad de los 

probesets del chip (58438). Para obtenerla se empleó el programa lm en lenguaje R 

incluido en la distribución básica de paquetes. Esto se realizó utilizando el algoritmo 

que se detalla en el Anexo 2. Este algoritmo devuelve para cada probeset los siguientes 

datos; el coeficiente de determinación (R2), el coeficiente de correlación lineal de 

Pearson (r), el valor p y el error en el coeficiente de regresión. 

5. Se realizó la construcción de una red de relaciones de expresión centrada en los genes 

asociados a la etiopatogenia del MM utilizando el programa lm en lenguaje R con los 

paquetes igraph, rgefx, XML y Rook. Se usaron los coeficientes de regresión para 

definir pesos entre nodos, resultando en una red de 37343 nodos y 133006 aristas no 

dirigidas.  
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6. Se empleó el programa Gephi el análisis estadístico de la red creada anteriormente. El 

aspecto principal del análisis consistió en la identificación. Se han propuesto varios 

métodos para dividir una red en comunidades, como una forma de ajustar el nivel de 

descripción del sistema, pero también para identificar funcionalidades o relaciones 

subyacentes, a menudo desconocidas, entre los nodos (30). El algoritmo empleado por 

Gephi, se divide en dos fases que se repiten en forma iterativa. Primero, se asigna una 

comunidad diferente a cada nodo de la red. Entonces, en esta partición inicial hay tantas 

comunidades como nodos. Luego, para cada nodo A consideramos los vecinos B de A y 

se evalúa la ganancia de modularidad que tendría lugar eliminando A de su comunidad 

y colocándolo en la comunidad de B. El nodo A se coloca entonces en la comunidad 

para la cual esta ganancia es máxima. Este proceso se aplica de forma repetida y 

secuencial para todos los nodos hasta que no se pueda lograr más mejoras. Esta primera 

fase se detiene cuando se alcanza un máximo local de la modularidad, es decir, cuando 

ningún movimiento individual puede mejorar la modularidad. También se debe tener en 

cuenta que la salida del algoritmo depende del orden en que se consideran los nodos. La 

segunda fase del algoritmo consiste en construir una nueva red, cuyos nodos son ahora 

las comunidades encontradas durante la primera fase. Para hacerlo, los pesos de los 

enlaces entre los nuevos nodos están dados por la suma del peso de los enlaces entre los 

nodos en las dos comunidades correspondientes. Los enlaces entre nodos de la misma 

comunidad conducen a bucles automáticos para esta comunidad en la nueva red. Una 

vez que se completa esta segunda fase, es posible volver a aplicar la primera fase del 

algoritmo a la red ponderada resultante e iterar (31). De este proceso resultaron un total 

de 31 módulos. Luego cada módulo se subdividió en submódulos. A su vez estos 

submódulos fueron separados según tuvieran aristas con peso positivo o negativo. Se 

confeccionó una red simplificada utilizando el programa Gephi, para poder tener una 

visualización más gráfica de la red, en la que se observan los módulos y sus principales 

relaciones. Para realizarla se utilizó el gen más conectado de cada módulo y sus 

conexiones. La red fue coloreada de acuerdo a su centralidad. 



11 
 

 

                                                                         Figura 2. Red simplificada por módulos  

 

 

7. Análisis biomédico; se prosiguió a seleccionar los probesets y a convertirlos con la base 

de datos online BioDBnet (32) a unigene IDs, los cuales posteriormente se ingresaron 

en Database for Annotation Visualization and Integrated Discovery (DAVID). DAVID 

es un recurso bioinformático que consiste en una base de datos biológicos integrados y 

de herramientas analíticas destinadas a extraer sistemáticamente el significado biológico 

de grandes listas de genes o proteínas. Para el análisis se tuvieron en cuenta solamente 

los resultados significativos (False Discovery Rate (FDR) menor a 0.05).  

8. Por otro lado se realizó una comparación entre la lista de genes de cada uno de los 

módulos y una lista de genes implicados en el SUP, esta última se obtuvo de la 

bibliografía y de estudios no publicados (Botti et al, manuscrito en preparación)(33).La 

comparación fue realizada a través de la página web XLComparator (34). De esta 

manera se obtuvo una nueva lista con genes que se encuentran tanto en los módulos 

identificados como en el SUP. Se estudió al submódulo M7m1positivodado que cuenta 

con pocos genes (29) en común con el SUP. Se destaca la presencia de ARNs que 

codifican la proteína CKS1B, ya que también se encuentra en la lista de genes asociados 

al MM. 

9. La lista de 29 genes pertenecientes al SUP y al submódulo M7m1positivo fue analizada 

en la plataforma Reactome para identificar las vías en las que estos genes participan 

según el conocimiento actual (Figura 5). De este análisis identificamos 5 genes sin 
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participación en ninguna vía conocida. Estos fueron ENTHD1, NDFIP2, STXBP5L, 

VPS13D y WDR17. 

 

Resultados  

 Identificación de genes asociados a la etiopatogenia del MM y de los grupos de 

sondas ("probesets") correspondientes. De acuerdo con la revisión bibliográfica 

realizada identificamos  artículos que proponen un conjunto de genes asociados a la 

etiopatogenia del MM (1)(28). Destacamos los trabajos recientes que utilizan métodos 

de análisis de firmas mutacionales (35) y métodos relacionados, los que señalan roles 

etiopatogénicos para nuevos candidatos: como por ejemplo AID (36) . La mayoría de 

estos nuevos candidatos no estaban presentes en la base de datos Malacards al momento 

de la consulta (julio de 2018). En la Tabla I  (ANEXO 1) resumimos la información 

sobre genes asociados a la etiopatogenia del MM. 

 Cálculo de regresiones lineales simples en R. Se usó la función lm de R para calcular 

y estimar los parámetros del modelo lineal: 

yi = alfa + beta por xi + error 

Donde y es la intensidad de fluorescencia correspondiente al probeset de referencia y x 

es el valor de fluorescencia de otro probeset en la misma condición i. Beta,  error, 

medida de ajuste (R2 = r^2, de  0 a 1) y de significación estadística en comparaciones 

simples (valor de p, de 1 a 0) fueron calculados en R y registrados en una tabla 

individual según el algoritmo que se muestra en el ANEXO 2. Luego los valores de beta 

se registraron en una tabla única (disponible a solicitud por correo electrónico: 

silvanadeleongomez@gmail.com y/o rocioestefanell@gmail.com). 

 Reconstrucción de la red parcial de expresión usando igraph. Decidimos reconstruir 

una red usando como nodos los probesets y como pesos de las aristas (interacciones) los 

coeficientes angulares (beta). Se trata de una red que representa relaciones de expresión. 

Si beta es significativamente mayor a cero hablamos de coexpresión, si beta es 

significativamente menor a 0 de antiexpresión. Para reconstruir esta red, usamos 

funciones de la distribución básica, el paquete igraph y paquetes de los que este 

depende en R para reconstruir la red de coexpresión/antiexpresión parcial de acuerdo a 

la matriz de n = 58438 por m = 34. El algoritmo empleado se detalló en la sección de 

materiales y métodos. Decidimos simplificar la red, descartando aristas cuyo peso 

absoluto fuera menor a 0,75, por lo tanto, la red con la que continuamos trabajando es 

parcial. 

mailto:silvanadeleongomez@gmail.com
mailto:rocioestefanell@gmail.com
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La red así obtenida posee 37342 nodos y 131837 aristas, con un grado medio de aristas / 

nodos 3,53 rango 1-34018. 

 

 

 

 Visualización y análisis con Gephi de la red parcial de coexpresión. Generamos un 

archivo de salida de R compatible con el formato de archivos de ingreso de redes de 

Gephi (detalles en Materiales y Métodos) y representamos en el plano la red parcial de 

relaciones de expresión usando el programa Gephi, como se muestra en la Figura 3. 

 A continuación, calculamos estadísticos globales e identificamos módulos de probesets. 

 Inferencia de grupos funcionales usando DAVID. De acuerdo con el análisis de 

módulos realizado en Gephi (comentado en materiales y métodos) identificamos 31 

módulos, de estos 11 (M15,M16,M18,M20,M21, M22,M23,M24,M25,M26,M27) están 

compuestos por un único nodo y fueron analizados por separado. No se obtuvo ningún 

resultado significativo en este análisis.  

Para los módulos restantes se generó una agrupación basada en los temas más repetidos 

y significativos de los resultados de clustering obtenidos en DAVID (Figura 4). Estos 

fueron: ribosomas, beta arrestinas, Subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia 

(HIF1A), procesos mitocondriales, relación con la proteína MERLIN, procesos en 

relación al ARN y cadherinas. Ponemos concluir que en el MM se afectan varias vías 

celulares.  

 

 

Figura 3. Representaciones de la red completa  
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Figura 4. Resumen de resultados  
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El metabolismo del ARN estaría significativamente relacionado con el grupo de 

módulos M8m1+, M9+, M14+ y M30+.En el M8m1+ el gen central es el APOBEC3B, 

un miembro de la familia de genes que codifica proteínas encargadas de la edición del 

ARN y del crecimiento y control del ciclo celular (29) Además, actúa como un 

inhibidor de la replicación de retrovirus y la movilidad de retrotransposones a través de 

mecanismos dependientes e independientes de la actividad deaminasa (29). 

CCND1 codifica para una proteína perteneciente a la familia de las ciclinas. La 

mutación, la amplificación y la sobreexpresión de este gen se observa frecuentemente 

involucrado en la tumorogénesis (29). 

Los módulos M14+ y M8m1+ se pueden agrupar funcionalmente porque sus 

componentes se pudieron asociar significativamente con una publicación sobre el 

sistema de regulación epigenética de la proteínas del grupo policomb (37), este grupo de 

proteínas intervienen como parte de la regulación epigenética de la transcripción 

durante la diferenciación celular, la pluripotencia de células madre y la progresión 

neoplásica (29). 

Así mismo el M30+ tiene como gen central ANP32E que codifica para una histona 

chaperona que interviene específicamente en la degradación de la histona H2A (29). 

Esta es un blanco del grupo de proteínas Policomb para conseguir la regulación 

epigenética (37). 

Los  módulos M2m1-, M5+ y M12+ se pueden agrupar por estar enriquecidos en el 

proceso de ubiquitinacion. el gen central del M2m1- es COBLL1 relacionado con la 

resistencia farmacológica y la transformación blástica en la leucemia mieloide crónica 

(38). BLC9, el gen central de M5+, es un gen que participa de la transducción de 

señales a través de la vía Wnt promoviendo la actividad transcripcional y que se ha 

reportado es objeto de translocaciones en tumores malignos de células B donde se 

evidencian anomalías de 1q21 (39). El gen central del M12+ es NSD2, para el que se 

han reportado siete variantes de splicing que dan lugar a al menos tres proteínas 

(MMSET1, MMSETII y RE-IIBP) las que juegan un papel importante en el desarrollo. 

Esta está  en la base de la etiopatogenia del MM por la traslocación 4,14 y del síndrome 

de Wolf Hirschhorn (WHS) que se da por una deleción del brazo corto distal del 

cromosoma 4 (29).  

El análisis de lista de genes en módulos en DAVID permite agrupar funcionalmente a 

los módulos M2m0+, M2m1-,M2m3-,M3m1-,M3m2+ y el M7m0+, los que se 

caracterizan por estar  enriquecidos por componentes de la vía de HIF1A. Este grupo 

funcional (grupo “HIF1A”) se superpone parcialmente con el grupo anterior 
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(“ubiquitinación”). Para el M2m3 el gen central es TRAF2, que regula la activación de 

NF-kappa-B y JNK y desempeña un papel central en la regulación de la supervivencia 

celular y la apoptosis. Tiene actividad de ubiquitina-proteína ligasa E3 donde promueve 

la ubiquitinación de proteínas diana al ponerlas en contacto con otras ligasas de 

ubiquitina E3 (29). En M3m1 CCND3 es el gen central; este codifica para una proteína 

perteneciente a la familia de las ciclinas la cual es necesaria para la transición del ciclo 

celular de G1 a S (29).  M7 tiene como gen central HOXB3 que codifica una proteína 

que funciona como un factor de transcripción específico de secuencia involucrada en el 

desarrollo. El aumento de la expresión de este gen se asocia con leucemia mieloide 

aguda (29). 

En la agrupación de las cadherinas estarían implicados los módulos M8m1-, M9-, M10-

, M12-,M13+,M19+, M19-,M28+,M28-,M29+ y M30. M8m1 tiene como gen central 

APOBEC3Bdel cual ya nos referimos anteriormente al igual que el M9 con CCND1, el 

M10 y M12 con NSD2, y el M30 con ANP32E.  M13 tiene como gen central el FGFR3, 

que codifica un miembro de la familia de los factores de crecimiento de fibroblastos 

(FGFR) (29).  M19 posee como gen central el EGR1, que regula la transcripción de 

numerosos genes dianas, desempeñando un papel importante en la regulación de la 

respuesta a los factores de crecimiento y al daño al ADN. Además de esto juega un 

papel en la regulación de la supervivencia celular, activa la expresión de p53 y TGFB 

por lo que ayuda a prevenir la formación de tumores (29).  M28 tiene como gen central 

el gen ATP1A2, miembro de la subfamilia p5 de las ATP-asas, su función es transportar 

cationes inorgánicos y otros substratos. Se relaciona con la enfermedad de Parkinson 

(29). M29 tiene como gen central al ATP13A2, que codifica un miembro de ATP-asas 

que transportan cationes inorgánicos y otros sustratos desempeñando un papel en la 

homeostasis de los cationes intracelulares y el mantenimiento de la integridad neuronal. 

También es necesario para un adecuado mantenimiento lisosomal y mitocondrial 

(29).Además, en otros módulos (M9-, M12-, M13+, M19+, M19-, M28+, M28-, M30-) 

resultaron significativas las protocadherinas en cluster (PCDH). 

En la agrupación funcional “beta arrestinas” se incluyeron M2m2- , M2m3- y M11-. El 

gen central perteneciente al módulo M2m2 es el FAM46C también denominado 

TENT5C (Terminal Nucleotidiltransferasa 5C), es una probable nucleotidiltransferasa 

que puede actuar como una poli (A) ARN polimerasa no canónica. Las enfermedades 

asociadas con este gen incluyen mieloma múltiple (29). En M2M3 el gen central es 

TRAF del cual ya nos referimos anteriormente en el M2m3, lo mismo sucede con el 

M11 con COBLL1 ya mencionado en los módulos M2m0 y M2m1. 
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En la agrupación funcional referente a ribosoma, se hace referencia principalmente a las 

proteínas ribosomales, procesos relacionados al ARN ribosomal. Los módulos 

implicados en esta categoría son M1M0+, M1M3+, M2M3-, M14+. El M1M0 tiene 

como gen central COBLL1 que ya fue descrito anteriormente, como es el caso de 

M1M3 con APOBEC3D y APOBEC3B, M14 con su gen central que es el CCND1, y 

M2M3 con el gen central TRAF2. En esta categoría el control del ciclo celular juega un 

rol fundamental, tanto el M2M3 como en el M14 los genes centrales tienen roles en el 

ciclo celular en diferentes puntos. 

Haciendo referencia a la agrupación de la mitocondria se destacan los módulos M6 y 

M10. El gen central de ambos es el NSD2 que ya fue comentado anteriormente. 

Por último, en la agrupación relacionada a las proteínas MERLIN está solamente el 

módulo M3m2, que tiene como gen central al BCL9L. Se encontró como relevante en el 

análisis de este módulo un artículo que hace referencia a la proteína MERLIN. 

 Construcción de una hipótesis de trabajo a validar experimentalmente. Como fue 

explicado en Materiales y Métodos, se diseñó un modelo de regulación de CKS1B, 

utilizando las cinco proteínas que no se asocian a ningún proceso metabólico: 

ENTHD1, NDFIP2, STXBP5L, VPS13D y WDR17 (Figura 5). A través de interpro, se 

analizaron los dominios de dichas proteínas para asociarlos a funciones de proteínas 

homólogas familiares con PFAM. Mediante este proceso se obtuvo que el gen WDR17, 

que codifica para una proteína del mismo nombre, la cual se une a un complejo formado 

por SKP1-CULLIN-FBOX, que tiene actividad E3 ligasa y cumple función de andamio; 

se encuentra implicada en señalización, regulación de transcripción, control del ciclo 

celular y apoptosis. ENTHD1 codifica para la proteína ENTD1, que tiene dominios 

Inositoltrifosfato (IP3), Fosfatidil Inositoltrifosfato (PI3P) y tubula liposomas; por lo 

que su ubicación estaría próxima a la superficie de las membranas. 

NDFIP2 codifica para la proteína NFIP2, una proteína transmembrana de los 

endosomas que se une y afecta la actividad de NEDD4 de ubiquitinligasas E3. 

STXBP5L (Sintaxinabindingprotein 5 like) codifica para la proteína STB5L, que 

contiene varios dominios WD y un dominio N-SNARE terminal que lo conecta a la 

membrana. Se une a la Sintaxina 19 y forma curvaturas en la membrana favoreciendo la 

endocitosis. 

VPS13D codifica para VP13D, una gran proteína que contiene un dominio UBA 

(Asociado a Ubiquitina), se encuentra ubicada en las vacuolas y se asocia con el 

reciclado de las proteínas. Está involucrada con la reparación del ADN NER y el 
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control del ciclo celular. Une poliubiquitinas, las dirige al proteasoma 26S y limita la 

elongación de las mismas. 

Tomando en cuenta esta información se plantea una hipótesis de la regulación de 

CKS1B (Figura 6). 

 

 

 

 

 

Figura 5. Heat map. 1-R-HSA-453279.3 Mitotic G1-G1/S phases. 2- Transcriptional regulation 

by RUNX1. 3-Signaling by NOTCH4.  4- Regulation of RUNX2 expression and activity  . 5- 

Hedgehog 'on' state. 6- Regulation of mitotic cell cycle. 7- ABC-family proteins mediated 

transport. 8- Defective CFTR causes cystic fibrosis.  9- E3 ubiquitin ligases ubiquitinate target 

proteins. 10- Asparagine N-linked glycosylation. 11- Interleuquin 4 and interleuquin 13 signaling.  

12- ESR-mediated signaling. 13-Deubiquitination. 14- Factors involved in megakaryocyte 

development and platelet production. 15- TCR signaling. 16- Major pathway of rRNA processing 

in the nucleolus and cytosol. 17- Cilium Assembly. 18- Neddylation. 19- Nucleotide Excision 

Repair. 20- Eukaryotic Translation Initiation. 21- Intra-Golgi and retrograde Golgi-to-ER traffic. 

22-  Class I MHC mediated antigen processing & presentation. 23- SRP-dependent 

cotranslational protein targeting to membrane. 24- Apoptotic execution phase. 25-Cellular 

response to heat stress.  26-Major pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol. 27-

Nucleosome assembly.  28- Fanconi Anemia Pathway. 29- Proceso desconocido 
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La proteína CKS1B podría tomar dos caminos posibles: llevar a cabo su función (transición 

mitótica G1-G1/S) o ingresar a su proceso de degradación. Dicha degradación estaría mediada 

por un proceso de endocitosis, que comenzaría tras una defosforilación de NFIP2. En el 

endosoma temprano ocurriría una interacción de CKS1B con WDR17, el cual tiene una función 

de andamio y permite la interacción con SKP1-CULLIN-FBOX facilitando así la formación del 

complejo E3 ligasa, y junto con K63 poliubiquitinaría al sustrato CKS1B. Luego de la 

formación del endosoma intermedio, la CKS1B/K63, interactúa con STB5L, que posiblemente 

recluta un complejo E3, que lo poliubiquitinaría en conjunto con   K48, generando una 

poliubiquitinación ramificada. Permitiendo de esta manera, la degradación por el proteasoma 

26S. Por otra parte la proteína VP13D poliubiquitinada, cede su cadena de ubiquitinas al 

endosoma intermedio, el cual es fagocitado por una vacuola autofágica, con ENTD1 como 

intermediario. VP13D se reciclaría parra volver a cumplir dicha función. Hay estudios que 

plantean que el aumento de la autofagia está asociada con la transición G1 / S retrasada del ciclo 

celular (40). 

  

Discusión 

En base al experimento realizado mediante el método de medicina de redes se descubrieron 

posibles agrupaciones biológicas con importancia funcional en la patogenia del MM, esto quiere 

decir la reconstrucción de redes de coexpresión y antiexpresión en base al cáculo de regresiones 

lineales simples es capaz de extraer información funcional.  

 

Figura 6. Modelo de degradación coordinada de CKS1B. 



21 
 

Grupos funcionales en submódulos y su posible relevancia en el Mieloma Múltiple 

A efectos de esta monografía se seleccionaron algunos de los hallazgos que se consideraron de 

mayor relevancia de acuerdo con los resultados del análisis de submódulos en DAVID, los que 

a continuación discutimos: 

Una de las agrupaciones más relevantes es la referente a las cadherinas. 10 submódulos de un 

total de 58 presentaron enriquecimiento significativos en RNAs que codifican para cadherinas o 

protocadherinas  (Figura 4). Las cadherinas forman una superfamilia con al menos seis 

subfamilias, que se pueden distinguir sobre la base de la composición del dominio de la 

proteína, la estructura genómica y el análisis filogenético de las secuencias de la proteína (41). 

Tienen un rol importante en eventos específicos de adhesión célula-célula, su expresión parece 

estar bien regulada durante el desarrollo y cada tipo de tejido o célula muestra un patrón 

característico de moléculas de cadherina particulares. En las neoplasias humanas se conoce 

como la regulación inadecuada de sus niveles conduce a una invasión de células cancerosas 

agravadas y a la metástasis. Al igual que las inmunoglobulinas y los receptores de células T, la 

familia del receptor neuronal relacionado con cadherina (CNR) cuenta con regiones constantes y 

variables que mediante splicing generan productos genéticos diversificados. Por lo que 

comprendiendo mejor estos cambios podrían extrapolarse en ambos sistemas para obtener nueva 

información acerca de cómo se regulan de forma diferenciada en las neoplasias. Por otra parte, 

las PCDH son un grupo de glicoproteínas de superficie de las neuronas que se expresan en 

regiones específicas del sistema nervioso central. Consisten en más de 50 genes, codificados por 

tres clusters de genes muy relacionados entre sí: alfa, beta y gama. A través de splicing 

alternativo se generan múltiples isoformas alfa y gama, lo que potencialmente genera una 

enorme variabilidad en moléculas de la superficie celular. Fueron estas formas alfa y gamma las 

que tuvieron más relevancia en nuestros resultados (42). La protocadherinas alfa y gamma, 

están ubicadas en el cromosoma 5 con una organización genómica inusual similar a la de los 

grupos de genes del receptor de células B y células T (42).  

Existen estudios que revelan que las cadherinas juegan un rol en promoviendo la proliferación y 

supervivencia del mieloma de las células de la médula ósea (43). Otros autores plantean que la 

inhibición de las N-cadherinas aumentaría la proliferación de las células madre del cáncer (44). 

Es bien conocido que los niveles séricos de E-cadherina circulantes tienen implicancias 

pronosticas (45). Por lo tanto, se podría plantear que el aumento en la expresión de las 

cadherinas tendrían un rol en la proliferación celular en la MO, y su disminución podría estar 

implicada en la evasión de la MO y metástasis. 
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Como puede verse en la Figura 4, un 5.2% de los submódulos vinculó la patogenia molecular 

del MM con el sistema de proteínas policomb de regulación epigenética. Las proteínas 

Policomb constituyen otro de los mecanismos implicados en la regulación del ciclo celular es la 

acción de las proteínas Policomb en la regulación del ciclo celular. Dentro del complejo 

Polycomb2 se incluye al promotor de zeste 2 (EZH2), a su homologo EZH1, al supresor de 

zeste 12 (SUZ12) y al embryonic ectoderm development (EED). De estos destacamos al EZH2 

por su rol en el silenciamiento de genes mediante la metilación de  la histona 3 (46). Mutaciones 

que causan la perdida de función de EZH2 se encontraron relacionadas con las neoplasias 

mieloproliferativas, por lo que se plantea que este podría ser un target para futuros estudios. 

Además, en un 3,4% de los resultados arrojados por DAVID se menciona la proteína HUWE1, 

por lo que se plantea que la búsqueda de un nuevo sustrato de la E3 ligasa, enzima que media la 

especificidad de las reacciones dirigiendo a las E2 a las proteínas blanco, podría proporcionar 

un método para regular distintos procesos celulares. Por ejemplo la proteína HUWE1, que 

interactúa con y regula la ubiquitinación y la estabilidad de la transcripción inducible por daños 

en el ADN 4 (DDIT4) y está implicada en el cáncer y las discapacidades intelectuales (47). 

El HIF1A, regula la respuesta celular a la hipoxia y está implicado en la progresión del cáncer. 

Si bien se conoce su respuesta al oxigeno se sabe menos sobre el destino de su ARNm. La 

enzima desubiquitinante USP52 actúa como un regulador importante al disminuir la eliminación 

del HIF1A por el SUP. Los niveles de ARNm de HIF1A se reducen ante la disminución de 

USP52, llevando a una menor cantidad de dianas hipóxicas reguladas por HIF1A. Lo que 

disminuiría las vías que promueven la angiogénesis, necesarias para la progresión tumoral (48).  

De este modo se propone que al actuar selectivamente sobre la USP52 se podría reducir este 

mecanismo.  

Dentro del sistema inmune se encontró la relación entre el receptor de quimioquinas CCR1, que 

se expresa de forma endógena en las membranas celulares de una amplia gama de tipos de 

células inmunológicas, y las beta arrestinas. Estas son proteínas citosólicas responsables de la 

supervivencia de los linfocitos T y además son un factor importante en ciertas enfermedades 

autoinmunes como es el caso de la esclerosis múltiple, ya que aumenta la susceptibilidad a la 

autoinmunidad (49).Actúan principalmente regulando a la baja la acción del grupo más grande 

de receptores transmembrana celulares al "desensibilizarlos" inhibiendo estéricamente la 

activación de la proteína G. Además, cumple funciones importantes en la endocitosis de 

receptores mediada por clatrina. Como se sabe que  el ARNm de la quimioquina CCL3 se 

encuentra aumentada en la médula ósea en pacientes con enfermedad ósea por mieloma, se 

demostró que al inhibir el CCR1 se impide la formación de osteoclastos y por lo tanto se 
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disminuye la destrucción ósea (49). Este mecanismo aún no está disponible para su uso clínico, 

pero se cree que podría ser empleado como tratamiento de las complicaciones óseas del 

mieloma en un futuro cercano.  

MERLIN es una proteína supresora de tumores; sus mutaciones se han identificado en múltiples 

tumores benignos y cánceres malignos. La pérdida de función de la proteína lleva a una 

sobreexpresión de KSR1. Este es necesario para la entrada al ciclo celular inducida por el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) además está involucrada en muchos fenotipos 

patológicos causados por la pérdida de MERLIN, a saber, la morfología multipolar, la adhesión 

mejorada de la matriz celular, la adhesión focal y, lo más importante, el aumento de la 

proliferación y la supervivencia. 

MERLIN desempeña un papel crucial en la regulación de varios componentes del 

microambiente de la MO, incluidas las células estromales, las células endoteliales y los 

osteoblastos, generando su proliferación (50). Teniendo en cuenta esta información se plantea la 

posibilidad de que alteraciones en esta proteína puedan dar un aumento en la supervivencia y 

proliferación de los precursores de células B así como un funcionamiento aberrante en los 

osteoclastos. (50).  

Modelo Hipotético de Regulación y Coordinación de la Autofagia y del Pasaje G1/S. 

Además de descubrir importantes asociaciones funcionales de grupos génicos con subdominios 

liderados por genes asociados al MM, pudimos mapear componentes del SUP en cada uno de 

los submódulos. Dado que la regulación de la expresión de CKS1B es desconocida y en el 

Mieloma Múltiple se ha observado un aumento de su número de copias (51), propusimos un 

modelo hipotético que logra vincular CKS1B con un grupo de componentes del SUP presentes 

en su módulo que son huérfanos de vía según reactoma. En dicho modelo hipotético 

proponemos que CKS1B que participa de la regulación del pasaje G1/S y participa también de 

la regulación de su propia degradación y de la degradación de organelos membranosos junto con 

los componentes huérfanos del SUP, llevando a una coordinación de la autofagia, la 

degradación proteasomal y el ciclo celular. Alrededor del 35-40% de los pacientes con MM 

presentan duplicaciones del brazo largo del cromosoma 1 que se relacionan con CKS1B. El 

mecanismo subyacente a la amplificación de 1q se cree que involucra inestabilidad de la región 

pericentromérica 1q12 y translocaciones de todo el brazo 1q, que podrían estar relacionadas con 

la hipometilación específica del pericentromérico 1q12.  

Posteriormente se podrían plantear varios experimentos para poder verificar esta hipótesis, por 

ejemplo, se podría buscar con anticuerpos específicos para estas proteínas la colocalización en 

endosomas. Otros experimentos podrían estar basados en la expresión de dominantes negativos, 
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es decir expresar proteínas con algunas fallas que no puedan cumplir su función y provoquen 

una detención en la vía. 

 

Figura 7. Este modelo representa las mutaciones coexistentes más frecuentes que impulsan la evolución 

clonal desde MGUS hasta MM. Figura obtenida de “Genomic complexity of multiple myeloma and its 

clinical implications”. Se observa en las mutaciones non-HRD la ganancia en el brazo largo del 

cromosoma 1 en color azúl. (1). 

 

Conclusiones  

El análisis que asocia datos de expresión ricos en información, listas de genes con rol 

patogénico y listas de componentes del SUP de acuerdo con métodos de medicina de redes, 

arrojó nuevas informaciones sobre grupos funcionales y potenciales mecanismos que están 

actualmente siendo investigados por diversos laboratorios en el mundo entero. Este tipo de 

investigaciones permiten elaborar modelos a ser validados en forma experimental. 
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ANEXO 2. Comandos para programa lm en lenguaje R 
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