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ABSTRACT 

Colorectal cancer (CRC) is a frequently lethal disease with heterogeneous outcomes 

and drug responses. These differences reside in the intrinsic molecular features of the 

tumors. The current standard of care for locally advanced rectal cancer (RC) is 

neoadjuvant radio-chemotherapy (NRC) with 5-Fluorouracil (5Fu) as the main drug, 

followed by surgery and adjuvant chemotherapy. While a group of patients will achieve 

a pathological complete response, a significant percentage will not respond to the 

treatment. The Unfolding Protein Response (UPR) pathway is generally activated in 

tumors and results in resistance to radio-chemotherapy. Previous data from our group 

showed that RHBDD2 gene is overexpressed in the advanced stages of CRC and that it 

could modulate the UPR pathway. Moreover, RHBDD2 expression is induced by 5Fu. 

We thus hypothesized that the overexpression of RHBDD2 in the advanced stages of 

CRC could impact the regulation of the UPR pathway providing tumor cells with a stress-

resistant phenotype. In the present study, we demonstrate that the overexpression of 

RHBDD2 in CACO2 cell line confers resistance to 5Fu, favors cell migration, adhesion 

and proliferation and has a profound impact on the expression of both, the UPR genes 

BiP, PERK and CHOP, and the cell adhesion genes FAK and PXN. We also determined 

that RHBDD2 binds to BiP protein, the master UPR regulator. Finally, we confirmed that 

a high expression of RHBDD2 in RC tumors after NRC treatment is associated with the 

development of local or distant metastases. The collected evidence positions RHBDD2 

as a promising prognostic biomarker to predict the response to NRC in patients with RC.
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R ESU MEN 

El cáncer colorrectal (CCR) es una enfermedad frecuentemente letal con pronóstico 

y respuesta al tratamiento heterogéneos. Estas diferencias residen en las características 

moleculares intrínsecas de los tumores. Los pacientes con cáncer de recto (CR) 

avanzado reciben radio-quimioterapia (RQT) neoadyuvante con 5-Fluorouracilo (5Fu) 

como principal droga utilizada, seguida de cirugía y quimioterapia adyuvante. Un grupo 

de pacientes presenta una respuesta patológica completa al tratamiento neoadyuvante, 

mientras que un significativo grupo no obtiene una respuesta favorable. La vía del UPR 

se encuentra activa en tumores colorrectales y se ha demostrado que su activación 

confiere quimiorresistencia a células tumorales. En estudios previos de nuestro grupo, 

se demostró que RHBDD2 se sobrexpresa en estadios avanzados del CCR, se induce 

frente al tratamiento con 5Fu y se asocia a la vía del UPR. Por lo tanto, se planteó la 

hipótesis de que la sobreexpresión de RHBDD2 en los estadios avanzados del CCR 

podría afectar la regulación de la vía del UPR dando lugar a un fenotipo celular 

quimiorresistente. En la presente tesis, demostramos que la sobreexpresión de 

RHBDD2 en la línea celular CACO2 confiere resistencia al tratamiento con 5Fu, favorece 

la migración, la adhesión y la proliferación celular. Además, tiene un profundo impacto 

en la expresión de los genes del UPR: BiP, PERK y CHOP, y en los genes de adhesión 

FAK y PXN. Mediante inmunoprecipitación, observamos que RHBDD2 se une a BiP, la 

chaperona principal del UPR. En tumores de recto, se determinó que aquellos que 

mantienen alta expresión de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante se asocian 

al desarrollo de metástasis local o a distancia. Estos resultados en conjunto posicionan 

a RHBDD2 como un biomarcador pronóstico prometedor para predecir la respuesta a la 

RQT en pacientes con CR.
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    IN TRODU CCIÓN  

 

 

1    E l tracto gastrointes tinal 

 

“Toda enfermedad comienza en el intestino” 

Hipócrates (460-370 a.C.) 

 

Hace aproximadamente 2500 años, Hipócrates, quién ha sido considerado “el padre 

de la medicina” le atribuía al intestino un rol central en la salud humana. En la actualidad, 

se ha demostrado que la integridad de la pared intestinal es fundamental para la correcta 

nutrición y función de todos los sistemas de órganos que componen el cuerpo humano. 

En la presente introducción abordaremos las principales funciones del intestino y nos 

centraremos en el intestino grueso, puntualmente en el carcinoma colorrectal (CCR). 

 

1.1 Estructura, histología y función del tracto gastrointestinal. 

El sistema digestivo consiste en el tracto digestivo –cavidad oral, esófago, estómago, 

intestino delgado y grueso, y ano- y sus glándulas asociadas –glándulas salivales, 

hígado y páncreas-. También denominado tracto gastrointestinal (GI) o canal 

alimentario, su función es obtener, del alimento ingerido, la materia y la energía 

necesaria para el crecimiento, funcionamiento y mantenimiento del cuerpo1. 

Todas las regiones del tracto GI poseen características estructurales en común. El 

tracto GI es un tubo hueco con un lumen de diámetro variable y una pared constituida 

por cuatro capas principales: mucosa, submucosa, muscularis y serosa1 (Figura 1). 

La mucosa consiste en un epitelio de revestimiento, una capa subyacente de tejido 

conectivo laxo, rico en vasos sanguíneos y linfáticos, linfocitos y células de músculo liso, 

denominada lámina propia, y una delgada capa de músculo liso denominada muscularis 

mucosae, que separa la mucosa de la submucosa. La mucosa intestinal se caracteriza 

por la presencia de microvellosidades que le permiten aumentar la superficie de 

absorción (Figura 1). 
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La submucosa contiene tejido conectivo denso, con vasos más grandes y un plexo 

submucoso (Meissner) de nervios autónomos (Figura 1). 

La capa muscularis está compuesta por células de músculo liso organizadas en dos 

o más subcapas; la interna generalmente circular y la externa longitudinal. El tejido 

conectivo entre ambas subcapas contiene vasos sanguíneos, linfáticos y un plexo 

mientérico (Auerbach) de nervios autónomos, este y el de Meissner comprenden el 

sistema nervioso entérico (Figura 1). 

La serosa es una delgada capa de tejido conectivo laxo, rico en vasos sanguíneos, 

linfáticos y tejido adiposo, recubierta por un epitelio simple escamoso, denominado 

mesotelio (Figura 1). 

 

Figura 1. Estructura 
del tracto digestivo. 
Se esquematiza la 
estructura general del 
tracto GI y se 
especifican sus cuatro 
capas principales: 
mucosa, submucosa, 
muscularis y serosa. 
Tomado y adaptado de: 
Junqueira’s, Basic 
Histology, Text and 
Atlas, 13th edition. 
 

 

 

 

 

 

1.2 El intestino  

El intestino, precedido por la cavidad oral, el esófago y el estómago, se encarga de 

la absorción de nutrientes, agua y electrolitos. La absorción de nutrientes se lleva a cabo 

en el intestino delgado, mientras que la absorción agua, electrolitos y la transformación 

del material indigerible en heces se realiza en el intestino grueso1. 

La pared intestinal se encuentra vinculada al sistema nervioso central (SNC) a través 

del sistema nervioso entérico (SNE) que permite regular las secreciones glandulares y 

el peristaltismo, entre otros procesos1. 

El intestino, además, es el órgano con mayor asociación al sistema inmune. Se 

estima que aloja el 50% de los linfocitos humanos. Allí, el sistema inmune interactúa con 

una gran diversidad de antígenos presentes en el alimento y en la microbiota2. La 
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microbiota intestinal se compone de un conjunto de más de diez billones de 

microorganismos comensales, simbióticos y patógenos que viven en el intestino. Posee 

funciones nutricionales, regula el ph y la peristaltis intestinal y contribuye a la 

maduración y modulación del sistema inmune3. El 80% de la microbiota intestinal se 

aloja en el intestino grueso. Actualmente desbalances en la microbiota se han asociado 

a diversas patologías, entre ellas, desórdenes metabólicos, como diabetes u obesidad, 

enfermedades cardiovasculares, neurológicas y de salud mental4,5,6. Además, estudios 

recientes indican que el microbioma (el genoma de la totalidad de los microoganismos 

presentes en el tejido) se encuentra implicado en el desarrollo de neoplasias y en la 

respuesta de los tumores al tratamiento7,8. 

  

1.3 El intestino grueso. 

El intestino grueso, presenta las siguientes regiones: un corto ciego, con una válvula 

ileocecal y un apéndice; un colon ascendente (derecho), transverso, descendente 

(izquierdo) y sigmoideo; y un recto, donde se almacenan las heces hasta su evacuación1 

(Figura 2). 

 

Figura 2. Regiones del intestino grueso. El 
intestino grueso consiste en el ciego; el colon, con 
cuatro regiones: ascendente, transverso, 
descendente y sigmoide; y el recto. Tomado y 
adaptado de: Junqueira’s, Basic Histology, Text 
and Atlas, 13th edition. 
 

 

 

 

 

 

 

La mucosa del intestino grueso está penetrada en toda su longitud por glándulas 

intestinales tubulares. Estas y el lumen intestinal están revestidas por una capa epitelial 

de células absortivas y caliciformes y un pequeño número de células enteroendócrinas 

(Figura 3). Las células columnares absortivas presentan microvilli. Las células 

caliciformes producen el moco y se van haciendo numerosas hacia el recto. Las células 

madre epiteliales (progenitoras) se ubican en el tercio inferior de cada glándula1. 

La lámina propia es rica en células y nódulos linfoides que se extienden dentro de la 

submucosa. 
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La muscularis del colon posee una capa circular y una longitudinal característica que 

se organiza en tres bandas longitudinales separadas, denominada teniae coli1 (Figura 

3). 

 

 

Figura 3. Diagrama de la pared del intestino grueso. Se muestra la pared del intestino grueso compuesta 
de las cuatro capas típicas. a) La submucosa está bien vascularizada. La muscularis presenta una capa 
circular interna típica, pero la externa longitudinal está sólo presente en tres bandas igualmente espaciadas, 
la teniae coli. b) La mucosa está ocupada principalmente por las glándulas intestinales que se extienden en 
profundidad hasta la muscularis (HyE, 10X).Tomado y adaptado de: Junqueira’s, Basic Histology, Text and 
Atlas, 13th edition. 

 

2    E l cáncer colorrectal 

 

2.1 Cáncer 

El cáncer es una enfermedad heterogénea caracterizada por la acumulación de 

mutaciones en una célula que la conducen a un estado neoplásico que culmina en la 

formación de un tumor9. Los tumores malignos son capaces de invadir estructuras 

adyacentes y diseminarse a otros tejidos u órganos. La diseminación del tumor a otros 

tejidos u órganos, se denomina metástasis. Eventualmente las metástasis producen 

daño sistémico, y dan lugar a la muerte del individuo2. Los tumores malignos presentan 

características distintivas: señales permanentes de promoción del crecimiento celular, 

evasión de la supresión del crecimiento, inmortalidad replicativa, invasión y metástasis, 

inestabilidad genómica y mutación, inducción de angiogénesis, resistencia a la 

apoptosis, desregulación del metabolismo energético, evasión de la respuesta inmune 

y promoción de la inflamación10 (Figura 4).  

La inestabilidad genómica y la promoción de la inflamación son características 

cruciales para la adquisición de los otros rasgos tumorales, ya que promueven la 

transformación celular y la consecuente progresión tumoral. Además, en la adquisición 

de muchas de estas características participan las células normales del estroma que 
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rodean al tumor, las cuales contribuyen al desarrollo de las capacidades tumorales y 

conjuntamente dan lugar al microambiente tumoral10. 

 

Figura 4. 
Características 

distintivas de las 
células tumorales. 
Se esquematizan las 
diez características 
distintivas que 
adquieren las células 
somáticas al 
transformarse en 
células tumorales.  
Tomado y adaptado 
de: Hanahan & 
Weinberg, 2011. 
 

 

 

 

 

 

2.2 Cáncer colorrectal 

Cualquier masa de lesión neoplásica del tracto GI puede generar una protrusión de 

la mucosa denominada pólipo. La neoplasia poliposa más común y con mayor 

relevancia clínica es el adenoma de colon: pólipos benignos que originan a la mayoría 

de los adenocarcinomas colorrectales. Un gran número de adenomas, sin embargo, no 

progresa a carcinoma. Los adenomas colorrectales se caracterizan por la presencia de 

displasia epitelial2.  

 

2.3 Epidemiología  

El adenocarcinoma colorrectal o CCR constituye la mayor causa de mortalidad y 

morbilidad por neoplasias del tracto digestivo en todo el mundo11. En el 2018 se 

detectaron aproximadamente un millón de casos nuevos y alrededor de 550.000 

personas murieron por CCR12. 

La incidencia del CCR en Argentina es equiparable a la de otros países del continente 

americano como Estados Unidos, Brasil y Chile (Figura 5). Sin embargo, la tasa de  

mortalidad en Argentina es significativamente mayor a la de estos países (Figura 5), 

evidenciando la necesidad de mejorar la atención y el tratamiento de los pacientes con 

CCR a fin de reducir la tasa de mortalidad. La prevalencia a 5 años del CCR en la 
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Argentina es equivalente a la de sus países limítrofes Chile y Brasil, siendo todas 

menores a la de Estados Unidos (Figura 5). 

 

Figura 5. Estadística 
epidemiológica del CCR en 
2018. Incidencia (a), 
mortalidad (b) y prevalencia (c) 
del CCR a nivel mundial en 
2018 para ambos sexos y 
todas las edades. Las 
variables se esquematizan en 
escala de colores creciente. 
Tomado y modificado de: 
Globocan 2018, Cancer Today 
Organización Mundial de la 
salud (http//gco.iarc.fr/today/) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Argentina, constituye el segundo tipo de neoplasia más frecuente, luego del 

cáncer de mama. Según estimaciones de la IARC (Agencia Internacional de 

Investigación del cáncer de la Organización Mundial de la Salud), en nuestro país se 

produjeron 15.692 nuevos casos en 2018 de los cuales 8.527 fueron hombres afectados  

y 7165 mujeres (Tabla 1). 

El CCR causó en 2018 en Argentina 8.721 muertes, ubicándose en el segundo lugar 

luego del cáncer de pulmón con 10.662 muertes y precediendo al cáncer de mama que 

produjo 6.380 defunciones. La tasa de mortalidad ajustada en ambos sexos para el 2017 

fue de 12 x 100.000 habitantes13. 

 

2.4 Carcinogénesis colorrectal. 

La combinación de eventos moleculares que conducen al CCR es heterogénea e 

involucra alteraciones genéticas y epigenéticas14. En términos generales existen al 

menos dos vías moleculares de carcinogénesis bien caracterizadas. 
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Tabla 1. Incidencia y mortalidad del cáncer en Argentina, 2018 

LOCAL IZACIÓN  
IN CIDEN C
IA 

MU JERES 
H OMB RE
S 

MORTAL ID
AD 

Mam a 21.558 21.558 - 6.380 

Colorrectal 15.692 7.165 8.527 8.721 

Próstata 11.600 - 11.600 3.974 

Pulm ón 11.595 4.484 7.111 10.662 

Riñón 4.889 1.724 3.165 2.314 

Páncreas 4.878 2.576 2.302 4.683 

Cervix 4.484 4.484 - 2.231 

Es tómago 3.980 1.444 2.536 3.202 

Vejiga 3.631 842 2.789 1.599 

Tiroides 3.482 3.015 467 265 

L infom a N o-
H odgkin 

3.405 1.467 1.938 1.620 

Encéfalo y otros  
SN C 

3.001 1.414 1.587 1.616 

Leucem ias 2.934 1.365 1.569 2.098 

Cuerpo de útero  2.412 2.412 - 895 

H ígado 2.343 979 1.364 2.113 

Ovario 2.330 2.330 - 1.321 

Esófago 2.299 794 1.505 1.891 

Otros 12.224 4.121 8.103 13.193 

Total 125.014 66.131 58.883 68.778 

Tomado y modificado de: https://www.argentina.gob.ar/salud/instituto-nacional-del-
cancer/estadisticas/incidencia 
 

La secuencia clásica adenoma-carcinoma es la que siguen los tumores con 

inestabilidad cromosómica (CIN, del inglés Chromosome Instability), los cuales 

constituyen el 80% de los tumores de colon esporádicos (Figura 6). El proceso 

neoplásico comienza con la inactivación del gen supresor de tumores APC, ya sea por 

deleción del brazo largo del cromosoma 5 (5q) o mutación inactivante. APC es un 

regulador negativo clave en la vía de señalización Wnt y uno de los responsables de 

retener a β-catenina en el citoplasma e inducir su degradación en el proteosoma, 

evitando que esta se transloque al núcleo y active la transcripción génica14,15. Dentro de 

los genes activados por β-catenina se encuentra MYC, un importante promotor de la 

progresión del ciclo celular (Figura 7). El 94% de los tumores de colon poseen alterada 

la vía Wnt demostrando el rol relevante que cumple esta vía en el control de la 

proliferación y en el comienzo del proceso carcinogénico16. 

Posteriormente a la alteración de la vía Wnt, se acumulan mutaciones adicionales, 

como la mutación en KRAS, que se encuentra en el 35% de los tumores colorrectales y 

que promueve el crecimiento y previene la apoptosis (Figuras 6 y 7). 
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La progresión neoplásica está también asociada a la pérdida de otros genes 

supresores de tumores como SMAD2 y SMAD4, causada por la deleción del cromosoma 

18q14,17. Las proteínas SMAD son efectores de la vía TGF-β (del inglés: Transforming 

growth factor beta) e inhiben la progresión del ciclo celular (Figura 7). 

La secuencia continúa con la inactivación del gen supresor de tumores TP53, el cual 

se encuentra mutado en el 70-80% de los tumores de colon14,16. Su inactivación 

raramente se presenta en adenomas, sugiriendo que la mutación en TP53 es un evento 

tardío dentro de la carcinogénesis colorrectal (Figura 6). La pérdida de función de TP53 

es a menudo causada por la deleción del brazo corto del cromosoma 17 (17p). 

 

 

 

Figura 6. Cambios morfológicos y moleculares en la secuencia adenoma-carcinoma. La pérdida de 
una copia normal del gen supresor de tumores APC ocurre tempranamente. Las personas pueden nacer 
con un alelo mutado, haciéndolas extremadamente susceptibles al desarrollo del cáncer de colon, o bien la 
inactivación de APC puede ocurrir a edad avanzada. A la pérdida de APC le siguen alteraciones en la 
metilación normal de secuencias promotoras (modificación epigenética) inactivando genes relevantes en el 
control del ciclo celular. Otras mutaciones y deleciones suceden en genes como KRAS, p53, SMAD2 y 
SMAD4, conducentes a la aparición del carcinoma, en el cual ocurren otras mutaciones. Si bien existe una 
sucesión temporal en estos cambios, es el efecto agregado de las mutaciones, más que su orden de 
ocurrencia, lo que pareciera ser determinante. Tomado y modificado de: Robbins, Basic Pathology, 9th 
Edithion. 

 

La otra vía, es la que atraviesan los tumores con mutaciones en las enzimas de 

reparación del ADN. En ellos el tejido acumula mutaciones en secuencias microsatélites 

(secuencias cortas repetitivas) dando lugar al fenotipo con inestabilidad de 

microsatélites (MSI, por sus siglas en inglés: Microsatellite Instability)18. Algunas 

secuencias microsatélites se encuentran localizadas en regiones promotoras de genes 

involucrados en la regulación del ciclo celular, como por ejemplo el promotor de 
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TGFβR2, receptor del TGF-β y activador de las proteínas SMAD19,20. La inactivación de 

TGFβR2 impide que se traduzca una señal inhibitoria de la proliferación (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Vías moleculares alteradas en el CCR. Se esquematizan las vías moleculares mayormente 
alteradas durante la carcinogénesis colorrectal: Wnt, VEGF, PI3K, TP53, EGFR, TGF-β, TNF-α. La vía Wnt, 
las vías de receptores tirosina kinasa (RTKs) que regulan a las proteínas JAK-STAT y la vía de las MAPs 
Kinasas promueven la progresión del ciclo celular. La vía de PI3K inhibe la apoptosis celular, promoviendo 
indirectamente la supervivencia celular. Los intermediaros del conjunto de vías de señalización que 
favorecen la supervivencia y la progresión del ciclo celular, sufren mutaciones activantes, amplificaciones, 
sobreexpresión y/o up-regulación de sus moléculas activadoras. Además, presentan mutaciones 
inactivantes, delecion y/o down-regulación sobre los inhibidores de la vía. La vía de TGF-β, a través de la 
activación de las proteínas SMAD, inhibe la progresión del ciclo celular. En CCR, son frecuentes las 
deleciones en SMAD2/3/4. 

 

La secuencia del gen pro-apoptótico BAX también se ha detectado alterada en 

tumores de colon con MSI21. La reducción en la expresión de BAX permite aumentar la 

supervivencia de clones con anormalidades genéticas. 

La inestabilidad de microsatélites y la deficiencia en la reparación del ADN han sido 

asociadas a los adenomas serrados sésiles, así como también a los carcinomas que se 

generan a partir de ellos. 

Un tercer grupo, que algunos autores consideran dentro y otros fuera de los MSI, 

incluye a tumores con fenotipo metilador de islas CpG (CIMP, del inglés CpG Island 

Methylator Phenotype)22. Algunos de estos tumores poseen MSI debido a que se 
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encuentran metilados aquellos genes encargados de la reparación del ADN, lo cual 

genera dicha inestabilidad. Por ejemplo, la hipermetilación del promotor de la enzima 

MLH1, reduce la expresión de la misma y por lo tanto su función reparadora. Además, 

estos tumores generalmente portan mutaciones activantes en el oncogén BRAF, pero 

no en KRAS ni en TP53 (Figura 7). La combinación de MSI con metilación del promotor 

de MLH1 y mutación en BRAF, es una característica distintiva de esta secuencia 

carcinogénica2. 

Un pequeño grupo de tumores de colon tiene un aumento en la metilación de las islas 

CpG en ausencia de MSI. Muchos de estos tumores tienen mutaciones en KRAS, pero 

no en BRAF y TP53. Las mutaciones en TP53 no son frecuentes en tumores de colon 

con fenotipo metilador16.  

 

2.5 Factores de Riesgo.  

Factores genéticos y ambientales impactan en el desarrollo del CCR. Dentro de los 

factores genéticos, la incidencia familiar contribuye al riesgo de padecer CCR. Los 

pacientes que heredan una copia mutada del gen APC, desarrollan poliposis 

adenomatosa familiar; un desorden autosómico dominante por el que se desarrollan 

numerosos adenomas colorrectales durante la adolescencia2. 

El CCR Hereditario No Polipósico (HNPCC por sus siglas en inglés Hereditary Non-

Polyposis Colorectal Cancer) es causado por mutaciones heredadas en genes que 

codifican enzimas responsables de la detección y reparación del ADN23,24. 

La inflamación crónica es una de las patologías previas con mayor riesgo de 

desencadenar CCR. Los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal, incluyendo 

colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn poseen un riego muy alto de desarrollar colitis 

asociada al CCR25,26. 

Los factores ambientales que impactan en el desarrollo del CCR se encuentran 

fuertemente asociados a la dieta. El consumo de granos enteros, frutas y fibra vegetal 

reducen el riesgo de desarrollar CCR mientras que el alto consumo de carbohidratos 

refinados, grasas, carnes rojas y alimentos ultra procesados confieren un mayor riesgo 

de desarrollar la enfermedad27,28. El consumo de alcohol y tabaco también aumentan el 

riesgo de desarrollar CCR de una manera dosis dependiente29,30. 

La microbiota intestinal ha demostrado tener un fuerte impacto en el desarrollo del 

CCR. Algunos microorganismos tienen propiedades pro-carcinogénicas como la 

liberación de compuestos que dañan el ADN, la inducción de la proliferación celular, la 

permeabilización de la pared intestinal y la inducción de inflamación crónica31. Los 



IN TRODU CCIÓN  
 

24 
 

pacientes con CCR poseen una microbiota menos abundante, con una reducción 

significativa de los microorganismos benéficos32. Los alimentos incluidos en la dieta 

afectan la composición de la microbiota intestinal sustentando el impacto que la 

conducta alimentaria posee sobre el riego de desarrollar la enfermedad33. 

El nivel socioeconómico también guarda relevancia en el desarrollo de estos tumores, 

siendo las personas de mayor vulnerabilidad económica las mayormente afectadas por 

CCR34. 

 

2.6 Clasificación y estadificación tumoral. 

La clasificación tumoral es una herramienta que permite codificar la extensión y la 

diseminación del tumor en el paciente. El grado tumoral refiere al estado de 

diferenciación de las células tumorales. Mientras que, el estadio indica el tamaño de la 

lesión primaria, la presencia o ausencia de ganglios linfáticos afectados y el desarrollo 

de metástasis2. 

Dukes y Kirklin construyeron un sistema de clasificación, llamado TNM (tumor-

nódulo-metástasis), que refleja el estadio tumoral (Tabla 2), y que sentó la bases para 

la construcción del sistema de estadificación del American Joint Commite of Cancer 

(AJCC)2 (Tabla 3). 

En CCR, las características de pobremente diferenciado y/o mucinoso están 

asociadas con mal pronóstico. Sin embargo, los dos factores pronósticos más 

importantes son la profundidad de invasión y la presencia o ausencia de metástasis en 

nódulos linfáticos, también llamada metástasis ganglionar2. La invasión por parte del 

tumor de la muscularis propia significa una reducción en la supervivencia que decrece 

aún más en presencia de metástasis ganglionar. 

El sitio metastásico más frecuente en cáncer de colon es el hígado, debido a la 

presencia del drenaje portal. No obstante, también puede aparecer metástasis en 

nódulos linfáticos regionales, pulmones y huesos2. El recto no posee drenaje portal y 

por ello, el pulmón es el sitio metastasico primario más frecuente en los pacientes con 

cáncer de recto (CR)35. 

 

2.7 Clasificación molecular. 

La clasificación molecular basada en perfiles de expresión génica está ampliamente 

aceptada como un recurso relevante para la estratificación o sub-tipificación del CCR36. 

La variabilidad de las plataformas de expresión génica, de los métodos de preparación 

de las muestras, de los métodos de procesamiento de los datos y la aplicación de 
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diferentes algoritmos a diversas cohortes de pacientes han dado lugar a un conjunto de 

clasificaciones16,37,38,39,40,41,42,43. Con el objetivo de unificar la clasificación molecular del 

CCR y para facilitar la traslación clínica, se formó recientemente un consorcio 

internacional entre los distintos grupos de expertos, dedicado al intercambio de datos y 

análisis a gran escala44. El Consorcio de Sub-tipificación del Cáncer Colorrectal 

(CRCSC, Colorectal Cancer Subtyping Consortium) fue formado entonces para 

determinar la presencia o ausencia de subtipos moleculares bien definidos entre las 

distintas clasificaciones del CCR44. De este modo, el CRCSC definió cuatro subtipos 

moleculares con características distinguibles (CMS 1-4), siendo hasta el momento la 

clasificación más robusta del CCR (Tabla 4). 

 

Tabla 2. Clasificación TNM. 1  

TU MOR Tis D isplas ia in s itu 

  T1 Tum or que invade la subm ucosa 

  T2 Tum or que invade m uscularis  propia 

  T3 Tum or invade a través de m uscularis  propia 

  T4 Tum or invade órganos adyacentes 

  T4a Penetra en el peritoneo 

  T4b Invade otros  órganos o es tructuras 

GANGLIOS N 0 Ausencia de afectación ganglionar 
L IN FÁTICO
S N 1 

Presencia tum oral en 1 a 3 ganglios  linfáticos  
perirectales . 

  N 1a Presencia tum oral en 1 ganglio regional 

  N 1b Presencia tum oral en 2 a 3 ganglios  regionales  

  N 1c 
Invade tejidos  perirectales  s in afectar ganglios  
regionales  

  N 2 Afectación de 4 o más ganglios  linfáticos 

  N 2a Afectación de 4 a 6 ganglios  linfáticos 

  N 2b Afectación de m ás de 7 ganglios  linfáticos  

ME TÁSTAS
IS M0 Ausencia de m etástas is 

  M1 Presencia de m etástas is a distancia 

  M1a Metástas is  en un órgano 

  
M1b Metástas is  en m ás de un órgano o partes  distantes  

del peritoneo 

1 T indica el grado del tumor incluyendo desde la displasia de alto grado (in situ) hasta el 
tumor metastásico. N hace referencia a la invasión de los ganglios por las células tumorales, 
que puede se nula (N0) o bien llegar a afectar más de 7 ganglios (N2b). M hace referencia 
a la presencia o ausencia de metástasis, M0 indica que el tumor no invadido otros órganos 
y M1 indica que las células tumorales se encuentran afectando otros órganos. 
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Tabla 3. Estadios tumorales según la clasificación TNM.1 

ESTADI
O TN M 

I T1 N 0 M0 

  T2 N 0 M0 

IIA T3 N 0 M0 

IIB  T4a N 0 M0 

IIC T4b N 0 M0 

IIIA  T1-T2 N 1/N 1c M0 

  T1 N 2a M0 

IIIB  T3, T4a N 1 M0 

  T2, T3 N 2a M0 

  T1, T2 N 2b M0 

IIIC T4a N 2a M0 

  T3, T4a N 2b M0 

  T4b N 1, N 2 M0 

IVA Todos los  T Todos los  N  M1a 

IVB Todos los  T Todos los  N  M1b 

1 Los estadios tumorales  I, II, III y IV se homologaron según sus 
características con las clasificaciones Dukes y TNM. Tomado y 
adaptado de Robbins and Cotran, Pathologic Basis of Disease, 9th 
Edition, 2015. 
 

El grupo CMS1 comprende a la mayoría de los tumores con MSI, con expresión 

alterada de las proteínas involucradas en la reparación de daño en el ADN, con 

hipermetilación extendida, mutaciones en el gen BRAF, sobreexpresión de genes 

asociados a infiltración inmune y fuerte activación de las vías de evasión del sistema 

inmunológico. Este grupo recibe el nombre de CMS1-MSI immune44 (Tabla 4). Los 

grupos CMS2-CMS4 son los que presentan mayor inestabilidad cromosómica. CMS2 

con el mayor número de ganancias en oncogenes y pérdidas en genes supresores de 

tumores, con diferenciación epitelial y una fuerte activación de intermediarios de las vías 

WNT y MYC, ambas vinculadas a la carcinogénesis CR. Este grupo fue denominado en 

consecuencia CMS2-Canonical44 (Tabla 4). El grupo CMS3 incluye tumores 

enriquecidos en genes estrechamente asociados a múltiples vías metabólicas, en línea 

con una alta tasa de mutación del gen KRAS, descrito como un inductor potente de la 

adaptación metabólica45. Por estas razones el grupo recibe el nombre de CMS3-

Metabolic. Finalmente, los tumores CMS4-Mesenchymal muestran una clara sobre-
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regulación de genes implicados en la transición de epitelial a mesenquimal y vinculados 

con: la activación de la vía de señalización del TGF-β, la angiogénesis, la remodelación 

de matriz extracelular y el complemento de la respuesta inflamatoria. A su vez, este 

grupo presenta el peor pronóstico44. 

Esta nueva taxonomía ha sido propuesta para una estratificación molecular más 

apropiada del CCR con una mejor perspectiva para las futuras investigaciones en esta 

enfermedad, que traslacionalmente permitan el desarrollo de terapias cada vez más 

eficientes44.  

 

Tabla 4. Taxonomía propuesta para el CCR.1 

1 Se reflejan las diferencias más significativas entre los subtipos moleculares basados en perfiles de 
expresión génica. CIMP, fenotipo metilador de islas CpG; MSI, inestabilidad de microsatélites; SCNA, 
alteración en el número de copias somáticas.  

 

2.8 Tratamiento 

2.8.1 Generalidades del tratamiento del CCR 

El tratamiento contra el CCR se basa fundamentalmente en cirugía y terapia 

adyuvante (después de la cirugía), que puede consistir en quimioterapia, radioterapia y 

terapia dirigida. En pacientes con CR, se administra terapia neoadyuvante, como primer 

paso para reducir el tamaño del tumor antes del tratamiento principal que generalmente 

consiste en cirugía. El tratamiento neoadyuvante consta principalmente de radio-

quimioterapia (RQT). 

Los tumores que se encuentran en el primer estadio son removidos mediante cirugía. 

Los pacientes que poseen tumores de colon en estadios II o III son tratados mediante la 

remoción quirúrgica del tumor y terapia adyuvante (Figura 8). En los pacientes que 
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Figura 8. Progreso tumoral del CCR y su tratamiento. a) Esquema que representa el progreso del 
desarrollo de un tumor colorrectal. El grado de profundidad que alcanza la masa tumoral y su capacidad de 
invadir los nódulos linfáticos de la submucosa u órganos más distantes a través del proceso de metástasis, 
determinan el estadio tumoral, importante para establecer el tratamiento de la enfermedad. b) Tratamiento 
del CCR. En los estadios más tempranos de la enfermedad, cuando el tumor no se extiende más allá de la 
mucosa el mismo se extirpa mediante cirugía. A partir del Estadio II, el paciente recibe quimioterapia luego 
de la cirugía (adyuvante). Por su ubicación anatómica, los tumores en el recto pueden ser expuestos a 
radiación y a quimioterapia antes de la cirugía (neoadyuvancia), lo que favorece una reducción en su 
tamaño y en su capacidad proliferativa.  

 

En los pacientes con CR que se encuentran en los estadios II, III o IV se puede 

administrar tratamiento neoadyuvante como primer paso para reducir el tamaño del 

tumor (Figura 8). Se han reportado subgrupos de pacientes con CR que mostraron 

respuesta clínica y patológica completa al tratamiento neoadyuvante47. Para estos 

pacientes, la estrategia denominada watch and wait que consiste en el control clínico 

estricto sin operación, salvo en el caso de que el tumor recidive, se propone con el 

potencial de evitar la cirugía mayor y en consecuencia preservar el órgano48 (Recuadro 

1).  

 

2.8.2 Tipos de tratamientos en CCR 

Entre las terapias que pueden ser dispensadas a los pacientes con CCR podemos 

diferenciar dos grandes grupos: la quimioterapia sistémica y las terapias dirigidas (Tabla 

5). 

Dentro de la quimioterapia sistémica se encuentra el tratamiento con 5-Fluoruouracilo 

(5Fu), una molécula que inhibe la síntesis de nucleótidos, por inhibición de la Timidilato 

Sintasa (TS). La TS es la enzima que provee el único recurso de novo de timidina, 
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necesario para la síntesis y reparación de ADN60. Además, el 5Fu, se incorpora en el 

ADN y el ARN interrumpiendo su procesamiento y normal funcionamiento59. 

 

 

El 5Fu es el principal carcinostático utilizado en el CCR61. Además, se ha utilizado 

con buenos resultados en diversas localizaciones tumorales, entre ellas, cáncer de 

mama, pulmón, cabeza y cuello, esófago, estómago, páncreas, hígado, colon, recto y 

ano46. La tasa de respuesta al 5Fu en CCR avanzado se restringe, sin embargo, al 10-

15% de los pacientes61,62. Por esta razón, se han desarrollado otras drogas como la 

capecitabina, una fluoropirimidina oral que se absorbe a través del tracto GI, se 

metaboliza en el hígado y se convierte en 5Fu en las células tumorales. Su conversión 

en 5Fu la realizan las enzimas encargadas del metabolismo de nucleótidos, las cuales 

se encuentran altamente expresadas en las células tumorales debido a la elevada tasa 

replicativa63. Por su efecto selectivo sobre el tumor se ha reportado un menor nivel de 

toxicidad que el 5Fu, con menores efectos adversos asociados al tratamiento y un menor 

número de pacientes hospitalizados64. 

Otros compuestos quimioterápicos son también ampliamente utilizados, como el 

oxaliplatino, un análogo del platino que se une covalentemente al ADN46, o el irinotecán 

que inhibe la acción de las topoisomerasas65. 

El 5Fu se comenzó a administrar junto a la leucovorina, un análogo del ácido fólico, 

debido a que requiere del ácido fólico para ejercer su acción inhibitoria sobre la TS64. 

Por ello, su dispensación junto con leucovorina mejora su efectividad. Posteriormente 

Recuadro 1: Protocolo W atch and wait.  

La estrategia clínica denominada w atch and w ait apareció  luego de que se reportaran subgrupos de 

pacientes  con CR que m os traron respuesta clínica y patológica com pleta al tratamiento de RQT 

neoadyuvante47. E l método se basa en control clínico es tricto s in operar a los  pacientes , salvo en el 

caso de que el tum or recidive, y se  propus o com o una alternativa que permita evitar la cirugía mayor 

y, en consecuencia, preservar el órgano49. H abr-Gam a y colegas , han reportado estudios  pioneros con 

un 26% y hasta un 38% de pacientes  con res puesta clínica com pleta; de los  cuales  un 6% m ostró 

recurrencia local en el lum en del recto48,50,51,52. Estudios  pos teriores , mos traron respues ta com pleta 

aproximadam ente en el 15% de los pacientes, con subsiguiente reaparición local de entre el 5 y el 

60%53,54,55 ,56.  

Se han postulado diversas  hipótes is  que podrían explicar las diferencias  entre los  distintos  estudios  

respecto a la respuesta neoadyuvante de los  tum ores , que van desde variaciones en el tiem po 

transcurrido desde el inicio de la RQT has ta la toma de decis ión m ultidisciplinaria del seguimiento 

watch and w ait, la dos is de radioterapia y/o causas  m oleculares  intrínsecas del tum or que definen 

subtipos m oleculares  con grados de respues ta diferencial57,58. H as ta el m omento continúan s iendo 

hipótes is , por lo  que es  necesario profundizar a fin de que la es trategia watch and wait pueda ser 

incorporada de manera segura y confiable en la práctica clínica es tándar, como alternativa a la cirugía 

mayor en pacientes con CR . 
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se diseñaron y probaron un conjunto de regímenes que combinan a las drogas 

quimioterápicas antes mencionadas: FOLFOX, se compone de 5Fu, leucovorina y 

oxaliplatino; FOLFIRI, compuesto por 5Fu, leucovorina e irinotecan; y FOLFOXIRI 

compuesto por 5Fu, leucovorina, oxaliplatino e irinotecan (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Tipos de terapias aprobadas en CCR. 

  Tipos  de terapias    

D roga Regím enes 
Anticuerpos 
(Antígenos) 

5Fu FOLFOX 
B evacizum ab 

(VEGF) 

Capecitabina FOLFIRI 
Cetuxim ab 

(EGFR) 

Irinotecan FOLFOXIRI 
Panitum um ab 

(EGFR) 

Oxaliplatino 5Fu+Leucovorina   

Leucovorina     

 

La heterogeneidad a nivel molecular de los tumores colorrectales y la resistencia que 

suelen presentar a la quimioterapia sistémica, condujo al desarrollo de terapias dirigidas. 

Las terapias dirigidas se basan en drogas que inhiben la acción de una molécula en 

específico y en consecuencia una vía de señalización en particular. Así, se desarrollaron 

y aprobaron para su utilización en el CCR los anticuerpos Bevacizumab, Cetuximab y 

Panitumumab (terapia mediada por anticuerpos). Bevacizumab actúa inhibiendo la 

acción del VEGF, mientras que Cetuximab y Panitumumab se unen y bloquean la 

señalización del EGFR (del inglés: Epidermal Growth Factor Receptor) (Tabla 5).  

A pesar de la combinación de terapias sistémicas y dirigidas, sigue existiendo un alto 

porcentaje de pacientes que muestran resistencia a la terapia. Por ejemplo, se ha 

demostrado que pacientes que presentan mutaciones en el gen KRAS son resistentes 

a anticuerpos dirigidos contra el EGFR66. Este tipo de hallazgos, en conjunto con el 

avance en la clasificación de los subtipos moleculares, dio lugar al inicio de un nuevo 

enfoque en el tratamiento contra el CCR: la terapia personalizada. Esta consiste en la 

correcta estratificación de pacientes según alteraciones genéticas específicas en genes 

relevantes para la carcinogénesis colorrectal, lo cual permite una mejor selección de las 

drogas y los protocolos de tratamiento. Con objetivo de evitar el sobretratamiento y la 

exposición innecesaria de los pacientes a los efectos adversos de la terapia, la 
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determinación molecular de las mutaciones presentes en el tumor y en los sitios 

metastásicos ha tomado un rol clínico preponderante. Aún queda mucho por investigar 

sobre qué drogas específicas pueden favorecer a pacientes de un tipo molecular u otro. 

 

3   M icroam biente tumoral y estrés  celular 

 

3.1 Estrés de Retículo Endoplasmático. 

Una vez iniciada la malignización tumoral, el rápido crecimiento del tumor con la 

consecuente acumulación de células y una inadecuada vascularización conducen a un 

ambiente estresante para las células tumorales, en el que predomina la hipoxia, una 

limitada disponibilidad de nutrientes y la presencia hostil del sistema inmune a través de 

procesos inflamatorios67,68. Este escenario activa o desencadena una serie de 

respuestas de estrés celular en las que el retículo endoplasmático (RE) cumple un rol 

central69. 

El RE consiste de una red membranosa que rodea al núcleo y se extiende hacia el 

citosol; aquí las proteínas que formarán parte del sistema de endomembranas o aquellas 

que se exportarán al exterior celular son sintetizadas, modificadas post-

transcripcionalmente y plegadas en su conformación correcta. 

El RE contiene sistemas de control de calidad rigurosos que selectivamente exportan 

proteínas correctamente plegadas y envían las mal plegadas a degradación proteolítica 

dependiente de ubiquitina, en un proceso denominado degradación de proteínas 

asociada al RE (ERAD, de su acrónimo en inglés)70. 

Diversos factores de estrés afectan la función del RE promoviendo la acumulación 

de proteínas no plegadas o mal-plegadas, condición denominada estrés de RE. Las 

células se adaptan al estrés del RE mediante la activación de una vía de transducción 

de señales llamada UPR (del inglés: Unfolded Protein Response). El UPR representa 

una respuesta de supervivencia a fin de restaurar la función del RE y conservar la 

homeostasis celular. Si el estrés en el RE persiste las células activan mecanismos que 

resultan en su muerte programada71. 

 

3.2 La vía del UPR. 

Múltiples perturbaciones pueden causar la acumulación de proteínas mal plegadas 

en el RE y activar la vía del UPR. Estas condiciones incluyen la hipoxia, la privación de 

glucosa, el estrés oxidativo, la infección viral, elevados niveles de grasa o colesterol, 

inflamación y mutaciones en proteínas específicas72,73. La vía del UPR regula la 
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transcripción y traducción de genes en un intento de restablecer la homeostasis y 

restaurar las funciones del RE. Estos genes están involucrados en la carga de proteínas 

al RE, en los controles de calidad del RE, en la autofagia, en la biogénesis de lípidos y 

en el tráfico vesicular71. De este modo, el UPR alivia el estrés del RE induciendo genes, 

como las chaperonas, para aumentar la capacidad de plegamiento de proteínas, 

sobreexpresando componentes del ERAD para incrementar la degradación de proteínas 

mal plegadas e inhibiendo la traducción general de proteínas, específicamente la de 

aquellas que se sintetizan en el RE72. 

La vía del UPR se conforma de 3 ejes de señalización que parten del RE. Cada eje 

comienza con la activación de un sensor ubicado en la membrana del RE. Los sensores 

son tres proteínas integrales de membrana del RE: ATF6 (activador del factor de 

transcripción 6), PERK (PKR-quinasa como ER) e IRE-1 (proteína que requiere inositol-

1) (Figura 9). 

La activación de los sensores se produce cuando la chaperona BiP se disocia de 

ellos. En ausencia de estrés, BiP, se encuentra unida a los sensores inhibiendo la 

dimerización de los mismos y su activación. Cuando se acumulan proteínas mal 

plegadas en el lumen del RE, estas se unen a BiP, lo que hace que ésta se disocie de 

los sensores, los cuales se oligomerizan activando la señal de respuesta73 (Figura 9). 

La activación del sensor ATF6, activa el transporte del receptor al aparato de Golgi, 

donde sufre proteólisis para liberar su dominio extracelular. El dominio extracelular, se 

transloca al núcleo para activar la transcripción de genes asociados a estrés de RE. 

(Figura 9). IRE1 y PERK se activan por homodimerización y fosforilación. La 

oligomerización de IRE1 conduce a la activación de su dominio RNAsa que 

selectivamente procesa el ARNm de Xbp1. La variante generada de Xbp1 modula la 

expresión de genes asociados al plegamiento, la secreción y la degradación de 

proteínas (Figura 9). La activación de PERK conduce a la fosforilación del factor iniciador 

de la traducción eIF2α, reduciendo la síntesis global de proteínas, y promoviendo la 

traducción diferencial de ATF4. La acumulación de ATF4 conduce a la activación de 

CHOP (Figura 9). Ambos factores de transcripción regulan la expresión de un conjunto 

complejo de genes que determinarán el destino celular. El resultado de la activación del 

UPR tiene dos efectos bien definidos: supervivencia celular o muerte. Sin embargo, el 

mecanismo que determina cuál es el destino celular durante el estrés de RE aún no ha 

sido del todo determinado71,72,73,74. 
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Figura 9. Principales vías del UPR. Ante la presencia de proteínas mal plegadas dentro del RE, BIP se 
libera de su unión a PERK, IRE1a y ATF6 e induce una serie de eventos que culminan en la activación de 
la transcripción de diversos genes diana del UPR.  
 

3.3 UPR y cáncer 

Las células tumorales están expuestas a condiciones intrínsecas y ambientales, que 

desencadenan una variedad de mecanismos adaptativos para favorecer la 

transformación celular y promover la adquisición de características tumorales 

necesarias para la progresión del cáncer75.  

Los factores intrínsecos a los que están expuestos los tumores sólidos, como la 

activación oncogénica, la alteración del número de cromosomas y la capacidad 

secretora exacerbada, generan una gran demanda en la producción de proteínas 

provocando estrés de RE75. Además, factores extrínsecos como la hipoxia, la privación 

de nutrientes y la acidosis alteran la función normal del RE, activando también la vía del 

UPR76. 

En los tumores, se observa un aumento en la expresión de las moléculas del UPR, 

que permiten a las células tumorales adquirir un fenotipo resistente al estrés75. La 

sobreexpresión de BiP promueve proliferación, supervivencia, y metástasis77. En CCR, 

de mama, pulmón, vejiga y estómago, su sobreexpresión se asocia a un peor pronóstico 

y confiere resistencia a un amplio conjunto de agentes terapéuticos78. Además, se ha 

demostrado que la reducción de su expresión sensibiliza a las células tumorales al 

tratamiento quimioterápico79. 
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3.3.1 Ejes del UPR y cáncer 

 Eje ATF6 

ATF6 se ha asociado a la condición de dormancia celular, proceso por el cual las 

células detienen el ciclo celular en fase G0/G1 hasta que el microambiente sea óptimo 

para reactivar su metabolismo y reanudar el ciclo80,81. En un modelo de carcinoma 

escamoso humano se observó que ATF6 se encuentra constitutivamente activo en 

células en estado de dormancia y que su silenciamiento reduce la supervivencia celular 

y el crecimiento tumoral75,82. 

 Eje IRE1-Xbp1 

El eje IRE1-Xbp1 es fundamental para que las células tumorales puedan atravesar  

condiciones de hipoxia y de privación de glucosa83. En gliobastoma, se ha demostrado 

que IRE1 promueve el crecimiento, la angiogénesis y la invasión tumoral84. En este 

sentido, conduce la formación de nuevos vasos sanguíneos a través de vías 

dependientes e independientes del VEGF85 (del inglés: Vascular Endothelial Growth 

Factor). La expresión elevada de Xbp1 en gliomas, tumores de mama triple negativos y 

leucemia linfoblástica aguda correlaciona con mal pronóstico86,87. 

 Eje PERK-ATF4-CHOP  

El sensor PERK, al activarse, puede desencadenar tanto supervivencia como 

apoptosis celular74. Esta complejidad, da lugar a que su rol en la tumorogénesis sea 

dependiente de su expresión, el tipo de célula tumoral, el estado de proliferación celular, 

el microambiente tumoral y el modelo de estudio88.  

El factor de transcripción ATF4, se encuentra frecuentemente aumentado en células 

tumorales89. En CCR, se ha asociado con la resistencia al tratamiento con 5Fu en 

condiciones de privación de glucosa90. Se demostró que la reducción de la expresión de 

ATF4 en células de CCR, produjo la resensibilización a la droga90. Además, en tumores 

de próstata se estableció como un factor esencial para el crecimiento y la supervivencia 

celular91. 

CHOP es un factor de transcripción que, en condiciones de estrés de RE, puede 

desencadenar apoptosis celular92. En células de CCR, CHOP induce apoptosis ante el 

tratamiento quimioterápico con drogas análogas a la Rapamicina93. Por otra parte, en 

cáncer gástrico, la reducción de la expresión de CHOP en el tumor correlaciona con un 

peor pronóstico94. 
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4    E l gen RH B DD2 

 

4.1 Familia Romboide 

Los genes de la familia romboide constituyen un grupo heterogéneo de proteasas de 

membrana filogenéticamente conservadas95. Rhomboid 1 (Rho1), de Drosophila 

melanogaster, fue el primer miembro descripto de la familia, caracterizado como una 

proteína de membrana multipaso con actividad proteolítica que posee un rol regulador 

clave en la vía del EGFR96. Desde entonces, y a partir de análisis basados en similitud 

de secuencias aminoacídicas, han sido identificados numerosos genes romboide95 

(Figura 10). Muchos de ellos, carecen del dominio catalítico propio de los miembros con 

actividad proteasa, definiéndose así dos grupos: las proteasas que poseen actividad 

catalítica, y las pseudoproteasas que carecen del sitio activo proteolítico95,96 (Figura 

10a). 

En humanos, hasta el momento han sido descriptos 14 miembros dentro de la familia 

romboide: cinco proteasas (RHBDL1/2/3/4 y PARL) y nueve pseudoproteasas (iRhom 

1/2, Derlin1/2/3, RHBDD2/3, UBAC2 and TMEM115), localizados en su mayoría en 

membranas del RE, aparato de Golgi o membrana celular95 (Figura 10b). 

 

Figura 10. Genes de la familia romboide. a) Topología general de los grupos de proteínas dentro de la 
familia romboide. Las proteasas, nombradas como RHBDL´s, poseen siete dominios transmembrana. 
Dentro de las pseudoproteasas se encuentran las proteínas iRhoms con siete dominios transmembrana y 
una cola citoplasmática; las Derlinas, que poseen seis dominios transmembrana con un motivo 
característico de las proteasas entre el primer y el segundo dominio transmembrana y por último, TMEM115 
que posee únicamente los seis dominios transmembrana. b) Filogenia de la familia de proteínas romboide 
humanas. Se muestra la relación filogenética entre las proteasas (rojo) y pseudoproteasas (negro). En el 
recuadro superior se encuentran los miembros de la familia que poseen siete dominios transmembrana y 
en el recuadro inferior quienes poseen seis dominios. Tomado y adaptado de: Adrain C & Freeman M, 2012 
y Bergbold et al., 2013. 

 

Ha sido demostrado que los genes de la familia romboide se encuentran involucrados 

en numerosos procesos biológicos, que van desde señalización celular a través del 



IN TRODU CCIÓN  
 

36 
 

EGFR o del TNF (del inglés: Tumor Necrosis Factor), hasta respuesta a estrés del RE y 

apoptosis. También han sido asociados a enfermedades neurodegenerativas y 

cáncer97,98,99,100,101,102. Sin embargo, aún se desconoce el mecanismo funcional de 

muchos de ellos, principalmente los pertenecientes a las pseudoproteasas. 

No sólo por su relevancia en la biología celular sino también por su implicancia clínica, 

en los últimos años se ha puesto énfasis en la búsqueda y determinación del rol 

funcional de los genes romboide. 

 

4.2 Los Romboide y el estrés de RE. 

Como se mencionara, los genes romboide han sido asociados a numerosas y 

diversas funciones moleculares, sin embargo, el hecho de ser proteínas multipaso de 

membrana y estar principalmente localizadas en RE, el aparato de Golgi o la membrana 

celular hace que las proteínas romboide compartan en cierto modo funciones asociadas 

a la vía biosintética secretora. En este sentido, RHBDL4, una romboide proteasa, que 

se localiza en el RE, ha sido descripta como un componente esencial del ERAD, a través 

del proceso de ubiquitinización, como así también se lo ha vinculado con la biosíntesis 

de exosomas y la regulación de apoptosis. De las pseudoproteasas, grupo al que 

pertenece RHBDD2, se ha demostrado que las iRhom juegan un papel central en la 

regulación del EGFR promoviendo su degradación a través del ERAD, y alteraciones en 

su expresión afectarían el desarrollo y crecimiento tumoral. 

Las derlinas 1, 2 y 3 han sido también asociadas con el ERAD, aunque el mecanismo 

molecular aún no ha sido determinado. Por otro lado, se ha demostrado que UBAC2, 

miembro reciente dentro de las romboide pseudoproteasas, se sobreexpresa bajo estrés 

de RE, lo que le asigna un rol vital en la homeostasis de las proteínas del RE. 

 

4.3 El gen RHBDD2. 

En los últimos años se han desarrollado una serie de estudios que permitieron 

caracterizar por primera vez la relevancia del gen RHBDD2 (Rhomboid domain 

containing 2) en el cáncer103,104,105,106,107,108,109. Se determinó que RHBDD2 se haya 

sobreexpresado en estadios avanzados del cáncer de mama y en metástasis 

ganglionares (Figura 11a). Mediante análisis in silico de perfiles de expresión génica se 

demostró que la sobreexpresión de RHBDD2 se correlaciona fuertemente con reducción 

en la supervivencia, en la supervivencia libre de enfermedad y en el tiempo libre de 

metástasis en pacientes triple negativos (subtipo molecular con mal pronóstico)104. 
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En CCR, se demostró que RHBDD2 se encuentra sobreexpresado en tumores de 

estadios avanzados, y que su expresión se ve incrementada al tratar células de cáncer 

de colon con 5Fu105 (Figura 11b, c). En el mismo estudio, mediante análisis in silico de 

microarreglos de otros estudios en líneas celulares de cáncer de colon tratadas con 

5Fu110,111, se determinó que RHBDD2 se encuentra entre los genes significativamente 

desregulados frente al tratamiento con la droga. Esto permitió proponer a RHBDD2 

como un gen sensible al estrés celular causado por el 5Fu. 

 

Figura 11. Línea de tiempo de los hallazgos más relevantes sobre el estudio de RHBDD2 asociado 
al cáncer. En 2007 se identificó por primera vez al gen RHBDD2 desregulado en el cáncer de mama, en 
un grupo de pacientes con metástasis (mtts) ganglionares. En 2009 se demostró que RHBDD2 se 
sobrexpresa en estadios avanzados del cáncer de mama (a, izq) y en células metastásicas ganglionares 
(a, der). En el 2010 se obtuvieron los microarreglos del silenciamiento de RHBDD2 en células de cáncer de 
mama. En el 2012 se demostró que RHBDD2 también se sobreexpresa en estadios avanzados del CCR 
(b) y que su expresión se induce in vitro frente al tratamiento con 5Fu (c). Posteriormente, se determinó que 
RHBDD2 estaría asociado a estrés de RE (d). Además se observó que el silenciamiento estable de 
RHBDD2 disminuye la migración (e) y aumenta la expresión de genes del UPR, en este caso se muestra 
CHOP (f). Rhbdd2 fue detectado en etapas tempranas del desarrollo de la rata en tejidos con importante 
actividad secretora (g). Por último, se estudiaron las variantes de empalme de RHBDD2 y se observó que 
su expresión responde al estrés de RE generado por privación de glucosa (h). 

 

Posteriormente, en un análisis de genómica funcional sobre datos de microarreglos 

en líneas celulares de cáncer de mama silenciadas para la expresión de RHBDD2, se 

estableció que el gen se encuentra asociado a un conjunto de bioprocesos entre los que 

se destaca la respuesta al estrés del RE y en particular la vía del UPR106 (Figura 11d). 

A las células de mama establemente silenciadas para la expresión de RHBDD2, se la 

sometió a estrés de RE con el agente reductor Dithiotreithol (DTT) y se observó que la 

expresión de genes del UPR (BIP, ATF6, IRE1, PERK, ATF4, CHOP y CRT) fue 

significativamente mayor en comparación con las células control. De este modo, se 
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demostró,  que la reducción de la expresión de RHBDD2 en células de cáncer de mama 

tiene un efecto directo sobre la vía del UPR106 (Figura 11e, f). CHOP, uno de los últimos 

efectores en la vía del UPR y quien determina el switch entre supervivencia y 

apoptosis112, fue el gen que mostró el mayor incremento en las células silenciadas. Esto 

indicaría que bajo determinadas condiciones estresantes y en ausencia de RHBDD2, la 

inducción de CHOP tendría un efecto pro-apoptótico. 

Recientemente, se demostró que Rhbdd2 se expresa en estadios tempranos del 

desarrollo embrionario de la rata y que su expresión es alta en tejidos con fuerte 

actividad secretora108 (Figura 11g). 

Por último, se estudiaron las variantes de empalme de RHBDD2 y se demostró que 

una de ellas (la variante 2 del gen) se asocia a un peor pronóstico en tumores de mama. 

Además, se observó que la expresión de las variantes de RHBDD2 responden a 

estímulos de estrés de RE, como la privación de glucosa, y se propuso que el balance 

de los niveles de expresión de dichas variantes podría promover un fenotipo adaptativo 

en un microambiente tumoral restrictivo109 (Figura 11h). 
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  H IPÓTESIS Y 

   OB JETIVOS 

 

 

 

H ipótes is  

La sobreexpresión de RHBDD2 en el CCR proporciona a las células tumorales un 

fenotipo favorable para su supervivencia y proliferación. En este sentido, su 

sobreexpresión frente al tratamiento con 5Fu podría proveer a las células un mecanismo 

de resistencia al tratamiento quimioterápico. 

 

Objetivos  

1. Objetivo General I 

Establecer un modelo de expresión diferencial de RHBDD2 para evaluar las 

consecuencias fenotípicas de la sobreexpresión y el silenciamiento del gen. 

 

1.1 Objetivos específicos: 

 Evaluar el efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre los 

procesos de migración, crecimiento libre de anclaje y proliferación en líneas celulares 

de cáncer de colon. 

 Evaluar el efecto de la expresión diferencial de RHBDD2 frente al tratamiento con 

5Fu. 

 Analizar la expresión de genes del UPR ante las variaciones de expresión de 

RHBDD2. 

 

2. Objetivo General II 

Analizar las variaciones de la expresión de RHBDD2 en tumores de recto antes y 

después del tratamiento neoadyuvante. 

 

2.1 Objetivos específicos: 

 Evaluar mediante inmunohistoquímica (IHQ) la expresión de RHBDD2 en muestras 

de CR antes y después del tratamiento neoadyuvante.  
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 Correlacionar los niveles de expresión de RHBDD2 con el tratamiento, la progresión 

libre de enfermedad y otras variables clínico-patológicas (estadio, grado de 

diferenciación, etc.). 
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    MATERIALE S  

      Y MÉTODOS 

 

 

1    Aproximación in s ilico al rol de RH BDD 2 en el CCR  

 

1.1 Análisis de coexpresión e identificación de bioprocesos asociados a RHBDD2 

en el contexto del CCR. 

Con el objetivo de identificar los procesos biológicos asociados a RHBDD2 en el 

contexto del CCR se empleó el principio de asociación por culpabilidad113 (Recuadro 3). 

Se empleó la herramienta “Multiexperiment Matrix” (MEM) (https://biit.cs.ut.ee/mem/) 

para obtener datos provenientes de 34 microarreglos asociados a CCR y se identificaron 

los genes que poseen un patrón de expresión similar al de RHBDD2 (R>0.5, p<0.001). 

El análisis involucró un total de 3806 muestras que incluyen tumores colorrectales, tejido 

normal adyacente al tumor y líneas celulares de CCR (Anexo 1a). 

Del listado de genes que coexpresan con RHBDD2 en CCR, se seleccionaron los 

primeros 200 genes y se realizó un análisis de enriquecimiento funcional (Figura 12; 

Anexo 1b). Para ello, se utilizó la aplicación ClueGo v2.5.7 del software Cytoscape 

v3.8.0114,115 y se obtuvieron los procesos biológicos asociados a RHBDD2. Los términos 

ontológicos y las vías de señalización provenientes de KEGG, Reactome y 

Wikipathways producto del enriquecimiento se organizaron en una red gráfica que 

interconecta los procesos asociados.  

Por otro lado, se determinaron los factores de trascripción (FT) asociados a los 200 

genes que coexpresan con RHBDD2. Se empleó la herramienta bioinformática DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov/), que utiliza la base de datos TFBS de la UCSC, y arroja los 

factores de transcripción que regulan a los 200 genes incluidos. Se obtuvieron 82 FT, 

los cuales fueron filtrados para seleccionar exclusivamente aquellos asociados a 

RHBDD2, resultando en un conjunto final de 25 FT (Figura 12). A partir de los 25 FT 

asociados a RHBDD2 se realizó un enriquecimiento funcional utilizando, nuevamente, 

la herramienta ClueGo del software Cytoscape115. 
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Figura 12. Flujo de trabajo realizado para 
el enriquecimiento funcional de genes y 
FT que coexpresan con RHBDD2. A partir 
de los datos provenientes de 34 
microarreglos de CCR se seleccionaron 200 
genes que coexpresan con RHBDD2 y se 
realizó un enriquecimiento funcional. Por otra 
parte, se obtuvieron los FT asociados a los 
200 genes coexpresados y se seleccionaron 
aquellos que podrían regular la expresión de 
RHBDD2. A partir de los FT se realizó un 
enriquecimiento funcional.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2 Identificación de sitios de unión al promotor del gen RHBDD2. 

En el análisis in silico previo, se detectó que los genes del UPR, ATF4 y CHOP, 

podrían regular la expresión de RHBDD2. Con el objetivo de determinar si estos factores 

poseen sitios de unión en la secuencia promotora del gen RHBDD2, se empleó el 

software INSECT (https://bioinformatics.ibioba-mpsp-conicet.gov.ar/INSECT2/). La 

herramienta permite predecir la aparición de módulos reguladores Cis y realiza un 

análisis completo de los FT y los sitios de unión a los FT.  

 

1.3 Análisis de la topología y la secuencia de la proteína RHBDD2. 

Según modelos de predicción basados en la secuencia aminoacídica los miembros 

de la familia romboide poseen entre 5 y 7 dominios transmembrana95. 

Recuadro 3: Principio de asociación por culpabilidad (guilt by association).  

Cuando analizam os un conjunto de genes que interaccionan directa o indirectam ente entre s í, 

asumim os que en sus conexiones hay información funcional codificada. Asimismo, entendem os que, 

para com prender la función de un gen en su totalidad, debemos  estudiarlo en el contexto de s u red de 

interacción. E l “principio de asociación por culpabilidad” es tablece que los  genes  que están asociados  

o que interactúan tienen más  probabilidades de com partir funciones116. Según este principio, los  genes  

que poseen funciones relacionadas , tienden a interactuar con un mism o grupo de proteínas , o bien 

com parten caracterís ticas como su perfil de expresión génica117. Estudios  genómicos  a nivel pos icional 

tam bién indican que los  genes  que com parten patrones  de expres ión s e encuentran as ociados113. 



MATERIALES Y MÉTOD OS 
 

43 
 

A fin de determinar la topología de la proteína RHBDD2 se empleó la herramienta 

Protter (http://wlab.ethz.ch/protter/start/). Asimismo, se analizó la secuencia de 

aminoácidos para inferir su estructura, identificar motivos de unión, sitios potenciales de 

fosforilación, etc. 

 

1.4 Perfil de expresión de RHBDD2 en líneas celulares de cáncer de colon. 

Los datos crudos de expresión de ARNseq de los estudios GSE36864 y GSE59857 

fueron bajados del repositorio público de datos GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/gds). Se 

preprocesaron, normalizaron y anotaron a través del empleo y ejecución del script del 

paquete edgeR118, disponible en Bioconductor119, empleando el lenguaje y entorno 

estadístico R120. Obtenida la matriz de expresión, se identificó la sonda correspondiente 

al gen RHBDD2 y se estableció su perfil de expresión a lo largo de las 151 líneas 

celulares. Según los valores de expresión las líneas fueron ordenadas de menor a mayor 

y la distribución fue dividida en cuatro grupos mediante el empleo de cuartiles, los que 

en términos estadísticos constituyen tres puntos que dividen a un set de datos 

ranqueado en cuatro partes iguales, donde cada grupo constituye un cuarto de los datos. 

De este modo, a fines comparativos y contrastantes, consideramos sólo las líneas del 

grupo 1 (expresión Q3, n=37), es decir las líneas celulares de cáncer de colon con menor 

y mayor expresión de RHBDD2 a nivel de ARNm, quedando excluidas aquellas con 

valores medios. 

 

2    E fectos de las variaciones de expres ión de RH B DD2 en células  

de CCR  

 

2.1 Cultivo celular. 

El consorcio del TCGA (The Cancer Genome Atlas) ha demostrado que no existen 

diferencias genómicas significativas entre el CR y el cáncer de colon de tumores no 

hipermutados, que constituyen más del 85% de los tumores de colon; a nivel de 

expresión génica, variaciones en el número de copias, mutaciones y modificaciones 

epigenéticas16. Por tal razón, y por cuestiones de disponibilidad, empleamos como 

modelo celular dos líneas de cáncer de colon: HCT116 y CACO2. Sus principales 

características se detallan en la Tabla 6. 

La línea celular HCT116 fue cultivada en medio DMEM (SIGMA, EEUU) 

suplementado con 10% de SFB (Bioser, Argentina), 10 U/ml penicilina G, y 10 mg/ml de 

estreptomicina. La línea celular CACO2 fue cultivada en medio DMEM (SIGMA, EEUU) 
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suplementado con 20% de SFB (Bioser, Argentina), 10 U/ml penicilina G, y 10 mg/ml de 

estreptomicina. Ambas líneas celulares fueron mantenidas en estufa de cultivo gaseada 

a 37ºC, en atmósfera húmeda y 5% CO2. 

 

Tabla 6. Características de las líneas celulares utilizadas. 
 

H CT116 CACO2 

Organism o H omo sapiens H omo sapiens 

Tejido Colon Colon 

Patología Carcinom a Colorrectal  Adenocarcinom a Colorrectal  

Estadío (Dukes) D  B  

Cultivo Adherente Adherente 

Mutaciones KRAS, P I3KCA  -  

MSI S i N o 

Expresión 
RH BD D2 

Alta Baja 

Información obtenida de American Type Culture Collection (ATCC): https://www.atcc.org. 

 

2.2 Desarrollo de constructos para la sobrexpresión y el silenciamiento in vitro de 

RHBDD2 en líneas celulares de CCR. 

La línea celular CACO2 fue utilizada para sobreexpresar RHBDD2 debido a que 

posee baja expresión endógena del gen (Figura 19, sección Resultados). Para la 

sobreexpresión se utilizó un vector pcDNA3.1-TOPO™ conteniendo el ADNc de 

RHBDD2 (Figura 13a) (GeneArt, Thermo Fisher Scientific, USA). El vector vacío fue 

utilizado como control. La transfección se realizó utilizando Lipofectamina 2000 

(Invitrogen, USA) de acuerdo con las especificaciones del protocolo. Las células 

transfectadas fueron seleccionadas con 800ug/ml de Geneticina (Thermo Fisher 

Scientific, USA). A la línea celular CACO2 que sobreexpresa establemente RHBDD2 se 

la denominó TOPO-RHBDD2, y será identificada con ese nombre en el resto de la tesis. 

Para el silenciamiento de RHBDD2 se utilizó la línea celular HCT116, con alta 

expresión endógena del gen (Figura 19, sección Resultados). Las células fueron 

infectadas utilizando el vector lentiviral pLKO.1-TRC Cloning Vector (AddGene, USA) 

que contiene un inserto de shRNA (small harping RNA) con la secuencia 

complementaria al ARN mensajero de RHBDD2 (Figura 13b). La expresión del vector 

L ínea Celular 
Características  
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produce un sh-RNA que dirige la degradación del ARNm de RHBDD2. Para el control 

las células fueron infectadas con el vector conteniendo una secuencia scramble. El 

vector lentiviral fue ensamblado en la línea celular HEK293T, las partículas lentivirales 

fueron colectadas, tituladas y la dosis infectiva fue calculada. Las células infectadas 

fueron seleccionadas con Puromicina 1μg/mL (Thermo Fisher Scientific, USA). Las 

HCT116 silenciadas establemente para la expresión de RHBDD2 serán nombradas 

como SH-RHBDD2. 

 

Figura 13. Esquema de los vectores 
utilizados en la sobreexpresión y el 
silenciamiento de RHBDD2. a) El vector 
TOPO3.1 con la secuencia del ADNc de 
RHBDD2 antecedida por el promotor del 
citomegalovirus fue utilizado para la 
sobreexpresión del gen. b) El plásmido 
pLKO.1, ensamblado en partículas 
lentivirales, fue utilizado para el 
silenciamiento de RHBDD2.  
 

 

 

 

 

 

2.3 Tratamiento con 5Fu. 

Se empleó la droga 5Fu (SIGMA, EEUU) utilizando una solución de trabajo de 

concentración 100μM. Las concentraciones de tratamiento con 5Fu en los ensayos 

realizados fueron 5, 10 y 20μM. Los tiempos de tratamiento se extendieron entre 6 y 

96hs dependiendo de los distintos ensayos. 

 

2.3.1 Efecto del tratamiento con 5Fu sobre la expresión de RHBDD2 y genes del 

UPR en líneas celulares de CCR. 

Para evaluar el efecto del tratamiento con 5Fu en las líneas celulares CACO2 y 

HCT116, sobre la expresión de RHBDD2 y genes del UPR, las células fueron cultivadas 

en medio completo durante 24hs. Pasadas las 24hs se realizó un cambio de medio y se 

agregó 5Fu. Las concentraciones utilizadas en los ensayos fueron 5, 10 y 20μM y los 

tiempos de exposición fueron 6 y 12hs. Luego del tratamiento, las células fueron fijadas 

en PBS/Formol 4% para analizar mediante inmunocitoquímica (ICQ) o fueron colectadas 

con TRIZOL (Invitrogen, USA) para el aislamiento del ARN y las proteínas y el posterior 

análisis mediante real time PCR (RT-qPCR) o Western blot (WB). Cada ensayo se 

realizó por triplicado. 
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2.3.2 Sensibilidad de las líneas celulares al 5Fu. 

Se evaluó la proliferación de las líneas celulares a las 24, 48 y 72hs posteriores al 

tratamiento con 5Fu. El tratamiento consistió en la exposición de las células durante 6hs 

a concentraciones de 5uM y 10uM de la droga. Transcurridas las 6hs de tratamiento, las 

células fueron lavadas y cultivadas en medio completo durante 24, 48 o 72hs. Para 

analizar la proliferación celular, se empleó MTT (Thermo Fisher Scientific, USA), un 

método colorimétrico y metabólico que determina el número de células viables en 

proliferación. Las células fueron incubadas durante 3hs con MTT en oscuridad. Luego 

se retiró el MTT y se colocó una solución de Isopropanol-HCL 0.04M. Se midió la 

absorbancia a 560-640nm. El ensayo se realizó por triplicado. 

 

2.3.3 Efecto de las variaciones de la expresión de RHBDD2 sobre la sensibilidad 

celular al tratamiento con 5Fu. 

Para evaluar el impacto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre 

la sensibilidad celular al 5Fu las líneas TOPO-RHBDD2, SH-RHBDD2 y sus respectivos 

controles, fueron sembradas en placas de 48 wells y cultivadas hasta el 70% de 

confluencia. Alcanzada la confluencia, las células fueron tratadas con 5µM o 10µM de 

5Fu durante 24, 48, 72 y 96hs. Cumplido el tiempo de tratamiento correspondiente, las 

células fueron lavadas, incubadas con Tripsina-EDTA (SIGMA, EEUU), centrifugadas y 

resuspendidas en PBS.  Las células viables fueron detectadas por coloración con Azul 

Tripán y cuantificadas mediante hemocitometría, utilizando la cámara de Neubauer. El 

ensayo se realizó por triplicado, se calculó la media y el desvío estándar para cada 

tratamiento. 

 

2.4 Análisis de la expresión de RHBDD2, genes del UPR y moléculas de Adhesión 

a nivel del ARNm mediante RT-qPCR 

De cada ensayo celular se extrajo el ARN total y las proteínas mediante el uso de 

TRIZOL (Invitrogen, USA). Se utilizó 1μg del ARN total en la reacción de transcripción 

reversa. La síntesis de la cadena complementaria de ADNc se realizó mediante el 

empleo del Kit MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA). Para la medición de las 

concentraciones de ARN y ADNc se empleó un espectrofotómetro (Nanodrop, Thermo 

Scientific, USA). 

Mediante RT-qPCR se evaluó la expresión de RHBDD2, de los genes de la vía del 

UPR: BiP, PERK, ATF4, CHOP, ATF6 e IRE1 y de las moléculas de adhesión Talin-1 
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(TLN), Paxilina (PXN) y FAK. Los cebadores fueron diseñados para unificar las 

condiciones de ciclado en un rango de temperatura de annealing: 55-57 °C. La 

secuencia de los cebadores utilizados se especifica en la Tabla 7.  

 

Tabla 7. Secuencia de los cebadores utilizados 

en RT-PCR. 

Gen Secuencia del cebador 

RH BD D2 
Directa GGTGTTTGGCATG GTTGTG 

Reversa CGATGGAATA GCAGTA GG TGAG  

B iP  
Directa CACA GTGGTGCCTACCAAGA 

Reversa TGTCTTTTGTCA GGG GTCTTT 

PERK  
Directa TCATCCAGCCTTAGCAAA CC 

Reversa ATGCTTTCACG GTCTTGG TC  

ATF 4 
Directa GTCCCTCCAACAA CAGCAA G  

Reversa CTATACCCAACA GGGCATCC  

CH OP 
Directa AGCCAAAATCAGA GCTGGAA 

Reversa TGGATCAGTCTGGAAAA GCA  

ATF6 
Directa TTGACATTTTTGGTCTTGTGG  

Reversa GCAGAAGGGGA GACACATTT 

IRE 1 
Directa CTCTGTCCGTA CCGCCC 

Reversa GAA GCGTCACTGTGCTGGT 

TL N  
Directa AACTAG TGGCCCAA GG GAAG  

Reversa GCCTTGTACA GCTGCATTGG  

PXL  
Directa TGGCATCCTGAG TG CTTTGT 

Reversa CTCCTTGAAGGTGCCCTTGT 

FAK 
Directa AGTAAAATCCA GCCAGCCCC 

Reversa GACATA CTGCTGGGCCAGTT 

18S 
Directa GTAACCCGTTGAACCCCATT 

Reversa CCATCCAATCGGTAGTA GCG 

 

Las reacciones de amplificación se realizaron incluyendo 10ng/ul del ADNc, 12.5pmol 

de los cebadores y PowerUp SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific, USA) en un 

volumen final de 20µl. Las condiciones para las reacciones de amplificación fueron las 

siguientes: 1 ciclo a 95°C durante 3’ y 40 ciclos de 40’’ a 95°C, 30’’ a 55°C y 30’’ a 72°C. 

Los datos fueron capturados y analizados utilizando el software AriaMx Real Time PCR 

(Agilent). Los experimentos fueron realizados por triplicado y se empleó el gen 18S 

como transcripto control y normalizador de la expresión endógena. 
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2.5 Análisis de la expresión proteica de RHBDD2 y genes del UPR en las líneas 

celulares CACO2 y HCT116. 

2.5.1 Western blot. 

De cada ensayo celular, las proteínas fueron extraídas utilizando TRIZOL (Invitrogen, 

USA) según las especificaciones estándares del reactivo. Se resolvieron en geles de 

poliacrilamida al 10% y se corrieron mediante electroforesis a 150 Voltios. 

Posteriormente, fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa Protran®BA 

(Whatman GmbH, Alemania). Para el bloqueo de los sitios inespecíficos la membrana 

se incubó con una solución de leche descremada al 5% durante 2hs. Los lavados se 

realizaron utilizando una solución de PBS-Tween 0.1%. Para la detección de RHBDD2 

se utilizó el anticuerpo primario policlonal anti-RHBDD2 (TA306891, Origene, USA; 

concentración stock: 2µg/µl) en una dilución 1:1000 en PBS 1%. Para la detección de 

proteínas de la vía del UPR se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-

BiP GRP78 (A-10, Santa Cruz Biotechnology, USA; concentración stock: 4µg/µl) en 

dilución 1:200 en PBS 1%, anti-PERK (B-5, Santa Cruz Biotechnology, USA; 

concentración stock: 4µg/µl) en dilución 1:100 en PBS 1% y anti-CHOP GAD153 (B-3, 

Santa Cruz Biotechnology, USA; concentración stock: 4µg/µl) en dilución 1:1000 en PBS 

1%. Como normalizador se empleó ACTINA (ab8227, Abcam, United Kingdom; 

concentración stock: 1µg/µl) dilución 1:10000 en PBS 1%. Las incubaciones con 

anticuerpos los primarios se realizaron durante toda la noche a 4°C. Para la detección 

de RHBDD2 se utilizó un anticuerpo secundario anti-IgG conejo (DAKO, EEUU) diluido 

1:2000 en PBS 1% y para la detección de BiP, PERK, CHOP y ACTINA se utilizó un 

anticuerpo secundario anti-IgA, IgM, e IgG ratón (DAKO, EEUU) diluido 1:1000 en PBS 

1%. La visualización de las bandas se realizó en placas radiográficas por revelado en 

cuarto oscuro (a luz roja) mediante quimioluminiscencia utilizando los reactivos EasySee 

Western Blot (Trans, USA).  

 

2.5.2 Inmunocitoquímica. 

Las células fueron sembradas sobre vidrios de 20mm x 20mm, cultivadas durante 

24hs con medio completo y luego tratadas con 5Fu. Concluido el período de tratamiento 

correspondiente fueron fijadas en PBS/Formol 4%. Los vidrios se montaron en 

portaobjetos para realizar la ICQ. 

La actividad de la peroxidasa endógena fue inhibida incubando los cortes en una 

solución de metanol/H2O2 3%. Los lavados se realizaron con una solución de PBS-Tris 

1% durante 5 minutos. Los sitios de unión inespecíficos fueron bloqueados con suero 

equino diluido 1/10 en PBS/albúmina sérica bovina (BSA) 1%. Para la recuperación 
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antigénica se incubaron las muestras en buffer citrato de sodio 10mM a 100º C durante 

5 minutos. Para la detección de RHBDD2 se incubaron las muestras con un anticuerpo 

policlonal primario anti-RHBDD2 (Origene, USA; concentración stock: 2µg/µl) en dilución 

1:200, durante toda la noche a 4°C. Se incubó con anticuerpo secundario unido a biotina 

(DAKO, EEUU) durante 30 minutos. Posteriormente se adicionó la estreptavidina unida 

a peroxidasa (DAKO, EEUU) y finalmente, para la visualización de la inmunotinción se 

utilizó diaminobencidina como sustrato (DAKO, EEUU). Las células fueron teñidas con 

hematoxilina (BIOPUR, Argentina). Los controles negativos fueron incubados con PBS 

en lugar del anticuerpo primario. 

Dos observadores independientes evaluaron cada una de las muestras. Las 

intensidades de tinción del anticuerpo fueron graduadas como ausente (-), leve (+), 

moderada (++) y fuerte (+++). El porcentaje de expresión fue codificado en los siguientes 

rangos <5% (0); 5-30% (1); 30-60% (2); 60-100% (3). El patrón de expresión a nivel 

celular fue clasificado como membrana, citoplásmico, nuclear y mixto en caso de haber 

combinación entre algunas de las categorías.  

 

2.6 Análisis de la interacción RHBDD2-BiP mediante ensayo de 

inmunoprecipitación. 

La línea celular HCT116 fue utilizada para evaluar la interacción entre RHBDD2 y 

BiP, debido a que posee elevada expresión endógena de RHBDD2. Las células fueron 

colectadas con buffer de lisis conteniendo 50nM Tris–HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 2mM 

PMSF y 1% NP-40. Para la inmunoprecipitación de RHBDD2 se tomaron 500µl de lisado 

celular y se incubó durante toda la noche con 5µl del anticuerpo primario policlonal anti-

RHBDD2 (TA306891, Origene, USA; concentración stock: 2µg/µl) a 4°C. Para la 

inmunoprecipitación de BiP se utilizó 5µl del anticuerpo monoclonal GRP78 (A-10, Santa 

Cruz Biotechnology, USA; concentración stock: 4µg/µl), seguido de un anticuerpo 

secundario anti IgM (SIGMA, EEUU) que fue incubado toda la noche a 4°C para 

conjugarse a proteína A Sepharosa-CL-4B (DAKO, EEUU). El aislamiento de los 

complejos inmunes se realizó utilizando proteína A Sepharosa-CL-4B (DAKO, EEUU). 

Los 500µl de lisado celular, conteniendo ahora los complejos inmunes, fueron incubados 

con 50µl de proteína A Sepharosa-CL-4B en agitación durante 1 hora a 4°C. Luego, se 

centrifugó a 10000g por 30 segundos a 4°C. El pellet resultante fue lavado 3 veces con 

500µl de buffer de lisis. Para liberar los complejos inmunes el pellet fue resuspendido 

en Buffer Laemmli 1X y calentado a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente se 

centrifugó a 10000g durante 5 minutos. Los sobrenadantes conteniendo el 

inmunoprecipitado fueron analizados mediante SDS-PAGE seguido de WB. 
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2.7 Efecto de las variaciones de la expresión de RHBDD2 sobre el fenotipo de las 

líneas celulares CACO2 y HCT116. 

2.7.1 Hemocitometría, análisis de viabilidad celular. 

Para evaluar el efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 en las 

líneas celulares CACO2 y HCT116, respectivamente, sobre el crecimiento celular, se 

realizó un ensayo de viabilidad utilizando la cámara de Neubauer y discriminando las 

células viables mediante la coloración con Azul Tripán. Se sembraron 50000 células por 

well en placas de 24 wells y transcurridos los tiempos 24, 48, 72 y 96hs se realizó el 

conteo celular utilizando la técnica estándar. El ensayo se realizó por triplicado. Se 

calculó la media y el desvío estándar para cada tiempo. 

 

2.7.2 Citometría de flujo, análisis de las fases del ciclo celular. 

Con el objetivo de evaluar si la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 

afectan el ciclo celular, se analizó el porcentaje de células en cada fase del ciclo 

mediante citometría de flujo. Las líneas celulares se cultivaron en los medios 

correspondientes. Alcanzado el 70% de confluencia, las células fueron lavadas, 

incubadas con Tripsina-EDTA (SIGMA, EEUU), centrifugadas y resuspendidas en 

medio completo. Se realizó el conteo celular en cámara de Neubauer y un millón de 

células de cada línea se incubó con 2µl de Vibrant DyeCycle Green (Thermo Fisher 

Scientific, USA), un colorante de ADN permeable en células vivas. La incubación se 

llevó a cabo a 37°C durante 30 minutos. El análisis fue realizado utilizando un citómetro 

de flujo Becton and Dickinson FACSCalibur. Los resultados fueron analizados utilizando 

el software FlowJo 10.0. 

 

2.7.3 Ensayo de cierre de herida. 

Como modo de evaluar los efectos de la expresión de RHBDD2 sobre la migración 

celular y las interacciones célula-célula y célula-sustrato, se realizó un ensayo de 

cicatrización de herida. El mismo consiste en realizar una estría sobre la monocapa 

confluente y monitorear la capacidad de las células para cubrir el área libre. Las líneas 

celulares fueron sembradas en placas de 6 wells y cultivadas 24hs hasta alcanzar 

confluencia. Se realizaron dos estrías por well utilizando un tip de 200µl. Se lavó con 

PBS para remover las células desprendidas en el proceso y se incubó con el medio de 

cultivo correspondiente. El área de la herida fue capturada tomando imágenes en los 
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tiempos 0, 6, 24, 30 y 48hs utilizando un microscopio invertido (Olympus, IX71) equipado 

con una cámara fotográfica (Olympus). Para cuantificar la tasa de migración celular se 

midió el ancho de la herida tomando los valores de diez puntos a lo largo de la misma. 

El ensayo se realizó por triplicado. Para cada tiempo se calculó la media y el desvío 

estándar.  

 

2.7.4 Ensayo de formación de colonias en agar. 

Para evaluar la capacidad de crecimiento libre de anclaje de las células se realizó un 

ensayo de formación de colonias en agar. Sobre placas de 3.5cm se colocó una capa 

base de 1.5ml de agarosa 0.5% con medio de cultivo. Una vez que la base solidificó, 

15000 células fueron resuspendidas en 1.5ml de medio con 0.35% de agarosa y 

agregadas a la base sólida. Se adicionó 0.5ml del medio completo correspondiente. Las 

células fueron cultivadas a 37°C en incubadora húmeda durante 20 días y el medio de 

cultivo fue reemplazado en forma periódica. Las colonias formadas fueron teñidas con 

Cristal Violeta 0.005% y contadas utilizando un microscopio invertido. 

 

3  Anális is de la expres ión de RH B DD 2 en tum ores de recto frente al 

tratamiento neoadyuvante 

 

3.1 Muestras y pacientes. 

Las muestras fueron obtenidas del Instituto de Oncología “Dr. Ángel Roffo” de la 

Ciudad Autónoma de Buenos Aires y del Hospital Provincial Neuquén “Dr. Castro 

Rendon” (Tabla 8). Los protocolos procedimentales y el consentimiento informado de 

los pacientes fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina 

(COBIMED) de la Universidad Nacional de La Plata, el Comité de Bioética del Instituto 

Dr. Ángel Roffo y el Comité de Bioética del Hospital Provincial de Neuquén Dr. Castro 

Rendon. De cada paciente involucrado en el estudio se dispuso de una biopsia 

pretratamiento y una muestra post-quirúrgica, obtenida a las 4 -8 semanas post-

tratamiento. Las muestras fueron fijadas en PBS/formol 1%, incluidas luego en parafina 

para la obtención de los tacos y eventual cortes histológicos.  

El tratamiento neoadyuvante consistió en: radiación (48-60 Gy) más Capecitabina 

(Xeloda, metabolizado a 5Fu en el tumor), radiación más 5Fu con Leucovorina, o bien 

radiación más 5Fu con Leucovorina y Oxaliplatino, según corresponda.  
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De cada muestra se obtuvieron los datos del informe histopatológico y de progresión 

de la enfermedad (Tabla 9).  

 

Tabla 8. Descripción del muestreo.  

Población de 
es tudio 

Pacientes  con CCR derivados  al Instituto  de Oncología “Ángel Roffo” o  
al  H ospital Provincial N euquén “Dr. Castro  Rendon”. 

Condición  Pacientes  con CR con indicación de tratam iento neoadyuvante con RQT. 

Intervención Biops ia/s prequirúrigicas  – C irugía  

Inicio del 
reclutam iento  

Abril 2017 

Criterio de  Criterios  de inclus ión  

elegibilidad Personas m ayores de 18 años de edad. 

  Diagnóstico  de adenocarcinom as de recto  certificado  con biops ia. 

  Disponibilidad del bloque de parafina de la biops ia del tum or prim ario . 

  F irm a del consentimiento inform ado. 

  Apto para tratam iento  de radioterapia.  

  Apto para indicación de quim io terapia base de 5Fu o análogos .  

  Que reciba tratam iento  neoadyuvante. 

  Criterios  de exclusión 

  Pacientes  con evidencia de disem inación metastásica. 

  Pacientes  con contraindicaciones al tratam iento  de RQT estándar para 
CR. 

  Pacientes  con contraindicaciones al tratam iento  radiante estándar 
para CR. 

  Em barazo 

  Incapacidad m ental 

  Criterios  de retirada 

  N o cum plir el tratam iento  en su totalidad. 

  Voluntad del paciente 

Fecha de 
finalización 

Diciem bre 2019 

Pacientes  
reclutados  

19 

N úm ero  de 
m uestras  

38 

 

3.2 Inmunohistoquímica. 

Con el objetivo de evaluar la expresión de RHBDD2, BiP, PERK y CHOP frente al 

tratamiento neoadyuvante en CR, los cortes de tejido fueron analizados mediante IHQ. 

Las muestras fueron desparafinizadas con xilol, rehidratadas con etanol y lavadas con 

PBS. La actividad de la peroxidasa endógena fue eliminada incubando los cortes en una 

solución de metanol/H2O2 3%, luego los sitios de unión inespecíficos fueron bloqueados 

con suero equino diluido 1/10 en PBS/albúmina sérica bovina (BSA) 1%. Para la 

recuperación antigénica se incubaron las muestras en buffer citrato de sodio 10mM a 
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100º C durante 5 minutos. Para la detección de RHBDD2 los cortes de tejido se 

incubaron con un anticuerpo policlonal primario anti-RHBDD2 (Origene, USA; 

concentración stock: 2µg/µl) en dilución 1:200, durante toda la noche a 4°C. Para la 

detección de BiP se utilizó el anticuerpo monoclonal primario anti-GRP78 (A-10; Santa 

Cruz Biotechnology, USA; concentración stock: 4µg/µl) en dilución 1:200, incubado 

durante toda la noche a 4°C. Para la detección de PERK las muestras se incubaron con 

un anticuerpo monoclonal primario anti-PERK (B-5; Santa Cruz Biotechnology, USA; 

concentración stock: 4µg/µl) en dilución 1:200, incubado durante toda la noche a 4°C. 

Para la detección de CHOP se utilizó el anticuerpo monoclonal primario anti-GAD153 

(B-3, Santa Cruz Biotechnology, USA; concentración stock: 4µg/µl) en dilución 1:100, 

incubado durante toda la noche a 4°C. Se incubó con anticuerpo secundario unido a 

biotina (DAKO, EEUU) durante 30 minutos. Posteriormente se adicionó la estreptavidina 

unida a peroxidasa (DAKO, EEUU) y finalmente, para la visualización de la 

inmunotinción se utilizó diaminobencidina como sustrato (DAKO, EEUU). Los cortes 

histológicos fueron teñidos con hematoxilina (BIOPUR, Argentina). Los controles 

negativos fueron incubados con PBS en lugar del anticuerpo primario. Dos observadores 

independientes evaluaron cada una de las muestras sin conocer a priori a qué tipo 

corresponde cada espécimen. Las intensidades de tinción del anticuerpo fueron 

graduadas como ausente (-), leve (+), moderada (++) y alta (+++) (Figura 14). El 

porcentaje de expresión fue codificado en los siguientes rangos 0-10% (0); 10-40% (1); 

40-70% (2); 70-100% (3). El patrón de expresión a nivel celular fue clasificado como 

membrana, citoplásmico y nuclear, y mixto cuando hubo combinación entre dos de las 

categorías mencionadas. 

 

Figura 14. Intensidad de la inmunotinción en muestras tumorales. Basados en la intensidad de la 
inmunomarcación las muestras fueron codificadas como negativas, leves, moderadas o altas. 
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Tabla 9. Datos clínico-patológicos de 

los pacientes.  

  
n Media + /- D S  

Edad   56.9+ /-10.7 

Género     

F  4   

M  15   

Grado 
histológico 

  
  

I 5   

II 12   

III 1   

Estadio     

T1 1 
  
  
  

T2 5 

T3 9 

T4 4 

 

4   Anális is  es tadístico 

En los ensayos celulares, para la determinación de asociación entre las variables 

cualitativas se emplearon Tablas de Contingencia y se analizaron con el test de Chi 

cuadrado. La significancia estadística (p<0.05) se estimó mediante la prueba exacta de 

Fisher. El grado de asociación entre las variables se evaluó mediante los coeficientes 

de Pearson y Tau b de Kendall. Para la comparación de variables cuantitativas se 

empleó el T Test para muestras independientes y el test de ANOVA. El nivel de 

significancia se estableció para un p<0.05. 

Para el análisis de muestras de tejido de tumores de recto, los datos de IHQ se 

evaluaron empleando el test de McNemar para datos nominales pareados121. La 

asociación entre los valores de expresión proteica y los datos clínicos de progresión fue 

estimada con el método de Kruskal-Wallis122. 

La determinación de la significancia estadística se realizó utilizando el entorno 

informático R120 con la utilización de paquetes obtenidos de Bioconductor119. 
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   RESULTADOS   

 

 

 

 

 

1    Aproximación al rol funcional de RH BD D2 en el contexto del CCR  

 

1.1 El análisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con 

RHBDD2 en el CCR identifica procesos biológicos relacionados al tráfico de 

membrana, las adhesiones focales y vías asociadas al estrés de RE. 

En un estudio previo basado en el análisis de datos de microarreglos en líneas 

celulares de cáncer de mama demostramos que RHBDD2 estaría vinculado a la vía del 

UPR y otros procesos asociados a estrés de RE. Con el objetivo de investigar si esta 

asociación se mantiene en el CCR se realizó un análisis de coexpresión. Para ello se 

empleó la herramienta MEM. El análisis involucró 34 estudios de microarreglos, que 

comprenden un total de 2714 muestras, que incluyen tumores colorrectales, tejido 

normal y líneas celulares de CCR (Anexo 1.1). Se estableció como criterio de inclusión, 

los 200 genes más fuertemente coexpresados con RHBDD2, a lo largo de todos los 

estudios (R>0.5, p <0.001, Anexo 1.2). El análisis de enriquecimiento funcional del 

listado de genes coexpresados, determinó una red de 12 grupos funcionales (p<0.0001, 

Figura 15), representados por términos provenientes de las bases de datos de ontología 

génica: The Gene Ontology Resource (GO), Uniprot-GOA-EBI, KEGG, Reactome y 

Wikipathways. Los principales términos incluyeron Tráfico de Membrana (p=1.9x10-13), 

Transporte Mediado por Vesículas (p=1.3x10-7), Adhesión Focal (p=2.1x10-5), Unión a 

Cadherinas (p=2.2x10-4), Retención de proteínas en lumen del RE (p=4.6x10-4) y 

Autofagia (p=4.5x10-5), entre otros (Figura 15).  
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Figura 15: Enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD2 en CCR. Se 
seleccionaron los top 200 genes que correlacionan con el perfil de expresión de RHBDD2 en 34 
microarreglos de CCR y se analizaron para capturar los procesos biológicos asociados a 
RHBDD2. a) Los términos ontológicos (GO) sobrerepresentados y las vías de señalización 
provenientes de KEGG, Reactome y Wikipathways se muestran representados en un esquema 
de red de nodos (círculos) y aristas (líneas o enlaces de asociación entre nodos). Los términos 
que denominan cada nodo se encuentran en idioma inglés. Los términos que asignan a cada 
cluster o grupo (n=12) se hallan resaltados en el color correspondiente. b) Grafico de barras en 
el que se indican los términos biológicos más significativos según el recurso ontológico, indicado 
en colores, al que pertenecen (p<0.001). 

 

 

De un modo similar, se evaluaron los FT que estuvieran asociados a los 200 genes 

seleccionados, según TFBS-UCSC. Se identificó un total de 82 FT (p<0.05, Anexo 2.1), 

de los cuales se seleccionaron aquellos para los que RHBDD2 fuera un gen diana, 

obteniéndose un total de 25 FT (Anexo 2.2). El enriquecimiento funcional de estos 25 

genes mostró 8 grupos funcionales (p<0.001), entre los que se destaca la vía del UPR 

(p=2.5x10-5), Mitofagia (Autofagia; p=1.3x10-5) y Adipogénesis (p=4.2x10-12), entre otros 

(Figura 16). 
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Figura 16: Enriquecimiento 
funcional de los factores de 
transcripción asociados a 
RHBDD2 en CCR. Se 
identificaron ocho grupos en el 
enriquecimiento funcional de los 
factores de transcripción que 
coexpresan con RHBDD2 en 
CCR (p<0.001). Los términos 
asociados fueron: Respuesta a 
las Proteínas Mal Plegadas en 
el RE, Adipogénesis, Mitofagia, 
Transcripción Mediada por la 
ARN Polimerasa II, Regulación 
de la Proliferación de 
Fibroblastos, entre otros. 
 

 

 

 

1.2 La estructura y topología de RHBDD2 revela dominios asociados a la unión de 

ligandos específicos. 

Los miembros de la familia romboide constituyen proteínas de membrana multipaso, 

con 5 a 7 dominios transmembrana. El análisis bioinformático de la topología y 

secuencia de aminoácidos de RHBDD2 predijo 5 dominios transmembrana y un largo 

dominio o cola citoplasmática rica en prolinas en el extremo C-terminal (Figura 17). En 

la misma se identificó la presencia de motivos de unión Src-homology 3 (SH3), no 

canónicos de Clase I (PXXP) y Clase II (PXXPXXXP), los cuales reconocen tramos 

cortos de péptidos (denominados motivos lineales) con afinidad y especificidad 

moderadas, y varios sitios putativos de fosforilación, lo que sugiere que esta región 

cumpliría un rol dinámico en la unión de ligandos específicos, ya sea para favorecer su 

transporte o su retención en el orgánulo. 

En conjunto, estos resultados indican que RHBDD2 estaría asociado a la respuesta 

a estrés de RE y según sus características estructurales podría actuar como un 

clasificador de proteínas durante el transporte de las mismas, contribuyendo con la 

configuración del fenotipo final de respuesta al estrés. 

 

2    Expres ión de RH BD D2 en células  de cáncer de colon 

 

2.1 Análisis de la expresión de RHBDD2 en líneas celulares de cáncer de colon.  

Con el objetivo de determinar el nivel de expresión de RHBDD2 en las líneas 

celulares de cáncer de colon, se analizaron datos de ARNseq de dos estudios 
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preexistentes (GSE36864 y GSE59857) que involucran un total de 151 líneas celulares 

de cáncer de colon. Los datos crudos fueron pre-procesados, normalizados y anotados. 

Obtenida la matriz de expresión, se identificó la sonda correspondiente al gen RHBDD2 

y se estableció su perfil de expresión a lo largo de las 151 líneas celulares. Según los 

valores de expresión las líneas fueron ordenadas de menor a mayor y la distribución fue 

dividida en cuatro grupos mediante el empleo de cuartiles, los que en términos 

estadísticos constituyen tres puntos que dividen a un set de datos ranqueado en cuatro 

partes iguales, donde cada grupo constituye un cuarto de los datos. A fines 

comparativos y contrastantes, consideramos sólo las líneas del grupo 1 (expresión <Q1, 

n=37) y las del grupo cuatro (expresión >Q3, n=37), es decir las líneas celulares de 

cáncer de colon con menor y mayor expresión de RHBDD2 respectivamente, quedando 

excluidas aquellas con valores medios (Figura 18).  

De acuerdo a los resultados de este análisis se seleccionaron como modelo de 

estudio las líneas celulares CACO2 y HCT116. Las CACO2 se ubican entre las líneas 

con menor expresión de RHBDD2, mientras que las HCT116 se encuentran en el grupo 

de las líneas con mayor expresión del gen (Figura 18). 

 

 

Figura 17: Secuencia y 
topología de la proteína 
RHBDD2. Se observa la 
presencia de 5 dominios 
transmembrana y una larga 
cola citoplasmática rica en 
prolinas. Se detectaron, 
además, cinco motivos de 
unión SH3 característicos de 
interacciones proteína-
proteína. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESU LTADOS 
 

59 
 

Figura 18: Expresión de RHBDD2 en 151 líneas celulares de cáncer de colon. Se graficó el nivel de 
expresión de RHBDD2 en los cuartiles extremos de la distribución de las 151 líneas celulares analizadas. 
En verde se observan las líneas celulares con baja expresión de RHBDD2 y en rojo las que poseen mayor 
expresión del gen. Las CACO2 y las HCT116 se indican con flechas en la parte inferior de la imagen. 

 

Coincidente con el análisis in silico se determinó que la expresión endógena del gen 

varía significativamente (p<0.05) entre ambas líneas, mostrando mayor expresión en las 

HCT116 respecto de las CACO2  (Figura 19). 

 

Figura 19: Expresión de RHBDD2 en las 
líneas celulares CACO2 y HCT116. a) 
Expresión transcripcional de RHBDD2. Se 
observa mayor expresión del gen en las 
HCT116 respecto de las CACO2. b) Niveles 
de expresión proteica de RHBDD2 
detectados mediante WB. La expresión de 
la proteína en las HCT116 fue 
significativamente mayor que la expresión 
en las CACO2. *p<0.05. 
 

 

 

 

2.2 Expresión de RHBDD2 frente al 5Fu en las líneas celulares CACO2 y HCT116. 

Resultados previos de nuestro grupo demostraron que RHBDD2 se induce frente al 

5Fu en las células COLO205106. En la presente tesis se evaluó su respuesta en las 

líneas celulares CACO2 y HCT116, seleccionadas como modelos de estudio. 

Los resultados a nivel transcripcional indicaron una inducción transitoria de RHBDD2 

en ambas líneas, con un pico de expresión a las 6hs-10µM y 12hs-5µM en las CACO2 

y HCT116, respectivamente (Figura 20a). El aumento de RHBDD2 fue evidenciado 

también a nivel de proteína en ambas líneas celulares, a una dosis de 5µM-12hs (Figura 

20b). 
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Al evaluar la sensibilidad de ambas líneas celulares al 5Fu, los resultados indicaron 

una asociación negativa con la tasa de proliferación: las HCT116, más proliferativas que 

las CACO2, mostraron mayor sensibilidad al tratamiento con 5Fu (p<0.01; Figura 20c).  

 

Figura 20: Expresión de RHBDD2 frente al tratamiento con 5Fu en células de CCR. a) Resultados 
obtenidos mediante RT-qPCR. Se observa un aumento significativo de RHBDD2 en ambas líneas celulares 
frente al 5Fu. En las CACO2 se evidencia una inducción temprana que alcanza su máximo con 10µM-6hs 
de 5Fu y decae a tiempos y dosis mayores. En las HCT116, se observa una respuesta más tardía, con un 
pico de expresión en 5µM-12hs de tratamiento. b) Resultados obtenidos mediante WB. Se observa un 
aumento significativo de la proteína a las 6 y 12hs de tratamiento con 5Fu 5µM en ambas líneas celulares. 
c) Las células fueron tratadas durante 6hs con 5Fu, transcurrido el tratamiento se evaluó la viabilidad celular. 
La línea celular HCT116 mostró una mayor sensibilidad al tratamiento con 5Fu que las CACO2. *p<0.05 
**p<0.01. 

 

Mediante ICQ se evaluó el patrón de expresión de RHBDD2 (Figura 21). En ambas 

líneas se evidencia el aumento de la proteína frente a dosis y tiempos crecientes de 

5Fu. Este incremento se vio acompañado de cambios notables en la forma y el tamaño 

de las células, posiblemente como resultado de las condiciones estresantes generadas 

por la droga (Figura 21). En las células control la expresión de RHBDD2 se restringió a 

la periferia del núcleo, pero en las tratadas, su expresión se extendió centrífugamente 
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hacia todo el citoplasma, alcanzando incluso las proyecciones citoplasmáticas emitidas 

por estas células (Figura 21). El patrón característicamente granular y su distribución 

recuerdan a un transporte vesicular (Figura 21). 

 

Figura 21: Expresión de RHBDD2 frente al 5Fu en las CACO2 y HCT116 evaluada mediante ICQ. Las 
líneas celulares CACO2 y HCT116 fueron tratadas con 5, 10 y 20µM de 5Fu durante 6 y 12hs. Se observa 
un aumento de la expresión de RHBDD2 acompañado de cambios morfológicos significativos en las células. 
La distribución de la proteína se extiende desde la periferia del núcleo hasta las proyecciones 
citoplasmáticas de las células estresadas, con un patrón granular (flechas blancas). 

 

En conjunto, estos resultados demuestran la asociación de la expresión de RHBDD2 

y el tratamiento con 5Fu en líneas celulares de cáncer de colon. Además, se pudo 

observar que los cambios morfológicos de las células provocados por el agente 

estresante están acompañados por un aumento en la expresión de RHBDD2, lo que 

sugiere que, junto con la inducción de su expresión, varios procesos se ven afectados, 

impactando en la dinámica del citoesqueleto y en las propiedades de adhesión de las 

células. 
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3    La sobreexpresión y el s ilenciamiento de RH BDD2 poseen 

efectos  opuestos sobre la adhesión, la m igración, la 

proliferación y la res istencia al tratam iento con 5Fu 

 

3.1 Desarrollo de constructos para la sobreexpresión y silenciamiento de RHBDD2 

en líneas celulares de cáncer de colon. 

Con el objetivo de evaluar las consecuencias fenotípicas y moleculares de la 

sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2, se desarrollaron dos modelos in vitro 

contrastantes. Por un lado, se generó la línea celular CACO2 con sobreexpresión 

estable de RHBDD2 respecto a su control (Ct), y por otro, la línea HCT116 con 

silenciamiento estable de la expresión de RHBDD2 respecto a su Ct. Los modelos 

fueron validados mediante RT-qPCR, WB, e ICQ (Figura 22). 

 

3.2 Efecto de las variaciones de la expresión de RHBDD2 sobre la migración 

celular. 

Para evaluar los efectos de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre 

la migración celular en células de cáncer de colon, se realizó un ensayo de cierre de 

herida. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor velocidad de cierre de la 

herida que las Ct (p<0.01; Figura 23). El fenómeno opuesto se observó en las SH-

RHBDD2 que mostraron una menor capacidad migratoria que sus respectivos Ct 

(p<0.01; Figura 23). Las diferencias fueron significativas en todos los tiempos evaluados 

(Figura 23). En consecuencia, la sobreexpresión de RHBDD2 provocó un aumento en 

la capacidad migratoria de las células de cáncer de colon, mientras que su 

silenciamiento la redujo.  

 

3.3 Efecto de las variaciones de la expresión de RHBDD2 sobre el crecimiento libre 

de anclaje. 

La capacidad de exhibir un crecimiento celular independiente del anclaje (capacidad 

de formación de colonias en medios semisólidos), es considerada una característica 

fundamental en la carcinogénesis, debido a que se relaciona con la agresividad de las 

células tumorales in vivo, y su potencial tumorogénico y metastásico, y a que se la utiliza 

como un marcador para la transformación in vitro. Para evaluar si las variaciones en la 

expresión de RHBDD2 afectan el crecimiento libre de anclaje se realizó un ensayo de 

formación de colonias en agar.  
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La sobreexpresión de RHBDD2 dio como resultado un mayor crecimiento 

independiente del anclaje (p<0.01; Figura 24). Se observó un aumento en el número y 

en el tamaño de las colonias formadas, incluso considerando la baja capacidad 

clonogénica mostrada por las CACO2 en el periodo de tiempo evaluado. Por el contrario, 

al silenciar RHBDD2 en las HCT116, que tienen una alta capacidad para formar 

colonias, se observó una reducción dramática en el crecimiento independiente del 

anclaje (p<0.001; Figura 24). 

 

 

Figura 22: Validación del modelo de sobreexpresión y silenciamiento de RHBDD2. a) 
Expresión transcripcional de RHBDD2 luego de la sobreexpresión y el silenciamiento. En las 
células TOPO-RHBDD2 se observó un aumento de más de seis veces de cambio en la 
expresión del gen y en las SH-RHBDD2 se detectó una reducción al medio en la expresión de 
RHBDD2. b) Los resultados transcripcionales fueron validados mediante WB. c) Las imágenes 
de ICQ muestran la distribución de la proteína, con una mayor concentración en la periferia del 
núcleo, extendiéndose gradualmente por el citoplasma hacia la membrana plasmática. *p<0.05. 
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Figura 23: Efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la migración en células 
de cáncer de colon. Se evaluaron las consecuencias fenotípicas de las variaciones de la expresión de 
RHBDD2 en las líneas celulares CACO2 y HCT116 sobre la migración celular, realizando un ensayo de 
cierre de herida. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor capacidad de cerrar la herida que las 
células control (Ct). El fenómeno opuesto se observó en las SH-RHBDD2. *p<0.05 **p<0.01. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre el 
crecimiento libre de anclaje. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor capacidad 
clonogénica respecto a las células Ct. En contraste, las SH-RHBDD2 presentaron una 
menor clonogenicidad que el Ct. En ambos casos se observaron diferencias significativas. 
*p<0.05 **p<0.01. 
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3.4 Efecto de las variaciones de la expresión de RHBDD2 sobre la proliferación y 

el ciclo celular. 

Adhesión, motilidad (migración) y proliferación son procesos directamente 

relacionados con el crecimiento tumoral. Mediante un ensayo de conteo de células 

viables, se determinó una mayor proliferación en las TOPO-RHBDD2 respecto a sus Ct 

hacia las 96hs de cultivo (p<0.05, Figura 25). Por el contrario, las SH-RHBDD2 

mostraron una disminución en el número de células viables respecto a las Ct, en el 

mismo intervalo de tiempo (p<0.05, Figura 25). 

 

Figura 25: Efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la tasa de proliferación 
celular en CCR. Las células TOPO-RHBDD2 mostraron una mayor tasa proliferativa que las células control. 
En cambio, en las SH-RHBDD2 se observó una menor capacidad de proliferación celular. *p<0.05. 

 

Por otro lado, mediante citometría de flujo se observó una mayor frecuencia de 

células en fase S en las TOPO-RHBDD2 en comparación con sus Ct y una disminución 

proporcional de células en fase G1 (p<0.01; Figura 26). Las células SH-RHBDD2 

mostraron el efecto opuesto, con un aumento en las células G1 y una reducción 

significativa en células en fase S (p<0.01; Figura 26). 

 

 
Figura 26: Análisis de las fases del ciclo celular ante la sobreexpresión y el silenciamiento de 
RHBDD2 en líneas celulares de CCR. Se observa un aumento significativo en la proporción de células en 
fase S ante la sobreexpresión de RHBDD2 y una diminución del porcentaje de células en dicha fase ante 
el silenciamiento del gen. *p<0.05 **p<0.01. 
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3.5 Efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de RHBDD2 sobre la respuesta 

al tratamiento con 5Fu. 

Para evaluar el rol de RHBDD2 en la resistencia celular al tratamiento con 5Fu, las 

células fueron expuestas a concentraciones de 5μM y 10μM del fármaco durante 24, 48 

y 72hs. Luego, se evaluó la viabilidad celular. En las CACO2 las células TOPO-RHBDD2 

mostraron mayor resistencia al 5Fu respecto a sus Ct luego de 48hs de tratamiento, con 

ambas dosis de la droga (Figura 27). En las HCT116, no se observaron diferencias 

significativas (Figura 27).  

 

 
Figura 27: La sobreexpresión de RHBDD2 aumentó la resistencia al tratamiento con 5Fu en las 
CACO2. Las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2 fueron tratadas con 5 y 10µM de 5Fu y la viabilidad 
celular fue evaluada. Las TOPO-RHBDD2 mostraron un mayor número de células viables respecto al 
control, indicando una mayor resistencia al tratamiento. En las SH-RHBDD2 no se observaron diferencias 
significativas. **p<0.01. 

 

4    RH B DD2 m odula la expresión de genes del UPR 

 

4.1 Análisis de la expresión de genes del UPR ante las variaciones en la expresión 

de RHBDD2. 

Se evaluó la expresión de los genes BiP, PERK, ATF4, CHOP, ATF6 e IRE1 ante la 

sobreexpresión y el silenciamiento del RHBDD2.  

En las células TOPO-RHBDD2, se observó un aumento significativo en la expresión 

de BiP (p<0.05), mientras que en las SH-RHBDD2 se detectó una disminución de la 

expresión del gen (p<0.05; Figura 28). Respecto a CHOP, se observó el efecto opuesto, 

con una marcada disminución en las TOPO-RHBDD2 (p<0.05) y un significativo 

aumento en las SH-RHBDD2 (p<0.05; Figura 28).  

PERK mostró una reducción en su expresión tanto en las TOPO-RHBDD2 como en 

las SH-RHBDD2 en comparación a sus Ct (p<0.01; Figura 28). IRE1, por su parte, 

disminuyó ante la sobreexpresión de RHBDD2 (p<0.01), y mostró una tendencia a 

aumentar en las SH-RHBDD2, aunque no significativa (Figura 28). Por último, ATF4 y 

ATF6 no mostraron diferencias frente a las variaciones de RHBDD2 (Figura 28).  
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En conjunto, las variaciones en la expresión de RHBDD2 provocaron cambios 

significativos en la expresión de los genes del UPR: BiP, PERK, IRE1 y CHOP. 

Figura 28: Expresión de genes del UPR ante las variaciones de expresión de RHBDD2. 
Se evaluó la expresión de los genes del UPR: BIP, PERK, ATF4, CHOP, IRE1 y ATF6 en las 
células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2. La sobreexpresión de RHBDD2 indujo la expresión de 
BIP y redujo la expresión de CHOP. El silenciamiento de RHBDD2 redujo la expresión de BIP 
y aumentó la expresión de CHOP. *p<0.05 **p<0.01. 

 

4.2 Estudio de la expresión de genes del UPR frente a las variaciones en la 

expresión de RHBDD2 ante el tratamiento con 5Fu. 

En las células TOPO-RHBDD2 se observó un aumento de PERK y ATF6 y una 

reducción en la expresión de ATF4, CHOP e IRE1 (p<0.05; Figura 29). 

 

Figura 29: Expresión de genes del UPR ante las variaciones de la expresión de RHBDD2 
y el tratamiento con 5Fu. Se evaluó la expresión de BIP, PERK, ATF4, CHOP, IRE1 y ATF6 
en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2, ante el tratamiento con 5Fu. En las células 
TOPO-RHBDD2 el tratamiento con la droga produjo un aumento significativo de PERK y 
ATF6 y redujo la expresión de ATF4, CHOP e IRE1. *p<0.05 **p<0.01. 
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En las SH-RHBDD2 el 5Fu no provocó cambios significativos en la expresión de 

ninguno de los genes del UPR analizados, en comparación con las células Ct (Figura 

29). 

 

4.3 Expresión de las proteínas BiP, PERK y CHOP frente a las variaciones en la 

expresión de RHBDD2 en presencia y ausencia del tratamiento con 5Fu. 

La expresión de las proteínas BiP, PERK y CHOP fue evaluada en ambos modelos 

en ausencia y presencia de 5Fu (Figura 30). 

 

 

Figura 30: Expresión de las proteínas BIP, PERK y CHOP, ante las variaciones 
de expresión de RHBDD2 y el tratamiento con 5Fu. Se evaluó la expresión de BiP, 
PERK, y  CHOP en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2, en presencia y 
ausencia de 5Fu, mediante WB. La sobreexpresión de RHBDD2 aumentó la expresión 
de BiP y redujo la expresión de CHOP. El silenciamiento, en cambio, produjo el efecto 
contrario. En las TOPO-RHBDD2 expuestas al 5Fu se indujo la expresión de BiP y 
PERK y se redujo la expresión de CHOP. En las SH-RHBDD2, la droga provocó un 
incremento en la expresión de PERK y CHOP.  *p<0.05 **p<0.01. 
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Los resultados demostraron lo observado a nivel del ARNm. Se evidencia el marcado 

aumento de BiP en las TOPO-RHBDD2 y su reducción en las SH-RHBDD2 respecto a 

sus respectivos Ct, en presencia y en ausencia del 5Fu. Asimismo, se destacan 

diferencias que no habían sido evidenciadas a nivel transcripcional luego del tratamiento 

con 5Fu: el aumento de PERK en ambos modelos, y la disminución de CHOP en las 

TOPO-RHBDD2 y su reducción en las SH-RHBDD2 (Figura 30).  

 

4.4 Asociación entre RHBDD2 y BiP en células de CCR. 

Debido al comportamiento de BiP frente a las variaciones de la expresión de 

RHBDD2 se ensayó la hipótesis de que ambas proteínas puedan interaccionar. 

Mediante WB fue posible confirmar la inmunoprecipitación de RHBDD2 y BiP a partir de 

lisados de las células HCT116 (Figura 31). 

 

Figura 31: Co-inmunoprecipitación de RHBDD2 y 
BiP. Se utilizó la línea celular HCT116 para co-
inmunoprecipitar RHBDD2 y BIP. Se detectó a la 
proteína BiP en el inmunoprecipitado de RHBDD2 y se 
halló la presencia de RHBDD2 en el inmunoprecipitado 
de BiP. 

 

 

 

 

4.5 Identificación de sitios de unión de CHOP/DDIT3 en la secuencia promotora de 

RHBDD2. 

También investigamos una posible función reguladora del FT CHOP/DDIT3 en la 

expresión del gen RHBDD2. DDIT3 tiene un papel relevante como respondedor a una 

amplia variedad de estresores celulares y es un efector final en el arresto del ciclo celular 

e inductor de apoptosis frente al estrés de RE.  

Se analizó in silico la secuencia promotora de RHBDD2 para la presencia de 

secuencias reguladoras Cis de unión a DDIT3. Notablemente, se identificaron varios 

sitios potenciales, lo que sugiere una regulación recíproca entre ambos genes (Figura 

32). Serán necesarias validaciones experimentales para su confirmación. 

 



RESU LTADOS 
 

70 
 

 

Figura 32: Análisis in silico del promotor de RHBDD2. a) Se detectó la presencia de 
varios sitios de unión del FT CHOP en la secuencia promotora de RHBDD2 (óvalos 
amarillos). b) En barras azules se muestra la frecuencia y la posición relativa de los sitios 
de unión de CHOP desde el sitio de inicio de la transcripción (TSS). En barras rosas se 
observa la especificidad de los sitios de unión del FT. 

 

 

5    Variaciones de la expres ión de RH BDD2 afectan a la vía de 

adhesión focal 

En el análisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD2 

en el contexto del CCR, se identificó entre los principales términos ontológicos a las 

adhesiones focales. Por otra parte, las variaciones en la expresión de RHBDD2 en 

células de cáncer de colon afectaron la adhesión, la migración celular y el crecimiento 

libre de anclaje.  

Para determinar si la expresión RHBDD2 afecta a la vía de adhesión focal, se 

midieron los genes PXN, FAK y TLN en ambos modelos celulares antes y después del 

tratamiento con 5Fu. En las CACO2, antes del tratamiento no se evidenciaron 

diferencias entre las TOPO-RHBDD2 y sus Ct. Luego del tratamiento, sin embargo, hubo 

una significativa inducción de FAK y PXN en las TOPO-RHBDD2 (Figura 33).  

En las HCT116, el silenciamiento de RHBDD2 modificó la expresión de FAK en 

comparación con las células Ct (Figura 33). La expresión de PXN también se redujo, 

pero no fue estadísticamente significativa. No se observaron diferencias en las SH-

RHBDD2 en ninguno de los genes analizados después del tratamiento con 5Fu (Figura 

33). 
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Figura 33: Expresión de genes de la vía de adhesión focal ante las variaciones de RHBDD2 en 
presencia y ausencia del tratamiento con 5Fu. Se evaluó la expresión de los genes de adhesión focal: 
TLN, PXN y FAK en las células TOPO-RHBDD2 y SH-RHBDD2 en presencia y ausencia del tratamiento 
con 5Fu. En las HCT116 silenciamiento de RHBDD2 redujo la expresión de FAK. En las células TOPO-
RHBDD2 el tratamiento con 5Fu indujo significativamente la expresión de PXN y FAK. *p<0.05 **p<0.01. 

 

 

6 Anális is de m uestras tumorales de recto frente al tratamiento 

neoadyuvante 

6.1 Una elevada expresión de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante en CR 

se asocia a mal pronóstico. 

La siguiente etapa en este estudio fue evaluar por IHQ la expresión de la proteína 

RHBDD2 en 38 muestras de tumores de CR obtenidas de 19 pacientes antes y después 

del tratamiento neoadyuvante. El patrón y la intensidad de expresión de RHBDD2 se 

codificaron y analizaron siguiendo el procedimiento previamente establecido (Figura 14). 

RHBDD2 mostró reacción positiva en todas las muestras pre-tratadas (19 casos de 19) 

con una prevalencia de moderada a alta intensidad de inmunomarcación (7 y 9 casos 

de 19, respectivamente), y sólo 3 casos con baja intensidad de RHBDD2 (Tabla 10). La 

distribución tisular de RHBDD2 (denominada % de expresión) varió de 10 a 100% en 

las biopsias analizadas (Tabla 10). La localización de la proteína fue 

predominantemente citoplasmática (Figura 14; Figura 34). 
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Tabla 10. Resultados de IHQ para RHBDD2 en 

tumores de recto antes y después del tratamiento 

neoadyuvante. 

  RH BDD2 

Tratamiento Pre-tto  Post-tto  

Intens idad casos/total (%) 

Baja 3/19 (16) 5/19 (26,3) 

Moderada 7/19 (37) 11/19 (58) 

Intensa 9/19 (47) 3/19 (17,7) 

Porcentaje casos/total (%) 

10-40 5/19 (26) 8/19 (42) 

50-70 2/19 (11) 9/19 (47) 

70-100 12/19 (63) 2/19 (11) 

 

Figura 34: Expresión de RHBDD2 ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a) 
Microfotografías de tumores pareados de recto incubados con anti-RHBDD2. La expresión de RHBDD2 en 
las biopsias pre-tratadas fue moderada/alta y disminuyó abruptamente en las muestras post-tratadas 
(paneles superior y medio). Sin embargo, hubo un grupo de pacientes en los que no se observó reducción 
de la expresión de RHBDD2 post-tratamiento (panel inferior). b) Se observa una reducción significativa de 
la intensidad y el porcentaje de expresión de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante. 
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En las muestras analizadas luego del tratamiento, se observó mayor variabilidad en 

la expresión: la mayoría (12 casos de 19) mostró una reducción significativa en la 

expresión de RHBDD2 en comparación con las pre-tratadas (Tabla 10; Figura 34); un 

grupo menor (7 casos de 19), sin embargo, mostró una alta expresión de la proteína 

(Tabla 10; Figura 34). Se definieron en consecuencia dos grupos, denominados LEAT 

(del inglés Low Expression After Treatment) y HEAT (del inglés High Expression After 

Treatment). Se realizó un análisis de asociación entre ambos grupos y los datos clínico-

patológicos de los pacientes y se halló una asociación significativa entre el grupo HEAT 

y la presencia de metástasis ganglionar y/o a distancia (p=0.018; Figura 35).  

 

 

Figura 35: Variación de la expresión de RHBDD2 
ante el tratamiento neoadyuvante y su asociación 
al desarrollo de metástasis. Las muestras fueron 
clasificadas en dos grupos: las que poseen baja 
expresión de RHBDD2 luego del tratamiento (LEAT) 
y las que presentan alta expresión de RHBDD2 luego 
del tratamiento (HEAT). Se observó una asociación 
significativa entre el grupo HEAT y la presencia de 
metástasis local o a distancia. *p=0.0181. 

 

 

 

 

 

 

 

Por otro lado, se analizó la expresión intratumoral de RHBDD2. De modo relevante, 

se observó una mayor expresión de la proteína en la región invasora del tumor, en 

comparación con el tejido adyacente de apariencia normal (Figura 36). Este patrón fue 

característico en todas aquellas muestras en las que fue posible identificar y distinguir 

una zona de apariencia normal y una de aspecto proliferativo/invasor. 

 

 

6.2 Análisis de la expresión de BiP, PERK y CHOP en muestras de recto frente al 

tratamiento neoadyuvante. 

En las muestras pareadas de tumores de recto, se evaluó la expresión de las 

proteínas BiP, PERK y CHOP. La marcación del anticuerpo de CHOP no fue detectable 

por IHQ. La inmunotinción detectada para PERK fue muy leve, y se redujo aún más 

luego del tratamiento neoadyuvante, aunque no significativamente (Tabla 11; Figura 37). 

Por su parte, la expresión de BiP mostró una reducción significativa luego del 

tratamiento (Tabla 11; Figura 38), a excepción de ciertas áreas a nivel intratumoral en 

las que BiP se mantuvo con altos niveles de expresión, de modo similar a lo observado 
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con RHBDD2 (Figura 38). Estas áreas fueron usualmente coincidentes con el frente 

invasor del tumor o incluso con células tumorales invadiendo las capas musculares 

(Figura 38). A pesar de estas observaciones no se halló asociación entre la expresión 

de BiP y el desarrollo de metástasis de los pacientes analizados. 

 

 

Figura 36: Expresión intratumoral de RHBDD2. Se detectaron variaciones en la expresión de 
RHBDD2 a nivel intratumoral. Se distinguió la mucosa normal adyacente al tumor, la submucosa y el 
tumor invadiendo las capas musculares. a) Microfotografías (10X) tomadas de la misma sección de 
tejido de una biopsia de un paciente post-tratamiento. De izquierda a derecha se observa una secuencia 
de malignidad tumoral, la expresión de RHBDD2 es muy baja en el tejido normal adyacente (izquierda), 
queda restringida a las glándulas más profundas en la mucosa más alterada (centro, flechas rojas) y 
alcanza su máxima expresión en el tumor invasivo (derecha). b) Sección de tejido obtenida de una 
biopsia de un paciente pre-tratado. En la fotografía (10X) se observa la mucosa aparentemente normal 
adyacente al tumor, la submucosa y el tumor invadiendo las capas musculares. RHBDD2 mostró 
expresión moderada en la mucosa normal adyacente, con un marcado aumento en las células tumorales 
invasoras (flechas rojas). A la derecha, se muestra una ampliación (40X) de ambas regiones. 
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Tabla 11. Resultados de IHQ para PERK y BiP en tumores de recto antes y después 

del tratamiento neoadyuvante. 

  PERK B iP  

Tratamiento Pre-tto  Post-tto  Pre-tto  Post-tto 

Intensidad casos/total (%) casos/total (%) 

Baja 7/14 (50) 10/14 (71) 1/19 (5,4) 10/19 (53) 

Moderada 6/14 (43) 4/14 (29) 11/19 (57,8) 8/19 (42) 

Intensa 1/14 (7) 0/14 (0) 7/19 (36,8) 1/19 (5,4) 

Porcentaje casos/total (%) casos/total (%) 

10-40 13/14 (93) 12/14 (86) 3/19 (15,7) 6/19 (31,5) 

50-70 0/14 (0) 1/14 (7) 3/19 (15,7) 3/19 (15,8) 

70-100 1/14 (7) 1/14 (7) 13/19 (68,6) 10/19 (52,7) 

 

 

En conjunto, estos resultados indican que después del tratamiento neoadyuvante, la 

expresión de RHBDD2 es heterogénea a nivel intertumoral e intratumoral, con una 

mayor expresión asociada a tumores más agresivos y regiones indiferenciadas e 

invasivas. Asimismo, se observó un patrón similar para BiP, lo que sugiere que estos 

tumores o regiones podrían ser más resistentes a las condiciones estresantes, producto 

del microambiente tumoral o del tratamiento quimioterapéutico en sí mismo.  

 

 

Figura 37: Expresión de PERK ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a) Se observa 
una tendencia a la reducción de la intensidad y el porcentaje de expresión de PERK luego del tratamiento 
neoadyuvante. b) Microfotografías (40X) de la expresión de PERK en tumores de recto ante el tratamiento 
neoadyuvante. 
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Figura 38: Expresión de BiP ante el tratamiento neoadyuvante en tumores de recto. a) La intensidad 
de expresión de BiP se redujo significativamente luego del tratamiento neoadyuvante. Se observa una 
tendencia a la reducción del porcentaje de expresión de la proteína BiP. b) La expresión intratumoral de 
BiP presenta un patrón semejante al de RHBDD2. Se detecta una menor expresión de BiP en la mucosa 
normal adyacente al tumor (medio-40X) y un aumento significativo de la intensidad de expresión en la 
porción invasiva del tumor (derecha-40X). c) Las diferencias en los niveles de expresión intratumoral de BiP 
se evidencian claramente en las células que invaden las capas musculares. Arriba 10X, abajo 40X. 
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      D ISCUSIÓN  

 

 

 

El CCR es una enfermedad frecuentemente letal con pronóstico y respuesta al 

tratamiento heterogéneos. Estas diferencias residen en las características moleculares 

intrínsecas de los tumores. Los estudios multiómicos han revelado la existencia de al 

menos 4 subtipos moleculares consenso, que permitirían estratificar a los pacientes a 

fin de que reciban una terapia personalizada44. Sin embargo, esta clasificación aun no 

forma parte de la práctica clínica estándar, siendo la RQT sistémica, con el uso del 5Fu 

como principal droga, el protocolo más empleado contra el CCR en sus estadios 

avanzados. De este modo, habrá un grupo de pacientes que tendrá una respuesta 

patológica completa al tratamiento, mientras que en otros grupos la enfermedad se 

mantendrá estable o incluso progresará. 

El CR, a diferencia del de colon, debido fundamentalmente a su localización 

anatómica, permite un tratamiento con RQT neoadyuvante con la finalidad de mermar 

el crecimiento tumoral y evitar consecuencias postquirúrgicas mayores. En algunos 

casos se ha observado (protocolo watch and wait) respuesta completa al tratamiento, 

evitando la cirugía. Al momento, no existen marcadores moleculares que permitan 

predecir esta respuesta diferencial.  

En base a resultados previos, el objetivo de esta tesis fue estudiar a través de 

diferentes enfoques el rol del gen RHBDD2 como un potencial biomarcador 

pronóstico/predictivo de respuesta al tratamiento neoadyuvante en el CCR.     

 

1    RH B DD2 se asocia a las  vías  biosintética secretora, de adhesión 

y de estrés  de RE  en el CCR  

El primer enfoque fue determinar las vías moleculares asociadas a RHBDD2 en el 

contexto del CCR a través de una aproximación in silico. El análisis funcional de los 

genes que coexpresan con RHBDD2, obtenidos de diversos estudios con microarreglos 
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en CCR, arrojó términos significativamente asociados con la Vía Biosintética Secretora, 

la Vía de Adhesión, la Vía de Señalización EPH y la Vía ATM, entre otros.  

La vía de adhesión, está compuesta por un complejo de proteínas que regulan la 

unión entre las células y la matriz extracelular, cumpliendo un rol fundamental en la 

adherencia y en la migración123. La expresión elevada de los intermediarios de la vía ha 

sido asociada a carcinogénesis, invasión y metástasis en el CCR124. 

Las efrinas (EPHs), han sido caracterizadas por influenciar el crecimiento celular, el 

movimiento, la morfogénesis, la migración y la adhesión durante el desarrollo 

embrionario125. Esta información sería coincidente con el hecho de que Rhbdd2 es un 

gen de expresión temprana durante el desarrollo embrionario, como fuera demostrado 

en un estudio previo de nuestro grupo en embriones de rata108.  

La vía ATM es una de las principales respondedoras al daño causado en el ADN por 

diferentes agentes estresantes, entre ellos el 5Fu126.  

Finalmente, la vía biosintética secretora fue representada en el análisis por diversos 

términos ontológicos como Tráfico de Membrana, Transporte Mediado por Vesículas y 

Retención de Proteínas en el Lumen del RE.  

El análisis funcional de los FT asociados a RHBDD2, por su parte, mostró un 

enriquecimiento significativo de los términos ontológicos UPR, Adipogénesis y Mitofagia, 

procesos que se asocian a estrés del RE127,128,129. Diversos miembros de la familia 

romboide han sido previamente asociados a estrés de RE. Entre ellos, RHBDD1 y 

Derlina-1 quienes forman parte de la degradación de proteínas en el RE (ERAD, del 

inglés Endoplasmatic Reticulum associated degradation) y de la regulación de la 

apoptosis inducida por estrés de RE130,131.  

 

2   Las variaciones de la expresión de RH BD D2 afectan la 

proliferación, la adhesión, la migración y la res istencia al 

tratamiento con 5Fu 

A través de un enfoque in vitro se evaluó cómo la expresión de RHBDD2 se ve 

afectada frente al tratamiento con 5Fu en las líneas celulares CACO2 y HCT116 y se 

realizó luego un análisis exhaustivo de las consecuencias fenotípicas de la 

sobreexpresión y el silenciamiento estables de RHBDD2 en ambas líneas, 

respectivamente.  
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En coincidencia con un estudio previo que realizáramos sobre las COLO205106, en 

esta tesis fue posible confirmar que RHBDD2 también se induce frente al 5Fu en otras 

dos líneas celulares de CCR.  

De modo interesante, al evaluar el patrón de expresión y de distribución de RHBDD2, 

luego de la exposición al 5Fu, se evidenció que la proteína se extiende más allá de la 

región perinuclear, alcanzando incluso las proyecciones citoplasmáticas emitidas por las 

células. La morfología de dichas proyecciones se vio notablemente alterada producto 

de la exposición a la droga, lo que sugiere que ante condiciones de estrés RHBDD2 se 

puede localizar en sitios distintos al RE o Golgi -como fuera demostrado en estudios 

previos105,109- pudiendo ser estos las vesículas de secreción. Esta hipótesis se apoya en 

dos de las predicciones in silico realizadas en la presente tesis: por un lado, el hecho de 

que RHBDD2 se enmarca en la vía biosintética secretora, y por otro, que su topología 

determina la presencia de un largo dominio citosólico rico en prolinas que favorece las 

interacciones con ligandos específicos132. De este modo, RHBDD2 podría actuar como 

un intermediario en el sorting de moléculas desde el RE, pasando por el Golgi, hacia las 

vesículas, ante las señales de estrés generadas en la célula por un agente citotóxico 

como el 5Fu.  

Una de las acciones primarias del UPR es aliviar el estrés reduciendo el flujo de 

proteínas dentro del RE a través de una supresión general de la síntesis de proteínas y 

un aumento de la degradación vía ERAD133. Se han reportado, sin embargo, otros 

mecanismos del UPR para la reducción de carga de proteínas en el RE, como ser una 

rápida y dinámica liberación y redistribución de los ARNm con señal en el RE, hacia el 

citosol134. 

En este contexto es factible proponer que RHBDD2 contribuye con agilizar el tránsito 

de las proteínas fuera del RE hacia las vesículas y su eventual secreción. Serán 

necesarios estudios experimentales para validar dicha observación.     

Por otra parte, en los modelos in vitro generados, se demostró que la sobreexpresión 

de RHBDD2 favorece la proliferación, la adhesión, la migración y el crecimiento libre de 

anclaje. Estos resultados se asociarían a los hallados en tumores de CCR, en los que 

una mayor expresión del gen se asocia con los estadios más avanzados de la 

enfermedad106. Asimismo, se determinó que la sobrexpresión de RHBDD2 promueve 

resistencia al tratamiento con 5Fu, retardando significativamente la muerte celular en 

comparación con las células control.  

Por el contrario, el silenciamiento en las HCT116 mostró un comportamiento opuesto 

a la sobreexpresión en las CACO2, con una disminución significativa en los procesos 

mencionados, a excepción del tratamiento con 5Fu, en el que no se observaron 
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diferencias significativas. La reducción de la proliferación celular en las células SH-

RHBDD2 podría contrarrestar el efecto sobre la sensibilidad al tratamiento con 5Fu, 

considerando que la acción y efectividad del 5Fu depende de la dosis, pero también de 

la detención del ciclo celular135. 

 

3   RH B DD 2 actúa com o un intermediario en la vía del U PR 

El enriquecimiento funcional y los efectos de la expresión de RHBDD2 en las células 

de CCR, sumado a estudios previos, sugieren un rol como intermediario en la vía del 

UPR.  En consecuencia, se evaluó la expresión de genes del UPR ante las variaciones 

en la expresión de RHBDD2.  

La activación de la vía del UPR comienza cuando la chaperona BiP se libera de y 

activa a los sensores transmembrana PERK, IRE1 y ATF6. Corriente abajo de PERK, la 

activación de ATF4 y de CHOP permite, en respuesta al estrés, reducir la traducción, 

degradar las proteínas mal plegadas y en última instancia determinar la supervivencia o 

muerte celular.  

La sobreexpresión de RHBDD2 aumentó la expresión de la chaperona BiP pero 

redujo la de PERK, IRE1 y CHOP. Ante el silenciamiento se observó una reducción de 

la expresión de BiP y PERK y un aumento en la expresión de CHOP.  

Cuando las células que sobreexpresan RHBDD2 fueron tratadas con 5Fu, que 

además es un inductor de estrés de RE136, se produjo un aumento en la expresión de 

los sensores PERK y ATF6, y una reducción en la expresión de ATF4 y CHOP. 

Una de las funciones principales de la chaperona BiP es proteger a las células de la 

apoptosis inducida por estrés, a través de la supresión de la expresión de CHOP, el 

efector final de la vía que puede desencadenar la muerte celular137,138. BiP es un factor 

crítico en la proliferación celular, se reportó aumentado en tumores sólidos de diversas 

localizaciones y en células iniciadoras de tumores (CIC, del inglés cáncer initiating cells), 

identificadas como una de las principales causas de metástasis, resistencia al 

tratamiento y recurrencia139. Se ha demostrado asimismo que la elevada expresión de 

BiP confiere resistencia a agentes quimiotóxicos, antihormonales, de daño al ADN y 

antiapoptóticos140. Por otra parte, la reducción de su expresión sensibiliza a las células 

al tratamiento quimioterápico141,142. De modo interesante, los resultados obtenidos en 

esta tesis demostraron que la sobreexpresión de RHBDD2 produjo un marcado aumento 

en la expresión de BiP, mientras que su silenciamiento causó una reducción 

significativa. 
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Recientemente, se ha demostrado que, en situaciones de estrés, BiP puede 

relocalizarse en la membrana plasmática143. La relocalización de chaperonas 

citoplasmáticas o inducidas por estrés de RE a la superficie celular representa un 

mecanismo adaptativo que diversifica la funcionalidad de las proteínas en respuesta al 

estrés, cambiando el rumbo de las vías de señalización y permitiendo desencadenar 

muerte celular o supervivencia144. La relocalización de BiP, estaría mediada por IRE1, a 

través de sus motivos SH3 no canónicos presentes en el dominio citoplasmático rico en 

prolina. Este sitio de unión favorece, ante situaciones de estrés, una cascada de eventos 

que conducen a la relocalización de BiP en la membrana plasmática143. La topología de 

la proteína RHBDD2 y la presencia de dominios de unión SH3 en su cola citoplasmática 

rica en prolinas, indicarían un rol similar al de IRE1, siendo BiP una de las proteínas a 

las que acompañaría en su relocalización y redistribución ante situaciones de estrés. 

Esto podría explicar el aumento de BiP ante la sobreexpresión de RHBDD2 y su 

reducción ante el silenciamiento. Además, la co-inmunoprecipitación de ambas 

proteínas en las HCT116, refuerza esta idea y constituye la primera evidencia 

experimental de que RHBDD2 y BiP interaccionan. 

En cuanto a IRE1 se observó que en las células que sobreexpresan RHBDD2 se 

produce una disminución en su expresión. Posiblemente exista un balance entre ambas 

proteínas.  

Es sabido que al activarse PERK se genera una cascada de reacciones que 

conducen a una reducción general de la síntesis de proteínas145,146,147. El rol de PERK 

en la progresión tumoral, sin embargo, es controversial. Algunas evidencias afirman que 

la activación de PERK es suficiente para inhibir la proliferación tumoral, otros estudios 

muestran que el silenciamiento de PERK bloquea la progresión del ciclo celular148,149,150. 

En línea con esta complejidad, tanto el silenciamiento como la sobreexpresión de 

RHBDD2 causaron una significativa reducción en la expresión de PERK. La cual, sin 

embargo, aumentó significativamente al exponer las células al 5Fu.  Estos resultados 

sostienen el rol complejo de la proteína PERK y demuestran que su implicancia en la 

tumorogénesis es dependiente de su expresión, el tipo de célula tumoral, el estado de 

proliferación celular, el microambiente tumoral y el modelo de estudio88. 

Aguas abajo de PERK, el factor de transcripción CHOP es un efector final de la vía 

que puede favorecer la apoptosis en condiciones de estrés de RE92. En células de CCR, 

se ha demostrado que CHOP induce apoptosis ante el tratamiento quimioterápico con 

drogas análogas a la Rapamicina93. Por otra parte, en cáncer gástrico, la reducción de 

la expresión de CHOP en el tumor correlaciona con un peor pronóstico94. En las células 

que sobreexpresan RHBDD2 se demostró una reducción en la expresión de CHOP, 
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mientras que en las silenciadas se evidenció una inducción significativa del gen. El 

análisis de la secuencia promotora del gen RHBDD2 determinó la presencia de motivos 

de unión a CHOP, lo que sugiere un posible mecanismo regulatorio entre ambas 

proteínas.  

 

4     Las variaciones  en la expres ión de RH BDD2 afectan la vía de las  

adhes iones focales 

Uno de los efectos notorios en los modelos in vitro de expresión de RHBDD2 fue la 

reducción y el aumento de los procesos de migración y crecimiento libre de anclaje ante 

el silenciamiento y la sobrexpresión, respectivamente. Dichos procesos se asocian a 

mecanismos de adhesión celular, término ontológico enriquecido en el análisis in silico 

de los genes que coexpresan con RHBDD2.  

La vía de adhesiones focales se compone de un conjunto de proteínas que permiten 

conectar el citoesqueleto de actina en el interior celular, con la membrana plasmática y 

la matriz extracelular151. Por esta razón, cumple un rol fundamental en la adherencia y 

en la migración celular. La reorganización de la placa de adhesión focal es necesaria 

para permitir la movilidad de las células tumorales y dar lugar al fenómeno de 

metástasis124.  

TLN, PXN y FAK son tres intermediarios fundamentales de la vía de adhesión focal. 

Se ha demostrado que PXN aumenta en tejidos tumorales y en células tumorales 

metastásicas124,152. Por su parte, FAK, se sobreexpresa en varias localizaciones 

tumorales, entre ellas el CCR123. Se observó que protege a las células de carcinoma 

escamoso de cabeza y cuello de la muerte celular inducida por radiación y que su 

silenciamiento o inhibición aumentan la radiosensibilidad153. En el CCR, FAK puede 

suprimir la formación de tumores124,154 y aumentar la sensibilidad al tratamiento con 5Fu 

cuando se encuentra silenciado en líneas celulares155. Además, ha sido propuesto como 

un gen que vincula varias vías de señalización promoviendo el crecimiento tumoral, la 

metástasis y la quimiorresistencia123.  

Al evaluar los perfiles de expresión de estos genes ante las variaciones de la 

expresión de RHBDD2, se observó un aumento en la expresión de PXN y FAK en las 

células que sobreexpresan RHBDD2 tratadas con 5Fu y una reducción de FAK en las 

células silenciadas.  

Se ha establecido una conexión entre la vía del UPR y la vía de las adhesiones 

focales156. La sobreexpresión de BiP se asoció al incremento en la expresión de FAK en 

tumores invasivos156. Además, CD147, un biomarcador que se encuentra 
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significativamente aumentado en hepatocarcinoma, incrementa la transcripción de BiP 

mediada por FAK en respuesta al estrés de RE. Este fenómeno, confiere a las células 

tumorales quimiorresistencia y un aumento en su supervivencia157. En CCR, BiP 

interactúa con β1-integrina y FAK provocando un aumento en la migración celular y la 

invasión a la matriz extracelular158. 

Estos resultados en conjunto demuestran que el aumento de RHBDD2, BiP, y FAK 

ante el 5Fu favorecen un fenotipo de quimiorresistencia celular.  

 

5 La sobreexpresión de RH B DD2 promueve un fenotipo invasor y 

quimiorres istente en tumores de cáncer de recto 

La heterogeneidad tumoral es una de las barreras que limitan el éxito de las terapias. 

Esta heterogeneidad puede resultar en una distribución no uniforme de subpoblaciones 

de células tumorales genéticamente distintas entre y dentro de los sitios de la 

enfermedad (heterogeneidad espacial, inter e intratumoral) o variaciones temporales en 

la composición molecular de las células cancerosas (heterogeneidad temporal). La 

heterogeneidad proporciona el combustible para la resistencia; por lo tanto, una 

evaluación precisa de la heterogeneidad tumoral es esencial para el desarrollo de 

terapias efectivas159. 

El siguiente enfoque en la presente tesis fue evaluar la expresión de RHBDD2 y BiP 

ex vivo en tumores de recto antes y después del tratamiento neoadyuvante. El análisis 

antes del tratamiento mostró una elevada expresión de ambas proteínas en la mayoría 

de las muestras, consistente con su asociación al CCR. En las muestras post-tratadas, 

si bien los resultados mostraron una reducción significativa de BiP y RHBDD2, 

posiblemente producto de la afectación general de la quimioterapia sobre la maquinaria 

transcripcional, hubo un grupo de tumores asociados a pacientes que desarrollaron 

metástasis local o a distancia, en los cuales la expresión de RHBDD2 se mantuvo alta. 

Este resultado, sería coincidente con un estudio previo en cáncer de mama en el que 

demostramos que la sobreexpresión de RHBDD2 se asocia a pacientes que poseen 

ganglios linfáticos positivos104. De un modo similar, recientemente se demostró que 

RHBDD1, una proteína filogenéticamente muy cercana a RHBDD2, promueve la 

metástasis en CCR a través de la vía de señalización Wnt94. Estos resultados indicarían 

que existen al menos dos grupos de respuesta al tratamiento, basados en la expresión 

de RHBDD2 luego del mismo, y en el pronóstico de los pacientes.   

Por otro lado, se evaluó la expresión de RHBDD2 y BiP a nivel intratumoral. Es sabido 

que luego de un tratamiento células tumorales residuales pueden permanecer con el 
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potencial de restaurar el crecimiento celular. En este sentido, se observaron áreas con 

células invasoras y proliferativas que mantuvieron una alta expresión de RHBDD2 y BiP, 

incluso en aquellos tumores donde la expresión general de ambas proteínas se había 

reducido dramáticamente luego del tratamiento. Este resultado demuestra la asociación 

de ambas proteínas con un fenotipo resistente e invasor, y resalta la importancia de la 

heterogeneidad intratumoral como un aspecto a considerar en la evaluación de un 

biomarcador pronóstico/predictivo de respuesta a terapia.  

 Monitorear la expresión de RHBDD2 durante el tratamiento neoadyuvante podría 

constituir una estrategia relevante en la medicina de precisión durante el protocolo watch 

and wait a fin de clasificar a los pacientes adecuadamente según su predicción de 

respuesta.  

Será necesario profundizar el estudio sobre un mayor número de pacientes con CR 

para obtener una estratificación confiable basada en la expresión de RHBDD2 y su 

asociación con la respuesta al tratamiento neoadyuvante.  
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    CON CLU SION ES 

 

 
 

 La expresión de RHBDD2 se induce frente al tratamiento con 5Fu en células de 

CCR. 

 

 La sobreexpresión de RHBDD2 incrementa la adhesión, la migración, el crecimiento 

libre de anclaje, la proliferación y confiere resistencia al tratamiento con 5Fu en 

células de CCR. 

 

 Las variaciones en la expresión de RHBDD2 afectan la expresión de los genes del 

UPR: BiP, PERK y CHOP. Se demostró la interacción entre RHBDD2 y BiP en 

células de CCR. RHBDD2 posee motivos SH3 no canónicos en su dominio 

citoplasmático que contribuirían con su unión a ligandos específicos, entre ellos BiP. 

La asociación negativa entre RHBDD2 y CHOP y la presencia de sitios de unión a 

CHOP/DDIT3 en la región promotora de RHBDD2 indicaría un mecanismo de 

regulación entre ambas proteínas. 

 

 La sobreexpresión de RHBDD2 causó un incremento de los genes de la vía de  

adhesión focal PXN y FAK ante el tratamiento con 5Fu. El silenciamiento, redujo la 

expresión de FAK. 

 

 RHBDD2, muestra elevada expresión en tumores de CR. 
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 Los tumores de recto con baja respuesta al tratamiento neoadyuvante mostraron 

una mayor expresión de RHBDD2 luego del mismo, asociándose a pacientes que 

presentaron progresión de la enfermedad. 

 

 A nivel intratumoral, se observó mayor expresión de RHBDD2 y BiP en regiones 

asociadas a células tumorales invasivas.  

 

 RHBDD2 constituye una proteína de la vía biosintética secretora que actuaría como 

intermediario de las vías del UPR y de adhesión focal contribuyendo con un fenotipo 

tumoral quimiorresistente en el CCR. 

 

 Monitorear la expresión de RHBDD2 durante el tratamiento neoadyuvante podría 

ser una herramienta relevante para la estratificación de pacientes con CCR a fin de 

predecir su respuesta al tratamiento. 

 

 La Figura 39 representa un resumen de los principales resultados hallados en la 

presente tesis. 

 

Figura 39: Resumen de los resultados más relevantes de la expresión de RHBDD2 en el CCR y su 
respuesta al tratamiento neoadyuvante. En las líneas celulares (derecha), la sobreexpresión de RHBDD2 
incrementó la adhesión, la migración, la proliferación y la expresión de BiP y FAK y redujo la expresión de 
CHOP. En cambio, el silenciamiento de RHBDD2 redujo la adhesión, la migración, la proliferación celular y 
la expresión de los genes BiP y FAK y aumentó la expresión de CHOP. En los tumores de recto (izquierda) 
la elevada expresión de RHBDD2 luego del tratamiento neoadyuvante se asocia a mal pronóstico.  
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AN EXO 

1. Análisis de enriquecimiento funcional de genes que coexpresan con RHBDD2 

en CCR. 

1.1 Listado de los microarreglos asociados al CCR incluidos en el análisis. 

N Dataset ID n Description 

1 E-GEOD-17538 232 
Transcription profiling of human colon cancer patients 

metastasis gene expression profile predicts recurrence and 
death in colon cancer patients [AE][EV][DE] 

2 E-GEOD-17536 177 
Transcription profiling of human colon cancer metastasis gene 

expression profile predicts recurrence and death in colon 
cancer patients (Moffitt Samples) [AE][EV][DE] 

3 E-GEOD-17537 55 
Transcription profiling of human colon cancer metastasis 

predicts recurrence and death in colon cancer patients (VMC 
Samples) [AE][EV][DE] 

4 E-GEOD-33113 90 AMC colon cancer AJCCII [AE][EV][DE] 

5 E-GEOD-33114 102 
Methylation of Cancer Stem Cell-associated Wnt target genes 

predicts poor prognosis in colorectal cancer patients 
[AE][EV][DE] 

6 E-GEOD-23878 59 
Transcription profling of colorectal carcinoma in order to 

identify potential key gene expression [AE][EV][DE] 

7 E-TABM-176 131 
Transcription profiling of sigmoid colon mucosal biopsies from 

irratable bowel syndrome patients and healthy control subjects 
[AE][EV][DE] 

8 E-GEOD-8671 64 
Transcription profiling of human pedunculated, sporadic 

colorectal polyps and corresponding normal mucosa obtained 
during colonoscopies [AE][EV][DE] 

9 E-GEOD-18625 7 Identification of miR-145 targets involved in colon cancer 
[AE][EV][DE] 

10 E-GEOD-13367 56 
Genome-wide gene expression analysis of mucosal colonic 

biopsies and isolated colonocytes... [AE][EV][DE] 

11 E-GEOD-18088 53 
Correlation of molecular profiles and clinical outcome of stage 

UICC II colon cancer patients [AE][EV][DE] 

12 E-GEOD-31595 37 
Gene expression profiles to predict recurrence in stage II and III 

colon cancer [AE][EV][DE] 
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13 E-GEOD-9254 19 
Transcription profiling of human normal mucosa, cecum, 
ascending, transverse, sigmoid and rectum [AE][EV][DE] 

14 E-GEOD-13471 13 
Expression data from human normal pre-frontal cortex, liver, 

and colon tissues and colon tumors [AE][EV][DE] 

15 E-GEOD-20916 145 
Modeling oncogenic signaling in colon tumors by 

multidirectional analyses of microarray data [AE][EV][DE] 

16 E-GEOD-10714 33 Expression data from human colonic biopsy sample 
[AE][EV][DE] 

17 E-GEOD-15960 18 
Expression data from human colonic epithelial cells normal (N), 
adenoma (AD) or colorectal cancer (CRC) tissues [AE][EV][DE] 

18 E-GEOD-4183 53 
Transcription profiling of human colon samples - objective 

classification of colon biopsy specimens with gene expression 
signature [AE][EV][DE] 

19 E-GEOD-18462 8 
Comparison of gene expression profiles between paired 

primary and metastasis colorectal carcinoma [AE][EV][DE] 

20 E-GEOD-35478 15 
Characterization of colon cancer cells: a functional approach 

characterizing CD133 as a potential stem cell marker 
[AE][EV][DE] 

21 E-GEOD-32474 174 
Comparison between cell lines from 9 different cancer tissue 

(NCI-60) (Affymetrix U133 Plus 2.0) [AE][EV][DE] 

22 E-GEOD-10650 6 Transcription profiling of human colon carcinoma cell line 
HCT116 PCLKC cell lines [AE][EV][DE] 

23 E-GEOD-35566 19 
Expression profiles of a panel of MSS and MSI colon cancer cell 

lines [AE][EV][DE] 

24 E-GEOD-8742 10 Transcription profiling of human cell lines MCF7, COLO-205 and 
SK-MEL-5 following treatment with PEP008 [AE][EV][DE] 

25 E-GEOD-34053 9 
CD133+ colon cancer cells are more interactive with the tumor 

microenvironment than CD133- cells [AE][EV][DE] 

26 E-GEOD-15799 9 
Expression data from NS398-treated and control HT29 colon 

adenocarcinoma cell line samples [AE][EV][DE] 

27 E-GEOD-16648 42 
Networking of differentially expressed genes in human cancer 

cell lines resistant to methotrexate [AE][EV][DE] 



AN EXO 
 

102 
 

28 E-MEXP-1372 12 
Transcription profiling of human colon Caco2 cells treated with 

extracts from broccoli that had been cooked for different 
lengths of time [AE][EV][DE] 

29 E-GEOD-20058 10 
Genotypic and phenotypic characterization of the side 

population of gastric cancer cell lines [AE][EV][DE] 

30 E-GEOD-19072 6 
Loss of Rab25 promotes the development of intestinal 

neoplasia [AE][EV][DE] 

31 E-GEOD-5486 8 Transcription profiling of human colon cancer cell lines LS180 
(MSI+) and SW480 (MSI-) [AE][EV][DE] 

32 E-GEOD-33112 12 
Gene expression in colon cancer stem cells (CSC) cultures 

identified by Wnt signaling levels [AE][EV][DE] 

33 E-GEOD-3526 353 
Transcription profiling of human post mortem tissue samples 

[AE][EV][DE] 

34 E-GEOD-7307 677 
Transcription profiling of panel of 677 samples of normal and 

diseased human tissues [AE][EV][DE] 

 

 

1.2 Listado de los 200 genes que coexpresan con RHBDD2 en el contexto del 
CCR con mayor significancia estadística. 

Score Gene name Gene description 

4,88E-90 RHBDD2 
rhomboid domain containing 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:23082] 

8,51E-45 POR 
P450 (cytochrome) oxidoreductase [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:9208] 

7,37E-39 GNB2 
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4398] 

2,60E-37 AMDHD2 
Uncharacterized protein 

{ECO:0000313|Ensembl:ENSP00000455547} 
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:H3BQ06] 

5,60E-37 N/A N/A 

3,58E-33 ATP6AP1 
ATPase, H+ transporting, lysosomal accessory protein 1 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:868] 

2,62E-31 TMEM222 transmembrane protein 222 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:25363] 
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4,39E-31 YKT6 
YKT6 v-SNARE homolog (S. cerevisiae) [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:16959] 

4,66E-31 C9ORF16 chromosome 9 open reading frame 16 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:17823] 

2,36E-30 ACTR1A ARP1 actin-related protein 1 homolog A, centractin alpha (yeast) 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:167] 

4,40E-30 AKT1 
v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:391] 

5,61E-30 FSCN3 
fascin actin-bundling protein 3, testicular [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:3961] 

2,50E-29 RNASEK ribonuclease, RNase K [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:33911] 

5,14E-28 BCL7B B-cell CLL/lymphoma 7B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1005] 

1,75E-27 YIPF3 Yip1 domain family, member 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:21023] 

5,89E-27 C7ORF50 
chromosome 7 open reading frame 50 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:22421] 

6,30E-27 B3GAT3 
beta-1,3-glucuronyltransferase 3 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:923] 

8,01E-27 MLF2 myeloid leukemia factor 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7126] 

2,16E-26 PLD3 phospholipase D family, member 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:17158] 

2,23E-26 RP11-
43N16.4 

N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7641] 

3,56E-26 CLPTM1 
cleft lip and palate associated transmembrane protein 1 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2087] 

4,26E-26 COPE 
coatomer protein complex, subunit epsilon [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:2234] 

4,64E-26 PTOV1 
prostate tumor overexpressed 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:9632] 

7,26E-26 HSPB1 heat shock 27kDa protein 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:5246] 

1,34E-25 TMEM8A transmembrane protein 8A [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:17205] 

1,35E-25 PRKCSH 
protein kinase C substrate 80K-H [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:9411] 
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4,46E-25 TRAPPC1 
trafficking protein particle complex 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:19894] 

4,50E-25 CDK5 cyclin-dependent kinase 5 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1774] 

4,58E-25 WBSCR16 Williams-Beuren syndrome chromosome region 16 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:14948] 

5,92E-25 SDF4 
stromal cell derived factor 4 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:24188] 

6,33E-25 WBP2 
WW domain binding protein 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:12738] 

7,00E-25 G6PC3 
glucose 6 phosphatase, catalytic, 3 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:24861] 

7,65E-25 DBNL drebrin-like [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2696] 

7,91E-25 RP11-
43N16.4 

N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein, alpha 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7641] 

1,04E-24 CAPNS1 calpain, small subunit 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1481] 

1,50E-24 SLC4A2 
solute carrier family 4 (anion exchanger), member 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:11028] 

1,50E-24 C16ORF58 
chromosome 16 open reading frame 58 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:25848] 

1,64E-24 CST3 cystatin C [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2475] 

1,90E-24 KDELR1 KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention 
receptor 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6304] 

1,91E-24 AP2M1 
adaptor-related protein complex 2, mu 1 subunit [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:564] 

3,28E-24 WIPI2 
WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:32225] 

3,51E-24 FIS1 
fission 1 (mitochondrial outer membrane) homolog (S. cerevisiae) 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:21689] 

5,18E-24 SNX17 sorting nexin 17 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14979] 

8,88E-24 PPP4C protein phosphatase 4, catalytic subunit [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:9319] 

9,19E-24 UBA1 
ubiquitin-like modifier activating enzyme 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:12469] 
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1,68E-23 TMEM120A 
transmembrane protein 120A [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:21697] 

1,71E-23 TAX1BP3 P2RX5-TAX1BP3 readthrough (NMD candidate) [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:49191] 

1,78E-23 BCAP31 B-cell receptor-associated protein 31 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:16695] 

1,78E-23 CTSD cathepsin D [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2529] 

2,24E-23 GPAA1 
glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:4446] 

2,94E-23 AC006483.1 actin, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:132] 

3,05E-23 PLXNB2 plexin B2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9104] 

3,34E-23 GRINA 
glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate-associated 

protein 1 (glutamate binding) [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4589] 

3,44E-23 ARF3 
ADP-ribosylation factor 3 

{ECO:0000313|Ensembl:ENSP00000438507} 
[Source:UniProtKB/TrEMBL;Acc:F5H423] 

3,46E-23 CORO1B 
coronin, actin binding protein, 1B [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:2253] 

4,17E-23 AP2S1 
adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:565] 

5,97E-23 ABHD12 
abhydrolase domain containing 12 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:15868] 

5,98E-23 GNAI2 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting 
activity polypeptide 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4385] 

7,37E-23 ASNA1 arsA arsenite transporter, ATP-binding, homolog 1 (bacterial) 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:752] 

1,30E-22 PLOD3 
procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:9083] 

1,38E-22 C9ORF16 
chromosome 9 open reading frame 16 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:17823] 

1,74E-22 PPP1CA 
protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isozyme 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9281] 

1,83E-22 TADA3 transcriptional adaptor 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:19422] 

1,91E-22 H1FX H1 histone family, member X [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4722] 
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1,95E-22 ATP6V1F 
ATPase, H+ transporting, lysosomal 14kDa, V1 subunit F 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16832] 

2,02E-22 MARCH2 membrane-associated ring finger (C3HC4) 2, E3 ubiquitin protein 
ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28038] 

2,13E-22 STUB1 STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin 
protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427] 

2,19E-22 SLC25A39 
solute carrier family 25, member 39 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:24279] 

2,45E-22 TUBB2A tubulin, beta 3 class III [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:20772] 

2,91E-22 STUB1 
STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin 

protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427] 

3,44E-22 RAB1B RAB1B, member RAS oncogene family [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:18370] 

3,67E-22 SH3BGRL3 SH3 domain binding glutamate-rich protein like 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:15568] 

3,75E-22 TMEM222 
transmembrane protein 222 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:25363] 

3,98E-22 TMEM115 
transmembrane protein 115 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:30055] 

4,66E-22 AES 
amino-terminal enhancer of split [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:307] 

4,86E-22 ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:414] 

5,43E-22 ACTB actin, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:132] 

6,35E-22 ZYX zyxin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13200] 

6,67E-22 PRKCD protein kinase C, delta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9399] 

7,18E-22 
RP11-

287D1.3 
dynactin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2711] 

7,41E-22 ZDHHC5 zinc finger, DHHC-type containing 5 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:18472] 

8,03E-22 SLC25A1 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), 
member 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:10979] 

8,05E-22 CLTB clathrin, light chain B [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2091] 
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8,11E-22 IDH3G 
isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) gamma [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:5386] 

8,37E-22 HYAL2 hyaluronoglucosaminidase 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:5321] 

9,14E-22 ADD1 adducin 1 (alpha) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:243] 

9,69E-22 ZDHHC4 
zinc finger, DHHC-type containing 4 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:18471] 

9,72E-22 RHOC 
ras homolog family member C [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:669] 

1,35E-21 COPS7A 
COP9 signalosome subunit 7A [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:16758] 

1,95E-21 UBE2M ubiquitin-conjugating enzyme E2M [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:12491] 

2,17E-21 DNAAF5 dynein, axonemal, assembly factor 5 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:26013] 

2,19E-21 FASTK 
Fas-activated serine/threonine kinase [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:24676] 

2,20E-21 GPAA1 
glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:4446] 

2,39E-21 LRP10 
low density lipoprotein receptor-related protein 10 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:14553] 

2,53E-21 DAGLB diacylglycerol lipase, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28923] 

2,64E-21 MAP7D1 MAP7 domain containing 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:25514] 

2,82E-21 C12ORF10 
chromosome 12 open reading frame 10 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:17590] 

3,29E-21 CERS2 ceramide synthase 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14076] 

3,67E-21 DAGLB diacylglycerol lipase, beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28923] 

3,90E-21 PI4K2A phosphatidylinositol 4-kinase type 2 alpha [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:30031] 

3,93E-21 AP2S1 adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:565] 

4,06E-21 MIR6812 microRNA 6812 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:50116] 
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4,23E-21 CUX1 cut-like homeobox 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2557] 

4,55E-21 CAPN1 calpain 1, (mu/I) large subunit [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:1476] 

4,82E-21 MBOAT7 membrane bound O-acyltransferase domain containing 7 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:15505] 

5,17E-21 LTBP3 
latent transforming growth factor beta binding protein 3 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6716] 

5,20E-21 TFE3 
transcription factor binding to IGHM enhancer 3 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:11752] 

5,64E-21 ZDHHC24 
zinc finger, DHHC-type containing 24 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:27387] 

6,08E-21 ARPC1A actin related protein 2/3 complex, subunit 1A, 41kDa 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:703] 

6,47E-21 TSC2 tuberous sclerosis 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:12363] 

7,09E-21 NINJ1 ninjurin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7824] 

7,45E-21 ATP6V0D1 
ATPase, H+ transporting, lysosomal 38kDa, V0 subunit d1 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13724] 

7,79E-21 AP2S1 
adaptor-related protein complex 2, sigma 1 subunit [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:565] 

8,12E-21 MFSD5 major facilitator superfamily domain containing 5 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:28156] 

8,15E-21 MOSPD3 motile sperm domain containing 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:25078] 

8,84E-21 TAF10 
TAF10 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-

associated factor, 30kDa [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11543] 

1,24E-20 PPP2R1A 
protein phosphatase 2, regulatory subunit A, alpha [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:9302] 

1,28E-20 NOMO2 NODAL modulator 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30060] 

1,32E-20 EIF2AK1 eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24921] 

1,37E-20 PEA15 phosphoprotein enriched in astrocytes 15 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:8822] 

1,41E-20 AGPAT1 
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:324] 
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1,52E-20 AGPAT1 
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:324] 

1,61E-20 PFN1 profilin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8881] 

1,76E-20 GTF2I general transcription factor IIi, pseudogene 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:4660] 

1,85E-20 OS9 
osteosarcoma amplified 9, endoplasmic reticulum lectin 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16994] 

1,86E-20 SCAMP4 
secretory carrier membrane protein 4 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:30385] 

1,97E-20 GTF2F1 persephin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9579] 

2,08E-20 ARPC1B actin related protein 2/3 complex, subunit 1B, 41kDa 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:704] 

2,18E-20 PPP2R4 protein phosphatase 2A activator, regulatory subunit 4 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9308] 

2,22E-20 TEX264 testis expressed 264 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30247] 

2,27E-20 GDI1 
GDP dissociation inhibitor 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:4226] 

2,44E-20 MIR671 
chondroitin polymerizing factor 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:29270] 

2,72E-20 SLC48A1 solute carrier family 48 (heme transporter), member 1 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:26035] 

3,04E-20 ALDOA aldolase A, fructose-bisphosphate [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:414] 

3,19E-20 CFL1 cofilin 1 (non-muscle) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1874] 

3,43E-20 MAD1L1 
MAD1 mitotic arrest deficient-like 1 (yeast) [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:6762] 

3,56E-20 TAPBP 
TAP binding protein (tapasin) [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:11566] 

3,74E-20 STXBP2 syntaxin binding protein 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:11445] 

4,28E-20 TMEM214 transmembrane protein 214 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:25983] 

4,81E-20 PKM pyruvate kinase, muscle [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9021] 
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5,04E-20 OGDH 
oxoglutarate (alpha-ketoglutarate) dehydrogenase (lipoamide) 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8124] 

5,30E-20 OAZ2 ornithine decarboxylase antizyme 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:8096] 

6,94E-20 PIP5K1C phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase, type I, gamma 
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8996] 

7,10E-20 SHISA5 shisa family member 5 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30376] 

7,37E-20 GPAA1 
glycosylphosphatidylinositol anchor attachment 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:4446] 

7,47E-20 ZYX zyxin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:13200] 

7,53E-20 LMNA lamin A/C [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6636] 

7,95E-20 MIR4647 solute carrier family 35 (adenosine 3'-phospho 5'-phosphosulfate 
transporter), member B2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16872] 

8,05E-20 PI4KB 
phosphatidylinositol 4-kinase, catalytic, beta [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:8984] 

8,20E-20 ACTR1B 
ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast) 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:168] 

8,56E-20 KIAA2013 KIAA2013 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:28513] 

8,86E-20 LSR lipolysis stimulated lipoprotein receptor [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:29572] 

8,87E-20 GET4 golgi to ER traffic protein 4 homolog (S. cerevisiae) [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:21690] 

9,06E-20 NUCB1 nucleobindin 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8043] 

9,52E-20 GNB1 
guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4396] 

9,54E-20 ATG9A autophagy related 9A [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:22408] 

1,00E-19 SH3GLB2 SH3-domain GRB2-like endophilin B2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:10834] 

1,02E-19 RALY RALY heterogeneous nuclear ribonucleoprotein [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:15921] 

1,05E-19 SSSCA1 
Sjogren syndrome/scleroderma autoantigen 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:11328] 
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1,31E-19 ADCK2 
aarF domain containing kinase 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:19039] 

1,44E-19 CTBP1 C-terminal binding protein 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:2494] 

1,52E-19 ADIPOR1 adiponectin receptor 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:24040] 

1,58E-19 NOMO2 NODAL modulator 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30060] 

1,59E-19 PVRL2 
poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus entry mediator B) 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9707] 

1,67E-19 SURF4 surfeit 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11476] 

1,70E-19 GUK1 guanylate kinase 1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4693] 

1,80E-19 CD81 CD81 molecule [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1701] 

1,87E-19 ORAI2 
ORAI calcium release-activated calcium modulator 2 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:21667] 

1,87E-19 DRAP1 
DR1-associated protein 1 (negative cofactor 2 alpha) 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3019] 

2,00E-19 SPINT1 
serine peptidase inhibitor, Kunitz type 1 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:11246] 

2,11E-19 TGFB1 transforming growth factor, beta 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:11766] 

2,17E-19 FAM3A family with sequence similarity 3, member A [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:13749] 

2,45E-19 DNPEP aspartyl aminopeptidase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2981] 

2,56E-19 TMEM127 
transmembrane protein 127 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:26038] 

2,80E-19 DNAJC30 
DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 30 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:16410] 

3,17E-19 G6PC3 glucose 6 phosphatase, catalytic, 3 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:24861] 

3,21E-19 N/A N/A 

3,25E-19 TTYH3 tweety family member 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:22222] 
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3,28E-19 PNPLA6 
patatin-like phospholipase domain containing 6 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:16268] 

3,39E-19 POLR2J2 polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide J2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:23208] 

3,63E-19 OAZ2 ornithine decarboxylase antizyme 2 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:8096] 

4,16E-19 BSCL2 
HNRNPUL2-BSCL2 readthrough (NMD candidate) [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:49189] 

4,19E-19 PPDPF 
pancreatic progenitor cell differentiation and proliferation factor 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16142] 

4,57E-19 BAD 
BCL2-associated agonist of cell death [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:936] 

5,10E-19 VPS18 vacuolar protein sorting 18 homolog (S. cerevisiae) [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:15972] 

5,75E-19 CAPZB capping protein (actin filament) muscle Z-line, beta [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:1491] 

6,04E-19 WBSCR22 
Williams Beuren syndrome chromosome region 22 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:16405] 

6,29E-19 AGAP3 
ArfGAP with GTPase domain, ankyrin repeat and PH domain 3 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16923] 

6,36E-19 BSG basigin (Ok blood group) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1116] 

6,81E-19 TKT transketolase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11834] 

7,17E-19 SSSCA1 Sjogren syndrome/scleroderma autoantigen 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:11328] 

7,59E-19 IDS 
Iduronate 2-sulfatase (Hunter syndrome), isoform CRA_e 

{ECO:0000313|EMBL:EAW61285.1} 

7,60E-19 C9ORF16 
chromosome 9 open reading frame 16 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:17823] 

7,63E-19 ABHD17AP1 
abhydrolase domain containing 17A pseudogene 6 [Source:HGNC 

Symbol;Acc:HGNC:34044] 

8,39E-19 PSAP prosaposin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9498] 

9,69E-19 ADRM1 adhesion regulating molecule 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:15759] 

1,03E-18 STUB1 
STIP1 homology and U-box containing protein 1, E3 ubiquitin 

protein ligase [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11427] 
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1,06E-18 HGS 
hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4897] 

1,08E-18 UBXN6 UBX domain protein 6 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14928] 

1,14E-18 BRAT1 BRCA1-associated ATM activator 1 [Source:HGNC 
Symbol;Acc:HGNC:21701] 

 

 

2. Determinación de los FT que regulan los bioprocesos asociados a RHBDD2 en 

contexto del CCR 

2.1 Factores de transcripción que regulan a los genes que 
coexpresan con RHBDD2. 

FT ID del Gen PValue 

PAX5 PAX5 1,41E-20 
TAXCREB CNTN2 1,58E-18 
HEN1 HENMT1 1,54E-14 
SP1 SP1 8,70E-12 
SEF1 NA 9,39E-12 
MYOGNF1 MYOG 1,49E-11 
AHRARNT AHR 1,72E-10 
YY1 YY1 1,64E-09 
SREBP1 SREBF1 6,56E-09 
HOX13 HOXA13 8,66E-09 
CREB2 ATF4 1,21E-08 
PPARG PPARG 1,28E-07 
AREB6 ZEB1 7,16E-07 
GRE NA 1,26E-06 
LUN1 TOPORS 2,86E-05 
E2F E2F1 3,41E-05 
MYB MYB  6,02E-05 
MIF1 MIF 8,44E-05 
SRF SRF 0,0003422 
TCF11 NFE2L1  0,0009194 
TCF11MAFG MAFG 0,00186054 
GCNF NR6A1  0,00186934 
CHOP DDIT3 0,00510471 
PAX6 PAX6 0,02195302 
BRACH NA 0,02336857 
AP4 TFAP4 8,09E-17 
NRSF REST 1,79E-14 
P53 TP53 1,06E-13 
PAX2 PAX2 2,18E-13 
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ZID ZBTB6 3,86E-13 
ARP1 ACTR1A  3,67E-12 
ELK1 ELK1 9,04E-12 
ARNT ARNT 1,72E-11 
ROAZ ZNF423 3,43E-11 
MYOD MYOD1 6,06E-11 
NRF2 NFE2L2 2,35E-10 
MYCMAX MYC 2,48E-10 
AHR AHR 6,63E-10 
RREB1 RREB1 1,59E-09 
PAX4 PAX4 2,83E-09 
MAZR PATZ1 4,15E-09 
P300 EP300 5,10E-09 
NMYC MYCN 6,61E-09 
NGFIC EGR4 1,28E-08 
CP2 TFCP2 1,61E-08 
NFKB NFKB1 6,92E-08 
ZIC2 ZIC2 7,95E-08 
MZF1 MZF1 8,63E-08 
AP2REP KLF12 9,85E-08 
OLF1 OR5I1  2,42E-07 
SPZ1 SPZ1 2,56E-07 
NFKAPPAB NA 4,01E-07 
ZIC3 ZIC3 4,36E-07 
E47 TCF3 4,76E-07 
CETS1P54 ETS1 6,87E-07 
NFY NFYA 7,29E-07 
USF USF1 1,04E-06 
LMO2COM LMO2 2,40E-06 
COUP NR2F2 2,83E-06 
PPARA PPARA 3,45E-06 
NF1 NF1 3,81E-06 
CMYB MYB 5,14E-06 
ATF6 ATF6 5,20E-06 
ER ESR1 6,72E-06 
GATA2 GATA2 7,54E-06 
NFE2 NFE2 7,77E-06 
AP1 JUN 1,12E-05 
AP2 AAK1 1,16E-05 
HMX1 HMX1 1,38E-05 
EGR3 EGR3 1,98E-05 
HNF4 HNF4A 2,32E-05 
PAX3 PAX3 2,78E-05 
NFKAPPAB50 NA 4,71E-05 
GR NR3C1 4,90E-05 
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XBP1 XBP1 5,42E-05 
COMP1 COMP 5,57E-05 
BACH2 BACH2 8,79E-05 
AML1 AML1 9,99E-05 
RFX1 RFX1 1,07E-04 
HTF TF 1,17E-04 
ATF BATF 1,71E-04 
STAT5A STAT5A 2,61E-04 

 

 

2.2 Factores de transcripción asociados a RHBDD2. 

FT ID del Gen PValue 

PAX5 PAX5 1,41E-20 
TAXCREB CNTN2 1,58E-18 
HEN1 HENMT1 1,54E-14 
SP1 SP1 8,70E-12 
SEF1 NA 9,39E-12 
MYOGNF1 MYOG 1,49E-11 
AHRARNT AHR 1,72E-10 
YY1 YY1 1,64E-09 
SREBP1 SREBF1 6,56E-09 
HOX13 HOXA13 8,66E-09 
CREB2 ATF4 1,21E-08 
PPARG PPARG 1,28E-07 
AREB6 ZEB1 7,16E-07 
GRE NA 1,26E-06 
LUN1 TOPORS 2,86E-05 
E2F E2F1 3,41E-05 
MYB MYB  6,02E-05 
MIF1 MIF 8,44E-05 
SRF SRF 0,0003422 
TCF11 NFE2L1  0,0009194 
TCF11MAFG MAFG 0,00186054 
GCNF NR6A1  0,00186934 
CHOP DDIT3 0,00510471 
PAX6 PAX6 0,02195302 
BRACH NA 0,02336857 
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GLOSARIO 

Adenomas serrados sésiles: lesión colónica plana benigna que posee potencial de 

malignización. A nivel histológico presentan arquitectura anormal que se extiende a la 

base de las criptas con dilatación, serración, crecimiento horizontal y células caliciformes 

en la base. 

Amplificación génica: aumento del número de copias de un fragmento de ADN. 

Angiogénesis: formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de otros preexistentes. 

Permite el crecimiento tumoral proporcionando a las células el oxígeno y los nutrientes 

necesarios para su desarrollo y multiplicación. 

Anticuerpo: glicoproteína del tipo inmunoglobulina generada en respuesta a un 

antígeno. 

Anticuerpo monoclonal: inmunoglobulina dirigida contra un antígeno específico. La 

unión antígeno-anticuerpo permite el reconocimiento inmune y la destrucción de la 

célula portadora del antígeno. 

Anticuerpo policlonal: conjunto de inmunoglobulinas dirigidas contra un antígeno. Los 

anticuerpos son derivados de diferentes líneas de células B y por lo tanto, reconocen 

distintos epítopes antigénicos. 

Delecion: perdida de material genético que puede involucrar desde un par de 

nucleótidos hasta un fragmento cromosómico. 

Down-regulación: reducción o disminución de la expresión de un gen en particular. 

Duplicación: repetición de un fragmento de un cromosoma a continuación del 

fragmento original. 

Inestabilidad genómica: alteración estructural del material genético. Supone la 

modificación en el número cromosómico a través de deleciones, duplicaciones o 

translocaciones génicas. 

Inestabilidad de microsatélites: disminución o aumento en la longitud de las 

secuencias microsatélites generados principalmente por mutaciones en los genes del 

sistema de reparación de ADN. 

Epigenética: estudio de los cambios heredables en la expresión génica sin modificación 

de la secuencia de ADN. 

Marcador predictivo: da información de la probabilidad de respuesta tumoral a un 

agente terapéutico o a una combinación. 
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Marcador pronóstico: proporciona información prospectiva de la evolución del 

paciente y así poder guiar las decisiones terapéuticas. 

Metilación: adición de un grupo metilo (CH3) en la base Citosina situada previa o 

continua a una molécula de Guanina. La metilación de una secuencia de ADN provoca 

la reducción de la expresión génica. 

Microbioma: conjunto de genes de los microrganismos presentes en el cuerpo humano.  

Mutación: cambio en la secuencia de nucleótidos del ADN. 

Mutaciones activantes: mutación que determina la activación continua de la proteína 

portadora. 

Mutaciones inactivantes: mutación que determina la inactivación de la proteína 

mutada. 

Oncogén: gen mutado responsable de la transformación de una célula normal en una 

maligna. 

Quimioterapia: técnica terapéutica que consiste en la administración de una sustancia 

química para el tratamiento del cáncer. 

Secuencias microsatélite: secuencias cortas de ADN repetidas en tándem a lo largo 

del genoma. 

Supresor de tumor: gen que inhibe la proliferación celular excesiva. Activo en células 

normales reduce la probabilidad de que la célula se transforme dando lugar a la 

formación de un tumor. 

Radioterapia: tratamiento oncológico basado en el empleo de radiaciones ionizantes 

dirigidas al tumor. Los rayos X tienen como objetivo inducir la apoptosis celular. 

Terapia dirigida: drogas inhibidoras de una molécula específica. Permiten que el 

tratamiento quimioterápico sea selectivo sobre las células tumorales inhibiendo una vía 

de señalización puntualmente alterada en el tumor. 

Up-regulación: aumento de la expresión de un gen en particular. 

 


