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Resumen 

 

Los RNAs largos no codificantes (lncRNAs) tienen un rol crítico en el establecimiento y 

desarrollo del cáncer. A medida que se profundiza en el conocimiento de los lncRNAs 

oncogénicos, se contribuye a la identificación de posibles marcadores biológicos que jueguen 

un papel importante en el diagnóstico y/o sirvan como blancos terapéuticos. A partir del 

minado de la base de datos genómicos TCLA —The Cancer LncRNome Atlas—, se 

seleccionaron aquellos lncRNAs que estuvieran presentes en cáncer de mama y otros tipos 

tumorales, y que además su expresión se encontrara alterada en cáncer de mama — 

sobreexpresados (1144) y subexpresados (1109). De estos, se seleccionaron sólo aquellos 

relacionados con la supervivencia del paciente (Cox<0.05 y de P < 0.04). Bajo estos criterios 

se refinó la búsqueda y se encontró asociación con 11 lncRNAs sobreexpresados y 7 lncRNAs 

subexpresados. De los cuales se eligieron 2 sobreexpresados —LINC01614 y SLC12A5-

AS1— y 2 subexpresados — MIR205HG y FGF14-AS2— cuya asociación a la supervivencia 

global de los pacientes fuera la mayor. Además, los cuatro lncRNAs seleccionados se 

encuentran desregulados en otros tipos tumorales como los adenocarcinomas de colon 

(COAD), pulmón (LUAD) y próstata (PRAD); y en los carcinomas de células escamosas de 

cabeza y cuello (HNSC), de células claras de riñón (KIRC) y de células escamosas de pulmón 

(LUSC).  

 



IX 

 

MIR205HG es un lncRNA desregulado en tumores en comparación a los tejidos normales de 

seno, próstata y pulmón; está asociado a la supervivencia global del paciente y además su 

expresión disminuye conforme la enfermedad avanza en cáncer de mama mostrando un 

mínimo en la etapa IV, lo que sugiere que MIR205HG pudiera estar involucrado en la 

carcinogénesis mamaria. En este trabajo se analizó la expresión del lncRNA MIR205HG por 

medio de q-PCR en muestras de tumores de cáncer de mama no pareadas (T=16 y N=16). De 

acuerdo con el análisis de expresión realizado, MIR205HG se encontró expresado 0.29 

(P=0.0113) veces más en tejido normal adyacente con respecto al tumor. Este dato se 

corroboró en una cohorte de 105 muestras de tejido normal adyacente y 837 tumores de cáncer 

de mama, en datos de secuenciación de RNA obtenidos de la base de datos TCGA (The Cancer 

Genome Atlas). De acuerdo con lo anterior, se propone que su función en el contexto de cáncer 

de mama pueda estar involucrada en el desarrollo y progresión de la enfermedad. 

Además, se identificaron por medio de bases de datos genómicos las familias de miRNAs con 

las que interactuaría MIR205HG, de las cuales miR-143/1721/4770, miR-205/205ab, miR-

214/761/3619-5p y miR-194 se encuentran caracterizados y se sabe que están implicados en 

diversos procesos de carcinogénesis no solo en cáncer de mama. Debido a esto, se propone 

que MIR205HG actúa como esponja de miRNAs en el citoplasma. 
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Marco teórico 

 

 

Epidemiología del cáncer de mama: ¿Cuál es la magnitud del problema y el impacto de 

la enfermedad?  

A nivel mundial el cáncer de mama es el segundo tipo de neoplasia maligna más común 

en ambos sexos y la más frecuente en mujeres con 1.67 millones de casos diagnosticados en 

el 2012. Dicha cifra representa el 25% de todos los pacientes con cáncer; esta enfermedad 

contribuye con el 14% de las muertes relacionadas al cáncer (Ferlay et al., 2015). El cáncer de 

mama no sólo tiene una alta tasa de incidencia sino también se caracteriza por una alta tasa de 

mortalidad, tan sólo en el mismo año ocasionó 552,000 defunciones (Ferlay et al., 2015; Sinn 

& Kreipe, 2013). 

En México, a partir del 2006 el cáncer de mama se colocó como la segunda causa de muerte 

en mexicanas de 30 a 54 años y como la primera por tumores malignos en mujeres (F. Knaul 

et al., 2009). Cada año son diagnosticados 20,444 nuevos casos (Ferlay et al., 2015). En el país 

existen barreras —económicas, culturales, geográficas y falta de recursos para la detección 

temprana— que contribuyen a que únicamente se detecten el 12.7% de los casos por cáncer 

de mama en etapa 1. La probabilidad de supervivencia dentro de los primeros 10 años después 

del diagnóstico en los estadios avanzados es menor y disminuye drásticamente (estadios I/II: 

95/88% supervivencia; estadios III/IV: 40/10% de supervivencia). Asimismo, el fracaso del 

tratamiento está directamente relacionado con la etapa en la que se detecta el cáncer (Al-Amri, 

2005; Singletary & Connolly, 2006; Tricarico et al., 2002). En México el diagnóstico de cáncer 
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de mama se realiza en estadios tardíos, aunado a que el acceso al diagnóstico y tratamiento se 

ve dificultado por la falta de prevención primaria y secundaria (Al-Amri, 2005). Únicamente 

el 22% de las mujeres entre 40 y 69 años tuvieron acceso a una mastografía en el 2006 (F. M. 

Knaul et al., 2009; Nigenda, Caballero, & González-Robledo, 2009; Secretaría de Salud 

México, 2013).  

Por lo descrito anteriormente, el cáncer de mama es un grave problema de salud a nivel 

nacional por sus altas tasas de mortalidad —14.8% muertes por cada 100 mil mujeres— e 

incidencia —16% por cada 100 mil mujeres— (INEGI, 2015). Por ello es de vital importancia 

que las estrategias de prevención y reducción de riesgos en la población general sean las 

adecuadas para que no se desarrollen cánceres invasivos; así mismo es indispensable tener una 

mayor comprensión de su biología para ser capaces de proponer nuevos y más eficientes 

métodos de detección, pronóstico y de respuesta a tratamientos para las pacientes, de esta 

manera poder hacer frente a este grave problema de salud en el país. 

 

Cáncer de mama 

El cáncer de mama es un proceso por el cual las células del tejido epitelial glandular 

adquieren características que permiten el crecimiento descontrolado y la capacidad de invadir 

tejidos circundantes y otros órganos (Ramsay, Kent, Hartmann, & Hartmann, 2005). A pesar 

de que se suele hablar del cáncer de mama como una sola enfermedad, en realidad es un 

conjunto de enfermedades histológica y bioquímicamente heterogéneas debido a cambios 

genéticos, epigenéticos y transcriptómicos con consecuencias clínicas diversas en el 
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pronóstico, en la progresión de la enfermedad, el riesgo de recurrencia y en la respuesta al 

tratamiento farmacológico (Baarnrd, Boeke, & Tamimi, 2015; Bertram, 2000; Bl, 2013; Dieci, 

Orvieto, Dominici, Conte, & Guarneri, 2014; Manuscript, 2012; Perou et al., 2000; X. R. Yang 

et al., 2011; Zardavas, Irrthum, Swanton, & Piccart, 2015). 

La evidencia epidemiológica indica que los principales factores de riesgo asociados al cáncer 

de mama se vinculan a la mayor exposición a ciclos ovulatorios: menarca temprana y 

menopausia tardía, esterilidad, nuliparidad y lactancia escasa o nula (Cóppola, Nader, & 

Aguirre, 2005; Rakha, Reis-Filho, & Ellis, 2008). 

 

Diagnóstico y pronóstico 

El diagnóstico actual se realiza por medio de algún examen inicial ya sea una 

mastografía, una exploración médica, un examen de radiografía o ultrasonido donde se pueda 

detectar alguna masa densa —cabe mencionar que no todos los nódulos en el seno son 

malignos, en estos caen la fibrosis y los quistes simples. En caso de detectarse una lesión 

sospechosa se realiza una biopsia, la única manera definitiva de determinar que es cáncer. 

Paralelamente se realiza un historial médico familiar y personal, y se hace una valoración con 

más estudios si la biopsia es positiva (Cianfrocca & Goldstein, 2004). 

El manejo clínico actual sigue dependiendo de los factores de pronóstico tradicionales que 

incluyen factores histológicos, clínicos (tamaño de tumor, nódulos linfáticos axilares 

positivos, invasión vascular y linfática) y algunos biológicos como marcadores de pronóstico 

y predicción como los receptores hormonales, de estrógenos y progesterona (RE y RP) y el 
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receptor del factor de crecimiento epidérmico (HER-2) (Cianfrocca & Goldstein, 2004; 

Osborne, Yochmowitz, Knight, & McGuire, 1980).  A pesar de todas las asociaciones que 

existen entre estas variables con el pronóstico y el desenlace, presentan limitaciones al evaluar 

el comportamiento de esta enfermedad (P. Wu et al., 2014). El cáncer de mama es clasificado 

por diversos sistemas de estadificación, cada uno de estos factores influencia el pronóstico y 

afecta la estrategia de tratamiento. Este trabajo abordará de una manera general las distintas 

clasificaciones y se centrará en la clasificación molecular (Anderson, Rosenberg, Prat, Perou, 

& Sherman, 2014; Bernard et al., 2009; Rodríguez-Cuevas, Macías, Franceschi, & Labastida, 

2001). 

 

Histopatología 

El cáncer de mama por lo general es clasificado principalmente por su aspecto 

histológico. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en 

inglés) el cáncer de mama puede clasificarse en 21 subtipos histológicos con base en la 

morfología celular, crecimiento y patrones estructurales. La mayor parte de los tumores 

malignos de mama corresponde a adenocarcinomas y sobre todo a los carcinomas ductal y 

lobulillar.  

Carcinoma ductal in situ (DCIS)  

La condición en la cual las células anormales invaden el tejido epitelial de los ductos 

mamarios y puede llegar hasta los lobulillos. El 90% de los carcinomas son DCIS. Es 

considerado una forma no invasiva de cáncer de mama siempre y cuando se mantenga 
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confinado al interior de los ductos. Es impalpable pero visible en una mamografía. La 

probabilidad de que se convierta en cáncer invasivo es del 30 – 50% (Cassidy, et al., 2010; 

Lagios & Silverstein, 2001; Pérez & Soto, 2003; Schwartz, Solin, et al., 2000). 

 

Carcinoma lobulillar in situ (LCIS) 

Se refiere a las células que crecen dentro de los lobulillos del seno. No es un precursor de 

cáncer invasivo. Se considera marcador de riesgo para ambas mamas (Cassidy, Jim. Bissett, 

Donald. Spence, Roy. Payne, 2010; Haagensen, 1978; Silverstein et al., 1996).   

 

Carcinoma invasivo ductal (CDI) 

El 75% de los tumores son de este tipo. Las células malignas están asociadas al estroma y 

el tumor invade el seno a través de las regiones vasculares y linfáticas hasta llegar a los 

nódulos y el sistema circulatorio (Cassidy, Jim. Bissett, Donald. Spence, Roy. Payne, 2010). 

 

Carcinoma invasivo lobulillar 

Del 5 – 10% de los cánceres de mama son de este tipo, y el 20% de las pacientes lo 

desarrollan cáncer de mama contralateral. (Cassidy, Jim. Bissett, Donald. Spence, Roy. 

Payne, 2010). 
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Grado 

Las células cancerígenas pierden su grado de diferenciación, su agrupación se vuelve 

desorganizada y sus núcleos se observan menos uniformes.  El patólogo evalúa el grado de 

diferenciación que se observa en las células cancerígenas en comparación a las normales y las 

clasifica como de bajo, intermedio o alto grado conforme menos diferenciadas se encuentran. 

Los cánceres muy poco diferenciados son los de peor pronóstico (Friedewald et al., 2014). 

 

Estadificación: TNM/AJCC. 

El sistema de estadificación más común en cáncer de mama es el TNM, de acuerdo al 

American Joint Committee on Cancer Staging System for Breast Cancer (AJCC) (Singletary 

& Connolly, 2006). En la Figura 1 se observa una gráfica de la supervivencia de pacientes 

con cáncer de mama estadificadas de acuerdo con el sistema TNM, donde el porcentaje de 

supervivencia relativa disminuye conforme aumenta el estadio de la paciente. En una cohorte 

1.3 millones de casos obtenidos de la Base de Datos Nacional de Cáncer de E.U.A. (NCDB, 

por sus siglas en inglés) se asocian al estadio I y II una supervivencia relativa a diez años del 

95/88% y posteriormente en los estadios III y IV es del 40/10% respectivamente (Bland et al., 

1998; Singletary & Connolly, 2006). 
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Figura 1. Supervivencia relativa a diez años de acuerdo con la estadificación (TNM) para el cáncer de mama 

(Singletary, 2006; Amy M. Fremgen, 1999). 

• Tumor primario (T): hace referencia al tamaño y cuan extendido se encuentra el tumor 

primario. El tamaño del tumor se correlaciona directamente con la supervivencia. Sin 

embargo, el 20% de los tumores asintomáticos menores a 1 cm tienen metástasis no-

dulares. 

• Compromiso de ganglios linfáticos regionales (N): alude al número de nódulos linfá-

ticos cercanos con cáncer. La presencia o ausencia de nódulos linfáticos y el número 

de nódulos comprometidos son marcadores estrechamente relacionados con el curso 

clínico (Cianfrocca & Goldstein, 2004). 

• Metástasis a distancia (M): proporciona información sobre si el cáncer se ha disemi-

nado a alguna otra parte del cuerpo.  

 

Posteriormente, se divide en etapas (0 al IV) de acuerdo a la progresión del tumor (American 

Joint Committee on Cancer Staging System for Breast Cancer, 2002; Shimm, 2008; Singletary 

& Connolly, 2006).  
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Expresión de receptores 

La evaluación de tres receptores de crecimiento se realiza por inmunohistoquímica 

(IHC por sus siglas en inglés) y forman la base del diagnóstico actual: (1) receptores de 

estrógenos (RE) positivo —del 50 al 85% de los casos son positivos a RE— es asociado con 

desenlaces favorables y predice la respuesta a la terapia endócrina (Rosai J, 2011); (2) el grupo 

que co-expresa al receptor de progesterona (RP) refleja la vía de señalización del receptor de 

estrógenos debido a que el gen PGR se encuentra regulado por estrógenos; los tumores 

RE+/RP- o RE-/RP+ son menos propensos a responder al tamoxifen —sólo el 40% (Bardou, 

Arpino, Elledge, Osborne, & Clark, 2003; Cianfrocca & Goldstein, 2004; Elledge et al., 2000; 

Nieminen, 2008; Ravdin et al., 1992); (3) Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico 

humano (HER-2) un gen que se sabe es conductor del proceso de carcinogénesis, se encuentra 

amplificado en 17q21 y sobre-expresado en el 15% a 20% de los casos, su expresión se 

relaciona con un mal pronóstico y es marcador de predicción de respuesta a terapias dirigidas 

contra HER-2 (traztuzumab, pertuzumab, lapatinib) (Tanner et al., 2000). La amplificación del 

gen de HER- 2 (ERBB2) se detecta por medio de hibridación in situ (ISH, por sus siglas en 

inglés).  

La terapia sistémica para tumores que no expresan ninguno de los marcadores anteriores 

[cáncer de mama triples negativos (TNBC, por sus siglas en inglés)] se encuentra limitada a 

quimioterapia, aunque se sabe que el desenlace en este grupo es altamente heterogéneo —

algunos tumores exhiben una respuesta patológica completa, mientras que otros sufren de 

recaída dentro de los siguientes cinco años (Badve et al., 2011; Fulford et al., 2007). Este tipo 

de tumores son poco diferenciados, de alto grado histológico y tienen tasas bajas de 



9 

 

supervivencia. Probablemente los tumores triples negativos son el mejor ejemplo de la 

necesidad de nuevas terapias dirigidas que sean capaces de abordar subgrupos más definidos 

dentro del amplio espectro que son las categorías histológicas (Kalita-de Croft, Al-Ejeh, 

McCart Reed, Saunus, & Lakhani, 2016).  

 

Clasificación molecular 

Los análisis de expresión génica por microarreglos de ADN en tumores de cáncer de 

mama ha dado lugar al desarrollo de un sistema de clasificación basado en la biología tumoral 

más que en la morfología (Eliyatkin, Yalcin, Zengel, Aktaş, & Vardar, 2015). Las cuatro clases 

biológicas principales muestran diferencias significativas en la supervivencia global entre sí 

(Anderson et al., 2014; Rakha & Ellis, 2011; Eroles, Bosch, Alejandro Pérez-Fidalgo, & Lluch, 

2012; Gerson Cwilich, Alban de la Torre, Villalobos Prieto, & Serrano Olvera, 2012; 

Gruvberger-Saal, Cunliffe, Carr, & Hedenfalk, 2006; Marchionni et al., 2008). La clasificación 

molecular actual incluye cuatro subtipos moleculares Luminal A y B, Her-2 y Basal (Rakha & 

Ellis, 2011).  

En la Figura 2. se muestra una curva Kaplan Meier de supervivencia global correspondiente 

a 294 pacientes con cáncer de mama clasificados por los subtipos moleculares Luminal A, 

Luminal B, HER-2 y Basal. En dicha curva se puede discernir claramente entre los distintos 

subtipos moleculares donde se observa que el subtipo Luminal A es el de mejor pronóstico. 
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Figura 2. Curva de supervivencia global de 294 pacientes con cáncer de mama (Sandhu, Parker, Jones, Livasy, 

& Coleman, 2010).  

 

Luminal A 

Llamado así debido a que este grupo de tumores expresa las proteínas típicas de las células 

epiteliales luminales del seno. Es el subtipo molecular más común —50%-60% de los casos 

por cáncer de mama. Estos tumores presentan bajo grado histológico, buen pronóstico. Se 

define como tumores RE positivos o RP positivos, negativos a HER-2. El tratamiento se basa 

principalmente en la hormonoterapia (Haque et al., 2012; Howlader et al., 2000; Metzger-

Filho et al., 2013; Siddiqui, Piyush, Faridi, Ahmad, & Khan, 2016; Yersal & Barutca, 2014). 

 

Luminal B 

Este subtipo comprende del 15% al 20% de los casos de cáncer de mama (Fan et al., 2006). Se 

caracteriza por un fenotipo más agresivo que el Luminal A, presenta un grado histológico 

mayor y un peor pronóstico. Este subtipo tiene altas tasas de recurrencia (Haque et al., 2012; 
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Howlader et al., 2000; Metzger-Filho et al., 2013; Reis-Filho, Weigelt, Fumagalli, & Sotiriou, 

2010; Siddiqui et al., 2016; Yersal & Barutca, 2014). (Sotiriou et al., 2006; Yersal & Barutca, 

2014). 

 

HER-2 

Esta categoría abarca del 15% al 20% de los casos de cáncer de mama. Tienen un 

comportamiento clínico muy agresivo. El 70% de los tumores pertenecientes a esta clase 

expresan en altos niveles a HER2 y genes asociados a esta vía (Perou et al., 2000) . Estos 

tumores tienen altas tasas de proliferación, el 75% de estos tumores presenta alto grado 

histológico y más del 45% tiene mutaciones en p53 (Dai, Chen, & Bai, 2014; Tsutsui et al., 

2003; Yersal & Barutca, 2014). 

 

Basal 

Representa del 8% al 37% de los casos de cáncer de mama (Rakha et al., 2009). La mayoría 

de los tumores son carcinomas invasivos ductales, tienen un comportamiento clínico agresivo 

y altas tasas de metástasis al cerebro y pulmón (Heitz et al., 2009; Yersal & Barutca, 2014). 

Presentan mutaciones frecuentes en el gen de la proteína tumoral p53 (TP53), existe evidencia 

de inestabilidad genómica y activación de la vía del retinoblastoma (Rb). Se caracteriza por 

recurrencias en corto tiempo y patrones definidos de metástasis (Foulkes et al., 2004).   
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Características Distintivas del Cáncer 

Conforme las células normales progresan a un estado neoplásico los genes implicados 

en los mecanismos de homeóstasis —aquellos que controlan la proliferación y muerte celular 

—sufren mutaciones. En consecuencia, se activan genes que estimulan la proliferación —

oncogenes— y se inactivan aquellos que normalmente inhiben la proliferación —genes 

supresores tumorales (Bertram, 2000). Estas mutaciones permiten a la célula adquirir una serie 

de alteraciones distintivas y complementarias entre sí. Dichas alteraciones en conjunto hacen 

posible el crecimiento tumoral y la diseminación metastásica. Estos rasgos puntuales son mejor 

conocidos como las Características Distintivas del Cáncer (Hanahan & Weinberg, 2011), las 

cuales constan de ocho principios funcionales: señalización proliferativa sostenida, pérdida de 

respuesta ante inhibidores de crecimiento, inmortalidad replicativa, inducción de la 

angiogénesis, activación de la invasión y metástasis, reprogramación del metabolismo 

energético celular, evasión del sistema inmune; y dos que propician el desarrollo de las 

anteriores: inestabilidad genómica y mutación, e inflamación promovida por el tumor (Figura 

3). 
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Figura 3. Características celulares distintivas del cáncer que les confieren ventajas competitivas. Modificada 

de (Hanahan & Weinberg, 2011) 

 

Como se mencionó, la adquisición de las ocho características funcionales mencionadas 

depende en gran medida de las alteraciones que ocurran en el genoma de las células 

neoplásicas—inestabilidad genómica y mutaciones. Los genotipos mutados son capaces de 

proveer ventajas selectivas a ciertas subclonas celulares al acumular mutaciones que 

comprometan los mecanismos de reparación celular. Por otro lado, el sistema inflamatorio es 

capaz de ayudar inadvertidamente a las células cancerígenas al suplir factores de crecimiento, 

enzimas de degradación de la matriz celular, así como factores pro-angiogénicos (Denardo et 

al., 2009; Hamilton, 2008; E. Y. Lin, Nguyen, Russell, & Pollard, 2001). 
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Tecnologías genómicas en la investigación del cáncer 

En las últimas décadas, el surgimiento de proyectos propiciado por el desarrollo de las 

tecnologías genómicas ha permitido el avance acelerado de la biología molecular del cáncer. 

El primero, fue el Proyecto del Genoma Humano establecido en 1990 por los Institutos 

Nacionales de Salud de E.U. y el Centro Sanger del Reino Unido (Beggs & Dilworth, 2015; 

Dulbecco, 1986). Este proyecto permitió establecer un genoma de referencia por medio de la 

secuenciación por fluorescencia, técnica descrita por Sanger y sus colegas (Sanger, Nicklen, 

& Coulson, 1977). El proyecto tomó 10 años en poder completar un genoma completo y costó 

aproximadamente tres mil millones de pesos, secuencia que fue liberada en el año 2003 (Beggs 

& Dilworth, 2015). 

Los microarreglos y las técnicas de secuenciación de nueva generación han permitido estudiar 

el panorama de alteraciones genómicas en los distintos tipos de cáncer (Surrey, Luo, Chang, 

& Li, 2016) por medio de la creación de consorcios internacionales enfocados en la 

caracterización genómica —mutaciones, cambio en el número de copias, rearreglos 

cromosómicos, entre otros— transcriptómica y epigenómica de por lo menos 50 tipos de 

cáncer en cientos de individuos; en la identificación de los genes conductores de la patología 

y de posibles blancos terapéuticos. Los dos proyectos principales son el Consorcio 

Internacional del Genoma del Cáncer (ICGC, por sus siglas en inglés) (McGovern et al., 2011) 

y el Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA, por sus siglas en inglés) financiado por el National 

Cancer Institute (NCI, por sus siglas en inglés) y el National Human Genome Research 

Institute (NHGRI, por sus siglas en inglés (Manuscript, 2012; Tomczak, Czerwińska, & 

Wiznerowicz, 2015). Una característica de este tipo de colaboraciones es su gran poder 
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estadístico al evaluar más de 11,000 pacientes (muestras pareadas de tejidos tumorales y 

normales) con altos estándares de calidad (O’Keefe, 2001) en 33 cánceres de distintos tejidos. 

Los datos y la información generada por los proyectos son de uso libre. 

 

Tecnologías genómicas aplicadas en la investigación del cáncer de mama  

 

Panorama de alteraciones en el ADN 

Actualmente los proyectos internacionales se orientan a la creación de repertorios 

extensos que enlisten genes responsables de la iniciación y progresión del cáncer. Este tipo de 

estudios involucran la secuenciación de muestras tumor-normal pareadas y el posterior análisis 

matemático como estrategia de identificación de genes donde ocurran las mutaciones con 

mayor frecuencia —es decir, que la probabilidad de que ocurra alguna mutación sea mayor 

que en genes con mutaciones aleatorias y por ende sean genes conductores.  

Este tipo de proyectos tienen como último fin el develar la vasta heterogeneidad en las 

alteraciones presentes en tumores de mama. Entre los más importantes se encuentran: el 

Consorcio Internacional del Genoma del Cáncer (ICGC, por sus siglas en inglés) el cual 

examinó el panorama mutacional de cien tumores e identificó cuarenta mutaciones somáticas 

conductoras —es decir aquellas que confieren ventajas selectivas a las subclonas portadoras y 

que están causalmente implicadas en la oncogénesis (Stratton, Campbell, & Futreal, 2009)— 

de las cuales nueve no se encontraban reportadas en la literatura (Stephens et al., 2012). 

Recientemente, el consorcio liberó los datos de 560 genomas donde identificó doce firmas 



16 

 

mutacionales y presentó una lista definitiva con 93 genes conductores en cáncer de mama 

(Nik-Zainal et al., 2016). En conjunto estos descubrimientos delinearon el panorama de las 

mutaciones somáticas en los procesos de reparación de daños al ADN y destacaron la 

inestabilidad del genoma —6 firmas de rearreglos— como partícipe en la adquisición de 

mutaciones somáticas (Alexandrov, Nik-Zainal, Wedge, Campbell, & Stratton, 2013; 

Morganella et al., 2016; Nik-Zainal et al., 2016; Stephens et al., 2012).  

El Laboratorio de Genómica del Cáncer del INMEGEN ha sido partícipe de diversos proyectos 

orientados al estudio de la heterogeneidad en cáncer en busca de nuevos genes conductores 

(Lawrence et al., 2013) y en el estudio de diversas alteraciones genómicas en distintos subtipos 

de cáncer de mama (Banerji et al., 2014). Este último fue una colaboración entre el Laboratorio 

de Genómica del Cáncer del INMEGEN y diversos institutos de EUA —The Broad Institute 

of MIT and Harvard, Dana-Farber Cancer Institute y el Beth Israel Deaconess Medical Center, 

entre otros— en el cual se realizó la secuenciación de exoma completo de 103 tumores 

pareados de mama y la secuenciación de genoma completo de 22 muestras pareadas tumor-

normal de diversos subtipos de pacientes mexicanas y vietnamitas. En donde, además de 

confirmar mutaciones somáticas recurrentes en PIK3CA11, TP536, AKT112, GATA313 y 

MAP3K110, se descubrieron mutaciones comunes en el factor de transcripción CBFB y 

deleciones en RUNX1. En específico, se identificó la fusión MAGI3-AKT3 enriquecida en los 

tumores triples negativos.  
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Panorama transcripcional 

Los primeros estudios que aportaron en el conocimiento de la biología del cáncer de 

mama para su categorización y clasificación molecular fueron publicados en la década de los 

90’s, cuando por medio de análisis de pérdida de heterocigocidad (LOH, por sus siglas en 

inglés) y de hibridación genómica comparativa (CGH, por sus siglas en inglés) se pudieron 

identificar alteraciones —pérdidas, ganancias y amplificaciones de secuencias de ADN 

genómico— capaces de estratificar a los cánceres de mama en dos categorías, de alto y bajo 

grado (Lehmann et al., 2011; Sorlie et al., 2003). Estos análisis proveyeron el marco para el 

desarrollo de un sistema altamente sofisticado de clasificación transcriptómica del cáncer de 

mama relacionado con características clínicas particulares, a inicios del siglo XXI. A partir de 

entonces surgieron numerosos estudios que desarrollaron firmas génicas capaces de distinguir 

y reagrupar a los tumores en los subtipos moleculares (Curtis et al., 2012; Sorlie et al., 2001; 

Marc J van de Vijver et al., 2002).  

Estudios como METABRIC (Curtis et al., 2012)—evaluó los perfiles de expresión por arreglos 

de 2500 tumores de mama; y TCGA (The Cancer Genome Atlas Network, 2012)—analizó 547 

tumores de mama por medio de arreglos de expresión y 817 por secuenciación de ARN 

(Ciriello et al., 2015)— han permitido encontrar firmas mutacionales con aplicación clínica 

como indicadores de pronóstico: T-cell metagene, el cual está asociado a buen pronóstico en 

tumores HER2+/RE- (Rody et al., 2009); firmas asociadas a inestabilidad cromosómica 

(Carter, Eklund, Kohane, Harris, & Szallasi, 2006); y firmas asociadas al beneficio de 

quimioterapia como terapia adyuvante (Bernard et al., 2009). 
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Actualmente, existen distintos tipos de biomarcadores identificados —clasificados por su 

naturaleza química—, estos incluyen biomarcadores basados en ADN, en ARN, en proteínas 

y biomarcadores epigenéticos. A nivel de ADN se encuentran alteraciones cromosómicas que 

incluyen a los cambios de un solo nucleótido (SNVs), pequeños InDels —pequeñas 

inserciones o deleciones—, variantes estructurales (SVs) y alteraciones en el número de copias 

(CNVs) (Wing et al., 2011). A nivel de ARN, los biomarcadores incluyen mRNAs, miRNAs, 

lncRNAs y otros ncRNAs sobreexpresados o subexpresados. Los biomarcadores proteicos 

incluyen glicoproteínas como la Alfafetoproteína —AFP—, antígeno del cáncer 125 —

CA125— y antígenos tumorales como el antígeno prostático específico —PSA, para cáncer 

de próstata— y el antígeno carcinoembriónico —CEA, para cáncer de colon. La creación de 

perfiles de expresión de mRNAs demostró que la expresión alterada de este tipo de mRNAs 

oncogénicos —como KRAS y MYC— y genes supresores tumorales (TSGs) —como APC, 

BRAF, TP53 entre otros— usualmente está relacionada con el desarrollo del cáncer. El primer 

estudio de perfiles de expresión de mRNAs que se realizó empleó microarreglos de Affymetrix 

con 6817 genes humanos e identificó clasificadores tumorales en las leucemias mieloide aguda 

(AML) y linfoblástica aguda (ALL) (Golub et al., 2016). En este estudio se identificó un panel 

de 50 genes generado a partir del análisis de 38 muestras de médula ósea —11 AML y 27 

ALL— que demostró ser capaz de clasificar ambos tipos de leucemias (M. Li, Fu, & Xiao, 

2015). Desde entonces se generó una ola de estudios que emplearon los microarreglos como 

herramienta en la identificación de firmas de biomarcadores en cáncer de pulmón (Botling et 

al., 2013), en cáncer gástrico (Hippo et al., 2002), en cáncer de próstata (Bull et al., 2001), 

cáncer de mama (van ’t Veer et al., 2002; Marc J van de Vijver et al., 2002) y otros.  
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Herramientas de genómicas de clasificación de tumores de mama—Ensayos de expresión 

multigénicos 

En E.U.A, las pruebas de diagnóstico son reguladas por la Administración de 

Alimentos y Medicamentos (FDA). A continuación, se explicarán brevemente algunos de los 

clasificadores genómicos para cáncer de mama aprobados por la FDA, los cuales se consideran 

herramientas de apoyo en el diagnóstico o pronóstico a los factores de pronóstico tradicionales. 

 

Mamaprint 

Desarrollada por Agendia es una herramienta de evaluación de pronóstico personalizado que 

calcula el riego de recurrencia de cáncer de mama dentro de los primeros cinco años al 

diagnóstico y como evaluador predictivo informa sobre la prescripción de quimioterapia. 

Evalúa la expresión de 70 genes de mRNAs por microarreglos en tejidos frescos congelados 

(FF). Las pacientes deben ser menores a 61 años, negativas a nódulos linfáticos (NL), estar en 

estadio I/II y el tamaño del tumor debe ser ≤ 5cm (Buyse et al., 2006; Cardoso et al., 2008; 

van ’t Veer et al., 2002; M. J. Van De Vijver et al., 2009; Marc J van de Vijver et al., 2002).  

 

Oncotype DX 

Desarrollado por Genomic Health asigna una puntuación de recurrencia (RS, Recurrence 

Score por sus siglas en inglés) a 10 años después del diagnóstico. El ensayo es una PCR en 

tiempo real (qRT-PCR) de 21 genes de mRNAs. Se encuentra incluido en los lineamientos de 

la Sociedad Americana de Oncología Clínica (ASCO, por sus siglas en inglés). Predice el 

beneficio que tendrá la quimioterapia en conjunto a la terapia endócrina. Pacientes RE+/NL- 
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y tejidos fijados en formalina, embebidos en parafina (FFPE) (Goldstein et al., 2008; Kim et 

al., 2004).  

Prosigna 

Desarrollada por nanoString Technologies, esta prueba se basa en PAM50 (firma de 50 genes 

de mRNAs) que define a los subtipos moleculares (véase clasificación molecular) en cáncer 

de mama. Valor pronóstico: es una escala de recurrencia basada en los subtipos moleculares, 

tamaño tumoral, número de nódulos linfáticos comprometidos e índice de proliferación. Valor 

predictivo: Evalúa la eficacia del Tamoxifen. Pacientes postmenopáusicas positivas a 

receptores hormonales (RH+), NL- (en estadio I o II), NL+ (en estadio II) (van ’t Veer et al., 

2002).  

EndoPredict 

Desarrollado por Myriad genetics esta firma de 8 genes de mRNAs sirve para evaluar una 

escala de quimioterapia con cis-platino y etopósido (EP), y de esta manera calcular el beneficio 

que puede acarrear al tratamiento. Su carácter pronóstico radica en valorar recurrencia a largo 

plazo en pacientes RE+/HER2-. Determina que pacientes no necesitan quimioterapia. Las 

pacientes deben ser ER+/HER2- y negativas a NL (Blank et al., 2015; Martin et al., 2016). 

El que existan varias firmas génicas comerciales integradas en la práctica clínica refleja su 

valor percibido sobre el pronóstico tradicional (Sparano et al., 2015). El estudio de la expresión 

y función de microRNA (miRNA), largos no codificantes (lncRNA) y otros ARNs no 

codificantes es un ámbito que está cobrando importancia como blancos potenciales 

terapéuticos, de diagnóstico y predictivos. Los lncRNAs tienen funciones diversas pero críticas 

en los procesos celulares, y su contribución al proceso de oncogénesis ha sido demostrada, 
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como se detallará en las secciones posteriores (Huarte, 2015). Sun et al. han demostrado que 

una firma de nueve lncRNAs puede clasificar a los pacientes en grupos de alto y bajo riesgo 

de diseminación metastásica, independientemente de las variables clínicas evaluadas de rutina. 

Además, otra firma de lncRNAs es capaz de estimar e identificar aquellos pacientes que se 

podrían beneficiar de terapia adyuvante (Sørensen et al., 2015). 

El estudio de la expresión y función de microRNA (miRNA), largos no codificantes (lncRNA) 

y otros ARNs no codificantes es un ámbito que está cobrando importancia como blancos 

potenciales terapéuticos, de diagnóstico y predictivos. Los lncRNAs tienen funciones diversas 

pero críticas en los procesos celulares, y su contribución al proceso de oncogénesis ha sido 

demostrada, como se detallará en las secciones posteriores (Huarte, 2015). Sun et al. han 

demostrado que una firma de nueve lncRNAs puede clasificar a los pacientes en grupos de 

alto y bajo riesgo de diseminación metastásica, independientemente de las variables clínicas 

evaluadas de rutina. Además, otra firma de lncRNAs es capaz de estimar e identificar aquellos 

pacientes que se podrían beneficiar de terapia adyuvante (Sørensen et al., 2015). 

 

ARNs no codificantes (ncRNAS) 

El genoma humano alberga 23,000 genes que codifican para proteínas, esta cifra 

representa menos del 2% de la secuencia del genoma total. Sin embargo, el 90% del genoma 

total es transcrito activamente de acuerdo al proyecto GENCODE (Hubbard et al., 2002; Sana, 

Faltejskova, Svoboda, & Slaby, 2012; Steijger et al., 2013) y del que diversos estudios han 

probado que los transcritos que no codifican para proteínas son funcionales más que ser 
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residuos transcripcionales (Djebali et al., 2012). Los resultados encontrados por proyectos 

como GENCODE han demostrado que el transcriptoma humano resulta ser mucho más 

complejo que el vasto repertorio de genes codificantes y sus isoformas, y que adicionalmente 

expresa ampliamente ARNs no codificantes, secuencias que se traslapan y algunas antisentido 

(Stein, 2004; Taft, Pang, Mercer, Dinger, & Mattick, 2010). Aunque inicialmente se 

consideraba a los ARNs no codificantes (ncRNAs) como desechos transcripcionales o 

evolutivos provenientes de la creación de genes y/o inserción de elementos móviles genéticos, 

pruebas recientes sugieren que estos jueguen papeles cruciales en diversos procesos biológicos 

y oncogénicos (Qu & Adelson, 2012).   

Los ARNs no codificantes (ncRNAs) son una clase de moléculas de ARN transcritas sin el 

potencial de codificar para proteínas. Algunos ncRNAs se han conocido durante mucho tiempo 

y se encuentran muy bien caracterizados como los ARNs de transferencia (tRNAs), los ARNs 

ribosomales (rRNAs), los ARNs de corte y empalme (snRNAs), y los pequeños nucleolares 

(snoRNAs). Actualmente, los ncRNAs se clasifican de acuerdo con el tamaño del transcrito, 

ARNs pequeños no codificantes y ARNs largos no codificantes (lncRNAs). Los ncRNAs 

pequeños son representados por una amplia gama de especies de ARNs muy bien 

caracterizados. Esta clase incluye a los ARNs (siRNA), microRNAs (miRNAs), piwi-RNAs 

(piRNAs). En contraste con los miRNAs, los ARNs largos no codificantes (lncRNAs) son 

transcritos tipo mRNAs que varían en longitud de 200 nucleótidos (nt) a 100 kilobases (kb) y 

carecen de un marco de lectura abierto. Los niveles de expresión de los lncRNAs son bajos en 

comparación con los niveles de expresión de genes codificantes para proteínas y algunos 

lncRNAs son tejido-específicos. Los lncRNAs han sido asociados a procesos biológicos como 
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el de empalme alternativo de mRNAs o en la importación nuclear. Además, los lncRNAs han 

demostrado ser componentes estructurales, precursores de ARNs pequeños e incluso 

reguladores de la degradación de mRNAs. Aunque existe un número pequeño de lncRNAs 

anotados y bien caracterizados, muchos estudios sugieren que esta clase de ncRNA representa 

más de la mitad del transcriptoma (Redova, Svoboda, & Slaby, 2011; Sana, Hajduch, 

Michalek, Vyzula, & Slaby, 2011; Slaby, Bienertova-Vasku, Svoboda, & Vyzula, 2012; Slaby, 

Svoboda, Michalek, & Vyzula, 2009).  En numerosos estudios se observa que la alteración de 

la expresión de estos lncRNAs (HOTAIR, MALAT1, HULC, T-UCRs, etc.) se comparte en 

diversos tipos de cáncer, lo que sugiere que su expresión aberrante puede ser un factor que 

contribuya al establecimiento y progresión del cáncer (Costa, 2005; Okamura et al., 2009; Qu 

& Adelson, 2012; Rinn et al., 2007) 

 

Organización genómica de los ncRNAs 

 

Los ncRNAs se originan de distintas regiones genómicas como las secuencias 

intrónicas —que constituyen más del 30% del genoma humano (Mattick and Gagen, 2001) y 

son altamente conservadas (Taft et al., 2007). Los ncRNAs también se derivan de las hebras 

sentido y antisentido de varias regiones genómicas —regiones que se traslapan con secuencias 

codificantes (Dinger et al., 2008) y regiones intergénicas (lincRNAs).  
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MicroRNAs (miRNAs) 

 

La subclase más estudiada de los ncRNAs pequeños es la de microRNAs (miRNAs), 

descubierta por Victor Ambros en Caenorhabditis elegans (R. C. Lee, Feinbaum, & Ambros, 

1993). Los miRNAs son moléculas de ARN de cadena simple de 18-25 nucleótidos, 

evolutivamente conservadas (Axtell & Bartel, 2005; Chen & Rajewsky, 2007; C.-T. Lee, 

Risom, & Strauss, 2007; Peterson, Dietrich, & McPeek, 2009; Tanzer & Stadler, 2004), e 

implicadas en la regulación de la expresión génica en eucariontes (Lagos-Quintana, Rauhut, 

Lendeckel, & Tuschl, 2001; R. C. Lee & Ambros, 2001; Pasquinelli et al., 2000; Reinhart et 

al., 2000). Se predice que los genes de miRNAs representan el 1-2 % del genoma humano y 

controlan la actividad del ~50% de todos los genes que codifican para proteínas (Friedman, 

Farh, Burge, & Bartel, 2009; Lewis, Burge, & Bartel, 2005). 

Los miRNAs reprimen la expresión génica de su blanco post-transcripcionalmente, al parecer 

a nivel de traducción, por un complejo miRISC La complementariedad perfecta entre el 

mRNA-miRNA ocasiona la ruptura del mRNA blanco, mientras que el mal apareamiento 

promueve la represión de la traducción del mRNA. Los miRNAs que usan este mecanismo 

reducen los niveles de proteína de sus genes objetivo, pero los niveles de mRNA de estos genes 

apenas son afectados (Barrangou et al., 2017; Chi, Zang, Mele, & Darnell, 2009; Kwak, 

Iwasaki, & Tomari, 2010; Lim et al., 2005; Ørom, Nielsen, & Lund, 2008; N.-P. Tsai, Lin, & 

Wei, 2009). 

La mayor parte de los miRNAs descritos hasta el momento están implicados en los procesos 

celulares como proliferación, diferenciación, y apoptosis, y en el desarrollo y progresión de 
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varios trastornos incluyendo cáncer —donde se han encontrado miRNAs empleados en firmas 

génica de pronóstico y predicción (Cancer et al., 2012; Jansson & Lund, 2012; Sana et al., 

2011; Satoh, 2010; Slaby et al., 2010).   

 

microRNA 205 (mir-205) 

El gen humano miR-205 se encuentra localizado dentro de la secuencia del largo no 

codificante miR-205HG (LINC00510) y se ubica en la región cromosómica 1q32.2. La 

secuencia de mir-205 es de 110pb y genera 2 miRNAs maduros: miR-205-5p y miR-205-3p.  

Diversos estudios han demostrado que la expresión de miR-205 se encuentra a la baja en 

cáncer de mama (Iorio et al., 2009; Wu et al., 2009) y el cual es capaz de interferir con la vía 

de supervivencia mediada por familia de receptores HER, directamente con el receptor HER3 

(Iorio et al., 2009). Además, otros estudios indican que miR-205 es un regulador negativo de 

la Transición Epitelio-Mesenquima (EMT), al ser sus blancos los factores de transcripción 

ZEB1 y ZEB2, y que la expresión de mir-205 es perdida en líneas celulares de cáncer de mama 

mesenquimales (Gregory et al., 2008).  

En cuanto a la expresión en los subgrupos diferentes de tumores de mama de mir-205, Sempere 

y sus colegas describieron que su expresión está restringida al compartimento celular 

mioepitelial/basal de conductos normales mamarios y lóbulos y reducido o eliminado en los 

tumores correspondientes (Sempere et al., 2007), posteriormente otro estudio divulgó que la 

expresión de miR-205 se encuentra a la baja en TNBCS primarios comparado a su contraparte 

normal. Todos estos estudios validan que mir205 en cáncer de mama podría estar actuando 

como un supresor tumoral. Más aún, un estudio llevado a cabo por C. Piotvan para identificar 
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las vías oncosupresoras dependientes de miR-205 en el cáncer de mama triple negativo 

encontró que mir-205 interactúa con E2F1, un factor transcripcional que juega un papel crucial 

en la regulación de la progresión del ciclo celular (Polager and Ginsberg, 2009), y con 

LAMC1, un componente de la matriz extracelular, implicada en una amplia variedad de 

procesos biológicos incluyendo adherencia celular, diferenciación, migración y metástasis 

(Martin and Timpl, 1987). Finalmente, ellos analizaron la unidad transcripcional de miR-205 

para clarificar los mecanismos moleculares que afectan su expresión, y demuestran que el 

supresor tumoral p53, cuyas mutaciones y pérdida representan uno de los cambios genéticos 

más comunes en neoplasias malignas humanas incluyendo cáncer de mama, es capaz de 

modular positivamente los niveles de expresión de miR-205 en diferentes modelos celulares, 

y que este efecto es ejercido por la unión directa del factor de transcripción sobre secuencias 

reguladoras río arriba de la región codificante del microRNA. En cuanto a la regulación de su 

promotor, se encontró que el gen del lncRNA, ARN antisentido de transcripción de HOX 

(HOTAIR) puede controlar la expresión del gen de mir-205 al modificar las marcas de histonas 

en la región de su promotor H3K4me3 and H3K27me3 (I. Lee et al., 2009).  
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RNAs largos no codificantes (lncRNAs) 

 

Los ARNs largos no codificantes (lncRNAs) se encuentran en una gran diversidad de 

especies, incluyendo animales (Brown et al., 1992; Clemson, McNeil, Willard, & Lawrence, 

1996), plantas (Swiezewski, Liu, Magusin, & Dean, 2009), levaduras (Houseley, Rubbi, 

Grunstein, Tollervey, & Vogelauer, 2008), procariontes (Bernstein, Zopf, Freymann, & 

Walter, 1993), e incluso virus (Reeves, Davies, McSharry, Wilkinson, & Sinclair, 2006). Sin 

embargo, este tipo de ARNs son expresados en bajos niveles en comparación con mRNAs 

(Cabili et al., 2011; Derrien et al., 2012; van Bakel, Nislow, Blencowe, & Hughes, 2010). 

Aunque estos antecedentes en un inicio puedan cuestionan el rol biológico que juegan los 

lncRNAs existe suficiente evidencia que demuestra que están involucrados en procesos 

biológicos importantes (Clark & Mattick, 2011; Kapusta et al., 2013; Ponting, Oliver, & Reik, 

2009): incluyendo la transcripción (Martianov, Ramadass, Serra Barros, Chow, & 

Akoulitchev, 2007; Rinn et al., 2007), empalme alternativo (Rintala-Maki & Sutherland, 2009; 

Tripathi et al., 2010), la traducción (Beltran et al., 2008; Muddashetty et al., 2002),  la 

integridad de la estructura celular (Kloc et al., 2005; Sunwoo, Dinger, & Wilusz, 2009), 

impronta génica (Brockdorff et al., 1991; Rachmilewitz et al., 1992), el ciclo de celular (Ginger 

et al., 2006; Mourtada-Maarabouni, Hedge, Kirkham, Farzaneh, & Williams, 2010) y 

apoptosis (Huarte et al., 2010; Reeves et al., 2006), características pluripotenciales (Sheik 

Mohamed, Gaughwin, Lim, Robson, & Lipovich, 2010) y reprogramación celular (Loewer et 

al., 2011), y en la respuesta al choque térmico (Espinoza, Allen, Hieb, Kugel, & Goodrich, 

2004; Shamovsky, Ivannikov, Kandel, Gershon, & Nudler, 2006). La sobreexpresión, la 

deficiencia o la mutación de genes de lncRNAs han sido implicados en numerosas 
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enfermedades humanas (Clemson et al., 1996) como la progresión de cáncer (Tano & 

Akimitsu, 2012). Por lo tanto, todas estas funciones y rasgos biológicos de los lncRNAs los 

hacen objeto de investigación interesante e importante en el progreso de cáncer, como genes 

reguladores de rutas oncogénicas o supresoras tumorales como p53, MYC y NFκB (Hung et 

al., 2011).  

Actualmente, hay 73,370 lncRNAs de 1,239 organismos según NONCODE V3.0 50 —una 

base de datos bibliográfica de lncRNAs. De los cuales sólo una pequeña proporción —menos 

de 404 según LncRNAdb 10, una base de datos de anotación de lncRNAs— han sido 

funcionalmente caracterizados. Esto refleja que las funciones de la mayoría de los lncRNA 

son desconocidas, aun así, la lista de los lncRNAs funcionalmente caracterizados —como el 

transcrito específico de inactivación del X (XIST; en la inactivación del cromosoma X), ARN 

antisentido de transcripción de HOX (HOTAIR, identidad posicional) y el ARN componente 

la telomerasa (TERC, en la elongación del telómero)— sigue creciendo.  

 

Biogénesis 

 

Los lncRNAs son transcritos por la ARN polimerasa II, y posteriormente sufren 

modificaciones post-transcripcionales en el extremo 3’ —cola de Poli (A)— y empalme 

alternativo (Mercer et al., 2009). Los lncRNAs albergan los sitios canónicos de señales 

empalme, sin embargo, tienen menos exones que los mRNAs, lo que los hace generalmente 

más cortos que estos últimos —en promedio los lncRNA tienen 592 nt comparados a 2453 nt 

para mRNA (Derrien et 2012 Al-.). Los lncRNAs no tienen marcos de lectura abiertos (ORFs) 
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y si los hay tienen codones de inicio escasos y contexto de los ORF es vago. Es por esto por 

lo que las funciones biológicas de los lncRNA se atribuyen más a su estructura que y 

propiedades bioquímicas. Los elementos regulatorios y promotores río arriba de los genes de 

los lncRNAs están marcados con marcas de histonas (H3K4me2/3, H3K9ac, H3K27ac) y a lo 

largo de los genes usualmente se encuentran marcados con la modificación H3K36me3, 

marcas características de regiones genómicas que son transcripcionalmente activas (Guttman 

et al., 2009; Derrien et al., 2012).  Esto implica que los lncRNAs son objeto de regulación 

epigenética. 

 

Clasificación de los lncRNAs  

 

Por su localización y contexto genómicos 
 

 

LncRNAs Intergénicos (lincRNAs) y lncRNAs intrónicos 

 

Los lncRNAs son transcritos a partir de diversas regiones genómicas, aquellos que se 

transcriben a partir de las regiones intergénicas se llaman lncRNAs intergénicos (Figura 5A) 

y aquellos que se transcriben a partir de los intrones de genes codificantes son llamados 

lncRNAs intrónicos (Figura 5B). Ambos son probablemente regulados por mecanismos de 

activación de transcripción diferentes (Cao et al., 2012), pueden tener distintas modificaciones 

en el extremo 3’ y manifestar actividades en diferentes compartimentos celulares (Cheng et 

al., 2005).  
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Poco se sabe de la función de los lncRNAs intrónicos, aunque el panorama de los lncRNAs 

intergénicos ha sido más explorado. Se sabe que los lincRNAs son capaces de operar mediante 

los mecanismos de regulación transcripcional en cis o en trans, en mecanismos de control 

traduccional, regulación del empalme alternativo y otros mecanismos de regulación de 

expresión post-transcripcionales (L. Ma, Bajic, & Zhang, 2013) . 

Los lincRNAs contienen marcas de metilación “K4-K36” —trimetilaciones en la histona 

H3K4 en su extremo 5' y trimetilaciones H3K36 a lo largo del gen— un indicador de la 

transcripción activa en genes (Khalil et al., 2009; Ørom et al., 2014). Adicionalmente los 

lincRNAs se han encontrado conservados a través de varias especies de vertebrados (Cabili et 

al., 2011). Todas estas evidencias presentadas —transcripción activa, conservación evolutiva 

y la especificidad tejido-específica— son fuertes indicadores de la importancia funcional de 

los lincRNAs. Aún más, evidencia demuestra que los lincRNAs realizan funciones importantes 

en múltiples procesos celulares —desde procesos de células embrionarias pluripotentes a 

proliferación celular y progresión del cáncer (Cao et al., 2012; Guttman et al., 2009; Huarte et 

al., 2010; Ørom et al., 2014). 
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Figura 4 Localización genómica y 

contexto de los lncRNAs modificada de 

(L. Ma et al., 2013).  

Los genes codificantes para proteínas 

(GCP) y sus exones están representados 

en color azul, mientras que los lncRNAs 

y sus exones están representados en 

color rojo. Los paneles de los lncRNAs 

están basados en la localización anotada 

de GENCODE 4. (A) lncRNA 

intergénico: se transcribe generalmente 

de ambas hebras. (B) lncRNA intrónico: 

Se transcribe casi en su totalidad de los 

intrones de GCP. (C) lncRNA sentido: 

Se transcribe de la hebra sentido de un 

gen codificante y contiene exones de 

genes GCP, traslapa con GCP o cubre la secuencia entera de un GCP mediante un intrón. (D) lncRNA 

antisentido: se transcribe de la hebra antisentido de un GCP, traslape con las regiones intrónicas y exónicas y/o 

cubre la región competa mediante un intrón. 

 

LncRNAs sentido y antisentido 

Los lncRNAs sentido se transcriben a partir de la hebra positiva de los genes codificantes para 

proteínas (GCP). Los lncRNAs sentido pueden traslaparse o cubrir una secuencia entera de los 

GCP (Figura 5C). Los lncRNAs antisentido, son transcritos de la hebra negativa de los GDP. 
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De acuerdo con GENCODE —una base de datos transcriptómica manualmente curada— los 

escenarios en los que se puede dar un lncRNA antisentido son: (1) el transcrito a partir de 

hebra antisentido del GCP traslapa con un exón del gen sentido a través de uno de los exones 

del lncRNA; (2) el transcrito del intrón de un gen sentido no tenga traslape exón-exón con el 

mismo gen sentido; (3) el transcrito cubra la secuencia entera a través de un intrón (Figura 

5D).  

 

Por sus efectos ejercidos en las secuencias de ADN 

Se ha encontrado que los lncRNAs predominantemente se encuentran en el núcleo y 

asociados a la cromatina (Derrien et al., 2012), lo que sugiere que los lncRNAs pueden tener 

un impacto significativo en la secuencia de ADN. También una gran proporción de lncRNAs 

están involucrados en la regulación transcripcional (~42% de las 182 entradas de acuerdo con 

lncRNAdb). Basado en sus modos de acción sobre la secuencia de ADN los lncRNAs: se 

pueden clasificar como cis-lncRNAs (cis-acting lncRNAs) que regulan la expresión de genes 

próximos a su entorno y trans-RNAs (trans-acting lncRNAs) que regulan la expresión de genes 

distantes (Figura 6) (L. Ma et al., 2013).  
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El lncRNA está representado con 

la letra “L” y un número adjunto. 

(A) Regulación transcripcional. Se 

enlistaron los ejemplos de cis-

lncRNA (L1 y L3) y trans-

lncRNA (L2). L1 se transcribe de 

la región promotora del gen A y se 

encuentra unido al promotor del 

gen A. L3 modifica las proteínas 

acopladas a la cromatina por 

medio del reclutamiento del 

complejo PRC2. L2 influencia la 

transcripción del gen B desde una 

región distante por medio de la 

interacción con factores de transcripción o por la ARN polimerasa. Por ende, L1 y L2 

funcionan mediante la interferencia transcripcional, donde L3 lo hace mediante la 

modificación de la cromatina. (B) Regulación post-transcripcional: LI, L2 y L3 influencian en 

el proceso de empalme. Específicamente L1 se une a la región intrónica del factor de empalme, 

L2 modula la reserva de factores de empalme modificados —por ejemplo, fosforilados— y L3 

se une a factores de empalme para bloquear la formación del complejo de empalme. L4 

Figura 5 Mecanismos funcionales de los 

lncRNAs modificada de (L. Ma et al., 

2013).   
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interactúa con factores de traducción para inhibir la propia traducción. L5 y L6 son dos 

ejemplos de ceRNAs, los cuales interactúan directamente o indirectamente con miRNAs. L5 

se une a un miRNA y, por tanto inhibe la unión del miRNA a la región 3’UTR del mRNA 

blanco. L6 se une a la región 3’UTR del mRNA blanco, el cual bloquea la unión del miRNA 

al gen objetivo. L7 sirve como un inhibidor natural antisentido para promover la degradación 

de mRNA. (C) Otros mecanismos funcionales, L1 se encuentra involucrado en el transporte 

de proteínas y L2 se une a Dicer para influenciar la interferencia de ARN. 

 

Tabla 1. Mecanismos funcionales y localización genómica de algunos lncRNAs (modificada 

de (M. F. Lin, Jungreis, & Kellis, 2011)) 

Función  Gen lncRNA 

Regulación 
transcripcional 

Cis Aird, ANRILd, transcritos de Beta-globulinab, 

CAR Intergénico 10d, COLDAIRe, COOLAIRd, 

Evf2d, H19b, HOTAIRM1b, Hoxa11asd, 

Kcnq1ot1d, Xistb 

 Trans 7SKb, B2 SINE RNAb, GAS5b, HOTAIRd,  

 No descrito HOXA3asd, HOXA6asd 

Regulación traduccional  BC1b, Gadd7, Zeb2NATd 
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Regulación del corte y 
empalme 

 Malat1b, Zeb2NATd 

Regulación post-
transcripcional 

 Dio3os b, antisentido E2F4d, Gadd7, H19 b 

Otros mecanismos 
funcionales 

 ENOD40c, RNAs EBER1 y EBER2, TERRA, 

TERCb, VAI y RNAs VAII, VegT RNAc. 

 

 
 

Cis-lncRNAs 
 

Es posible que los mecanismos de los cis-lncRNAs sean a través de la interferencia 

transcripcional o por medio de modificadores transcripcionales (Blume, Meng, Shrestha, 

Snyder, & Emanuel, 2003; Ponting et al., 2009) —Xist, X inactivación del transcrito 

específico— Los lncRNAs pueden influenciar la actividad transcripcional de genes blanco por 

medio de la unión a sus promotores para así bloquear la formación del complejo de pre-inicio 

(PIC) (Martianov et al., 2007)o mediante la interacción con factores de transcripción (Martens, 

Laprade, & Winston, 2004; Martianov et al., 2007; Thompson & Parker, 2007) (Figura 6A). 

Estos cis-lncRNAs usualmente son transcritos de las regiones promotoras. Por ejemplo, los 

transcritos de la región promotora DHFR —aproximadamente de 0.8–7.3 kb lncRNAs—

pueden formar una estructura de triple hélice con el promotor de DHFR (Blume et al., 2003; 

Martianov et al., 2007) e interactuar eficientemente con TFIIB para disociar al complejo PIC 

(Martianov et al., 2007). 
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De igual manera, la transcripción de lncRNAs de regiones promotoras puede inducir 

modificaciones en la cromatina, y por ende activar la transcripción de genes río bajo —los 

ARNs del promotor de fbp1 (Hirota et al., 2008). Cis-lncRNAs que funcionan por medio de 

modificaciones en la cromatina frecuentemente reclutan los complejos de modificación de la 

cromatina —PRC (complejo polycomb de represión). 

 

Trans-lncRNAs 

Los lncRNAs también son capaces de actuar en modo trans sobre un loci blanco distante. Por 

ejemplo, HOTAIR —un lncRNA de ~2.2 kb— es transcrito de la región HOXC (clúster 

homeobox C) con locus en el cromosoma (Clemson et al., 1996) y es transportado por la 

proteína Suz12 para regular la región homóloga HOXD (clúster homeobox D) en el locus del 

cromosoma 2 (Chu, Zhong, Artandi, & Chang, 2012; Rinn et al., 2007; M. Tsai et al., 2010). 

 

Por sus mecanismos de funcionamiento 
 

 

Regulación transcripcional 

Existen diversos lncRNAs que regulan la expresión por medio de interferencia transcripcional 

—transcritos en la región promotora de DHFR, ARNs de SRG1, ARN B2 SINE— y 

modificadores de la cromatina —los ARNs del promotor de fbp1 (fructosa-1,6-bifosfatasa-1), 

XIST, MEG3, GAL10-ncRNA, HOTAIR, HOTTIP and COLDAIR. Por lo tanto, los lncRNAs 

pueden ser sub-clasificados de acuerdo con su mecanismo de acción: (1) interferencia 

transcripcional y (2) modificadores de la cromatina (Figura 6A). Además, existe otra categoría 
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(3) por el efecto de su regulación: son lncRNAs que se transcriben de regiones amplificadoras 

llamados eRNAs (enhancer RNAs) y que regulan de manera positiva la transcripción de genes 

—ncRNA-a1 (Ørom et al., 2014), el ARN Evf-2 (Feng et al., 2006). 

 

Regulación post-transcripcional 

Existen dos mecanismos post- transcripcionales en los cuales los lncRNAs participan —

regulación del empalme y control traduccional (Figura 6B). Los lncRNAs que influencian en 

el empalme de mRNAs lo hacen a través de la unión (Tsuiji et al., 2011) y modulación 

(Tripathi et al., 2010) de los factores de empalme o a través de la hibridación directa con 

secuencias de mRNA para bloquear el empalme (Beltran et al., 2008; Rintala-Maki & 

Sutherland, 2009). Malat1 (transcrito 1 de metástasis asociado a adenocarcinoma de pulmón) 

—un lncRNA de ~7 kb—se puede unir al factor de empalme SR y regular su distribución 

nuclear (Tripathi et al., 2010), así mismo Malat1 puede modular los reservorios de SR y por 

ende, influenciar el empalme alternativo de mRNAs (Tripathi et al., 2010). 

Adicionalmente, existen otros mecanismos a nivel de regulación post-transcripcional. LUST 

(transcrito LUCA 15-específico) —un lncRNA de ~1.4–2.4kb— es el transcrito antisentido de 

RBM5 (ARN de unión al motivo de la proteína 5) y se cree que regula la expresión de las 

isoformas de la proteína RBM5 a través de la hibridación a su secuencia (Rintala-Maki & 

Sutherland, 2009). 

Los lncRNAs que participan en el control traduccional lo hacen por medio de la unión a 

factores traduccionales (D. Lin, Pestova, Hellen, & Tiedge, 2008; Muddashetty et al., 2002)  o 

directamente al ribosoma (Crawford, Schools, Salmon, & Davies, 1996; Parrott et al., 2011). 

Existen dos lncRNAs caracterizados, BC1 —ARN 1 citoplásmico cerebral— y BC200 —un 
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ARN citoplásmico de 200nt—, los cuales se pueden unir al eIF4A —factor de iniciación de la 

traducción 4A en eucariontes—, PABP —proteína de unión a poli(A)— y otros factores para 

reprimir la iniciación de la traducción mediante el bloqueo del ensamblado del complejo (D. 

Lin et al., 2008; Muddashetty et al., 2002). nAR — ARNs pequeños asociados a NF90— un 

lncRNA citoplasmático que se puede unir al ribosoma influenciando de esta manera la 

traducción de mRNAs (Parrott et al., 2011).  

Los lncRNAs pueden funcionar como inhibidores de antisentido para promover la degradación 

de mRNA (Gong & Maquat, 2011; Pagano et al., 2007) (Figura 6B). Se ha encontrado que 

21A —un lncRNA de 300bp y que su secuencia muestra alta homología a los intrones de la 

CENP-F (proteína F del centrómero)— es capaz de disminuir los niveles de expresión —tanto 

a nivel de mRNA como a nivel de proteína— al actuar como un inhibidor de antisentido 

(Pagano et al., 2007). 

Por otro lado, existen lncRNAs que son capaces de interactuar tanto directa como 

indirectamente con miRNAs para estabilizar mRNAs blanco (Cesana et al., 2011; Salmena, 

Poliseno, Tay, Kats, & Pandolfi, 2011; Sumazin et al., 2011; Tay et al., 2012) (Fig. 2B). Estos 

lncRNAs son conocidos como ceRNAs (ARNs endógenos competentes). Por ejemplo, linc-

MD1 (un largo intergénico ncRNA asociado a la diferenciación muscular), actúa como esponja 

de los miR-133 y miR-135 con el fin de regular la expresión de dos factores de transcripción: 

MAML1 y MEF2C, los cuales activan la expresión de genes musculo-específicos (Cesana et 

al., 2011). Además, muchos lncRNAs antisentido son capaces de unirse a mRNAs para 

enmascarar los sitios de unión a miRNAs. BACE1AS —ARN antisentido BACE— es un 

lncRNA de ~2 kb lncRNA y en Alzheimer se encuentra activado en la forma de dúplex de 



39 

 

ARN con el mRNA de BACE1 —β-secretasa 1 (Faghihi, Modarresi, et al., 2010) —y el cual 

enmascara el sitio de unión de miR-485-5p y por lo tanto evita la represión traduccional del 

mRNA de BACE1 por miRNA(Faghihi, Zhang, et al., 2010).  

Se han encontrado algunos lncRNAs que contienen miRNAs en su locus (Augoff, McCue, 

Plow, & Sossey-Alaoui, 2012; Cai & Cullen, 2007). H19 —un lncRNA de ~2.3 kb— contiene 

a mir-675 en un exón y sirve como precursor de este miRNA además de ser regulador de su 

actividad trasncripcional(Cai & Cullen, 2007). Adicionalmente, lncRNA LOC554202 

contiene en uno de sus intrones a mir-31, y ambos —mir-31 como el gen anfitrión— se 

encuentran expresados a la baja en pacientes con cáncer de mama triple negativo (Cai & 

Cullen, 2007). 

 

Por su modo de acción 

De acuerdo a su mecanismo de acción, los lncRNAs también pueden ser clasificados basado 

en su modo de acción (Wang & Chang, 2011), tal como, (1) señalización: muestran expresión  

tipo celular-específica y responden a diversos estímulos como Xist (Maenner et al., 2010), 

COLDAIR (Heo & Sung, 2011); (2) Señuelo: Se unen/titulan a un blanco proteico —como los 

transcritos río arriba de DHFR (Martianov et al., 2007), PANDA (Hung et al., 2011) — (3) 

guía: Se unen a proteínas y dirigen la ubicación del complejo ribonucleoproteico a blancos 

específicos —Xist (Blume et al., 2003), HOTAIR (Rinn et al., 2007)— (4) andamio: Sirven 

como plataformas para acercar múltiples proteínas y formas complejos ribonucleicos HOTAIR 

(Rinn et al., 2007; M. Tsai et al., 2010; Walter & Blobel, 1982; Zwieb, Nues, Rosenblad, 

Brown, & Samuelsson, 2005).  

 



40 

 

Cáncer y oncolncRNAs 

La expresión desregulada de los primeros lncRNAs descubiertos en tejidos tumorales —h19 

(Y. Zhang et al., 1993), MALAT1 (Luo et al., 2006) y PCA3 (Kok et al., 2002)— se realizó 

antes de que existieran las tecnologías de secuenciación de nueva generación. La 

secuenciación de ARN (RNA-seq) permitió la evaluación a gran escala de lncRNAs 

diferencialmente expresados en tumores en comparación con los tejidos normales y demostró 

que una cantidad significativa de lncRNAs se encontraban alterados (Bartonicek, Maag, & 

Dinger, 2016). Las mutaciones somáticas en regiones regulatorias (Melton, Reuter, Spacek, & 

Snyder, 2016), las alteraciones epigenéticas (Yen et al., 2015) o las alteraciones somáticas en 

el número de copias (Beroukhim et al., 2010) son capaces de afectar la transcripción de los 

lncRNAs. Sin embargo, se cree que principal factor para la desregulación de la expresión de 

lncRNAs en tumores se debe a oncogenes que actúan como factores de transcripción. Dos 

genes que cabe resaltar actúan como factores de transcripción de diversos lncRNAs son Myc 

y p53 (Grossi, Sánchez, & Huarte, 2016; Hart, Roberts, Weinberg, Morris, & Vogt, 2014; 

Younger, Kenzelmann-Broz, Jung, Attardi, & Rinn, 2015).  

En esta sección se presentarán algunos lncRNAs caracterizados e implicados en cáncer 

(FIGURA 7). HOTAIR es un lncRNA cuya sobreexpresión promueve la metástasis de células 

tumorales del seno mediante el silenciamiento epigenético de genes importantes en el clúster 

de HOXD, entre otros (Gupta et al., 2010). Estudios subsecuentes muestran que la 

desregulación de HOTAIR se asocia a la progresión del cáncer en 26 tipos tumorales (Block, 

Rawat, Brosgart, & Francisco, 2017) y es capaz de predecir la respuesta entre dos 

quimioterapias en pacientes con cáncer de ovario (Teschendorff et al., 2015); la 
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sobreexpresión de ANRIL —oficialmente conocido como ARN antisentido 1 CDKN2B 

(CDKN2BAS1)— silencia el locus supresor tumoral que consta de los genes INK4b, ARF e 

INK4a —oficialmente conocido como CDKN2B— y además se encuentra asociado a bajo 

pronóstico en los cánceres de próstata y gástrico (Cunnington, Koref, Mayosi, Burn, & 

Keavney, 2010; Yap et al., 2011; Yu et al., 2009; E. Zhang et al., 2014). PCA3 conocido como 

antígeno prostático, es un biomarcador en el cáncer de próstata (Bussemakers et al., 1999) 

aprobado por la FDA para el diagnóstico de este cáncer, el primer examen basado en un 

lncRNA. De manera similar, en análisis de secreciones gástricas de pacientes con cáncer 

gástrico se identificó al lncRNA AA174084, un biomarcador capaz de diferenciar entre el 

cáncer y desórdenes en el epitelio gástrico (Huarte, 2015; Schey, Luther, & Rose, 2016; 

Schmitt, Chang, Sloan, & Cancer, 2017; Shao et al., 2014). 

En cáncer de mama se han encontrado lncRNAs desregulados en tumores, a continuación, se mencionarán 

algunos de estos genes caracterizados. ANRIL un lncRNA antisentido —que se encuentra también involucrado 

en cáncer de esófago, gástrico, en leucemia, melanoma, entre otros— regula a sus vecinos supresores tumorales 

CDKN2A/B por mecanismos epigenéticos, con lo que es capaz de intervenir en la proliferación celular (Wade, 

Li, & M. Wahl, 2013); ATB es un lncRNA intergénico sobreexpresado en cáncer de mama —involucrado en 

carcinoma hepatocelular— juega un papel importante en la transición epitelio-mesénquima (Shi et al., 2015). 

GAS5 es un lncRNA subexpresado en cáncer de mama —asociado a cáncer de hígado, linfoma y próstata— 

induce el arresto del ciclo celular y la apoptosis (Mourtada-Maarabouni, Pickard, Hedge, Farzaneh, & 
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Williams, 2009); H19 es un lncRNA cuya sobreexpresión aumenta la capacidad de las células cancerígenas en 

formar colonias y su crecimiento independiente de anclaje (Sun et al., 2015). 

  

Figura 6 LncRNAs implicados en diversos tipos tumorales. (Azules: subexpresados; rojo: sobreexpresados) 

modificada de (Bartonicek et al., 2016). 

 

MALAT1 se encuentra sobreexpresado en cáncer de mama —asociado a múltiples tipos tumorales— juega un 

papel crítico en el proceso de empalme alternativo de mRNA (Gutschner, Hämmerle, & Diederichs, 2013). 

SOX2OT se encuentra involucrado en la inducción y/o mantenimiento de la expresión de SOX2 (Zhao, Luo, 

& Jiao, 2014). ZFAS1 desregulado a la baja en cáncer de mama, incrementa la proliferación y la actividad 

metabólica (Askarian-Amiri et al., 2011). Además, existen diversos lncRNAs capaces de predecir la 
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supervivencia de los pacientes. Por ejemplo, un set de genes de lncRNAs —U79277, AK024118, BC040204 

and AK000974— seleccionados por medio del minado de bases de datos, han mostrado ser buenos marcadores 

de supervivencia en cáncer de mama. Esta firma de expresión de genes de lncRNAs es independiente de la 

edad e incluso del subtipo de cáncer de mama (Sørensen et al., 2015). 

De acuerdo con todo lo descrito los lncRNAs tienen un rol regulador importante en la biología 

del cáncer. Sin embargo, un porcentaje muy pequeño de estas moléculas han sido 

caracterizadas funcionalmente, de los 15,778 reportados por Gencode, y los hallazgos en sus 

funciones específicas demuestran la enorme complejidad que subyace en la regulación génica. 

A medida que se profundiza en el conocimiento de los lncRNAs oncogénicos, se contribuye a 

la identificación de posibles marcadores biológicos que jueguen un papel importante en el 

diagnóstico y/o sirvan como blancos terapéuticos.  

 

 

 

 

 

 

 

Laboratorio de Genómica del cáncer del INMEGEN 

 

En México el Laboratorio de Genómica del Cáncer del INMEGEN, se enfoca a la 

identificación de alteraciones somáticas en el genoma y transcriptoma de tumores humanos, 

con particular énfasis en tumores de cáncer de mama. Actualmente se están analizando los 

perfiles de alteraciones en el número de copias de DNA, perfiles globales de expresión de 
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RNA mensajeros y los perfiles de expresión de microRNAs y RNAs largos no codificantes en 

tumores y tejidos mamarios normales. Recientemente, a través del uso de secuenciación de 

nueva generación, se llevó a cabo el análisis de secuencia de genoma y exoma completo, así 

como la identificación de mutaciones en regiones no codificantes del genoma de tumores de 

mama. Estos análisis han resultado en la identificación de diversas alteraciones genómicas 

cuyo papel no había sido previamente descrito en este tumor. Actualmente en el laboratorio se 

está realizando la caracterización funciona de lncRNAs alterados en el subtipo de cáncer de 

mama triple negativo —artículo en revisión— y asociados a supervivencia de las pacientes en 

cáncer de mama y en leucemia linfoblástica infantil aguda (Beltran-Anaya, Cedro-Tanda, 

Hidalgo-Miranda, & Romero-Cordoba, 2016; Flores-Pérez et al., 2016; Rheinbay et al., 2017; 

Romero-Cordoba et al., 2012). 
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Identificar a través del minado de bases de datos genómicos, lncRNAs asociados a la 

supervivencia de pacientes mexicanas con cáncer de mama y validar la expresión diferencial 

de uno de ellos mediante PCR en tiempo real en una muestra independiente de tumores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos particulares 

 

 

Javier
Texto escrito a máquina
Objetivo General 

Javier
Texto escrito a máquina



46 

 

• Identificación de RNAs largos no codificantes (lncRNAs) cuya expresión se encuentre 

alterada en cáncer de mama mediante el minado de bases de datos genómicos.  

 

• Selección de cuatro lncRNAs cuya expresión este alterada en cáncer de mama y 

asociada a sobrevida global de pacientes. 

 

• Validación de la expresión de MIR205HG en una cohorte independiente de muestras 

(N=16 y T=16).  

 

• Análisis funcional in silico de MIR205HG seleccionado. 
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Hipótesis 

 

 

Se podrá validar la expresión de un RNA largo no codificante, seleccionado por el minado de 

bases de datos, por medio de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (q-PCR) en 

una cohorte independiente de tumores de cáncer de mama de pacientes mexicanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material y métodos. 

 

 

 

Materiales. 

Instrumentación. 
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Todos los equipos empleados en este trabajo se listan en la Tabla 1. 

Tabla 2 . Lista de equipos 

Equipo Nombre Fabricante 

Agitador tipo vórtex Maxi mix II ThermoLyne 

Balanza analítica ABS-ABJ Femto 

Barra de agitación magnética Barra de agitación magnética octagonal Hach 

Cámara de electroforesis y 

accesorios 
Sub-Cell® Model 192 Cell Bio-Rad 

Centrífuga Multifuge 3S Plus Heraeus 

Centrífuga Spectrafuge C1301 Mini Centrifuga Labnet 

Congelador de laboratorio -20°C REL2304 REVCO 

Congelador de laboratorio -80°C ULT2586-9-A34 REVCO 

Equipo de PCR tiempo real  QuantStudio 7 Flex System Applied Biosystems 

Espectrofotómetro NanoDrop ND-1000 Thermo Fisher Scientific 

Fuente de poder Fuente de poder PowerPac™ Basic  Bio-Rad 

Máquina de hielo MHC-230/506 Torrey 

Microondas MS0741CW LG 

Micropipetas Pipeta Rainin Classic  Metler Toledo 

Micropipetas Pipetman G Gilson 

Potenciómetro UB-10 Denver Instrument 

Refrigerador de laboratorio 4°C LABO-468 Kirsch 

Sistema de agua ultrapura Milli-Q® IQ 7000 Merck 

Sistema de PCR tiempo real QuantStudio™ 7 Flex Thermo Fisher Scientific 

Termociclador GeneAmp PCR System 9700 Base Module Applied Biosystems 

Transiluminador UV Gel Doc XR+ System Bio-Rad 

 

Insumos. 

En la Tabla 2 se muestran los artículos empleados cotidianamente. 

Tabla 3. Lista de insumos 

Producto Fabricante 

Charola de plástico para pesar Prolab 
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Espátula analítica de acero inoxidable Zelian 

Frasco de vidrio con tapa Kimax 

Guantes de nitrilo desechables Supreno 

Microtubos Thermo Fisher Scientific 

Película adhesiva óptica MicroAmp Thermo Fisher Scientific 

Placas ópticas de 96 pozos para q-PCR MicroAmp® Thermo Fisher Scientific 

Puntas para micropipetas con filtro Axygen 

Soporte para microtubos Deltalab 

Toallas de papel Sanitas 

Toallitas limpiadoras Kimwipes® Kimberly-Clark 

Tubos falcon 15 cónicos Probiotek 

 

Kits de biología molecular. 

Todos los kits que se emplearon en la tesis se enlistan en la Tabla 3. 

Tabla 4. Lista de kits de biología molecular 

Kit Fabricante 

*AllPrep DNA-RNA® Qiagen 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit® Thermo Fisher Scientific 

PureLink® RNA Mini Kit Thermo Fisher Scientific 

PowerUp® SYBR® Green Master Mix Applied Biosystems 

* Dicho kit no fue empleado por el sustentante, sin embargo, en el laboratorio se extrajo el RNA de las muestras y de las 

líneas celulares MCF-7 y MDA-468 por medio de este. 

 

 

 

Reactivos. 

Los reactivos que se emplearon para la elaboración de los experimentos se encuentran en la 

Tabla 4. 

Tabla 5. Lista de reactivos químicos 
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Reactivo Fabricante 

Agarosa Sigma-Aldrich 

Azul de bromofenol/Xileno cianol Científica Senna 

Buffer de carga 6X Promega 

Etanol  Probiotek 

Glicerol Merck 

H2O libre de nucleasas Thermo Fisher Scientific 

H2O Milli-Q® Merck 

Marcador de peso molecular DNA Ladder Generuler 50pb Promega 

SYBR® gold Thermo Fisher Scientific 

Tris/Boratos/EDTA (TBE) buffer (10x) en polvo Thermo Fisher Scientific 

TRIzolTM Thermo Fisher Scientific 

 

Amortiguadores y disoluciones. 

Los buffers y disoluciones empleadas se enlistan en la Tabla 5. 

Tabla 6. Lista de buffers y disoluciones 

Disolución Composición 

Buffer TBE 10X 890 mM Tris, 890 mM boric acid, 20 mM EDTA. 

Buffer TBE 1X 
Dilución (1:10) del Buffer TBE 10X; 89 mM Tris, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA, pH 

8.1-8.5. 

Buffer de carga 6X 
10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 60% (v/v) glicerol, 0.03% (m/v) azul de bromofenol, 0.03% 

xileno cianol FF y 60 mM EDTA, pH~7.6. 

*Todos los buffers se prepararon con agua Milli-Q®. 

 

q-PCR cebadores 

Los cebadores empleados se obtuvieron de Integrated DNA Technologies y de Invitrogen. 

Los cebadores y secuencias correspondientes se encuentran en la Tabla 6. 

Tabla 7. Lista de cebadores empleados en la q-PCR 
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Nombre Secuencia del oligo (5'→3') Fabricante 

FGF14-AS2 

FP: TCGTGGCGGATAAAGAGC  

RP: GGGACTACAAAGGGCAGG 

Integrated DNA Technologies 

(IDT) 

MIR205HG FP: AGGAGTCATTTCTGTTCCGC 
Integrated DNA Technologies 

(IDT) 
 RP: TCCAAGATGGGTACTTGAGAGA 

LINC01614 FP: CCAGACCAAGGCTGCTGT 
Integrated DNA Technologies 

(IDT) 
 RP: CCTAGAAGAGTCATTTGAAGTCATGT 

SLC12A5 FP: GCCCCAGGTGTTTAGGAGAC 
Integrated DNA Technologies 

(IDT) 
 RP: GGTTCCTGAATCTGGCCACT 

ACTB FP: TTCTACAATGAGCTGCGTGTG 

Invitrogen 

 RP: GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

TBP FP: TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA 

Invitrogen 

 RP: TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC 

18S rRNA 

 

FP: ATG GCC GTT CTT AGT TGG TG 

RP: TCC TCG TTC ATG TTT AAT AA 
Invitrogen 

 

 

Líneas celulares. 

Las líneas celulares empleadas en este trabajo se muestran en la Tabla 7. 

Tabla 8. Lista de líneas celulares empleadas 

Línea celular Descripción 
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MCF-7 

Línea celular de carcinoma ductal mamario. Se aisló en 1970 de una 

mujer caucásica de 69 años. MCF-7 es el acrónimo del instituto en 

Detroit donde se estableció dicha línea, Michigan Cancer Foundation-

7 (ahora el Barbara Ann Karmanos Cancer Institute). (Soule, 

Vazquez, Long, Albert, & Brennan, 1973) 

MDA-MB-468 

Línea celular de cáncer de mama ductal derivada de un derrame 

pleural de una paciente negra de 51 años en 1977. (“The essenTials 

of life science ReseaRch Globally DeliveReDTM,” n.d.) 

 

Software 

Los softwars necesarios para cada etapa del proyecto se enlistan en la Tabla 8. 

Tabla 9. Software empleado 

Software Referencias 

AnnoLnc: Annotate human lncRNAs http://annolnc.cbi.pku.edu.cn (Hou et al., 2016) 

Beacon Designer TM Free Edition Premier Biosoft 

ChemiDocTM MP Imager Bio-Rad 

Clustal Omega (McWilliam et al., 2013; Sievers et al., 2011) 

Expression Atlas https://www.ebi.ac.uk/  

mFold (Zuker, 2003) 

NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific 

Oligoanalyzer Integrated DNA Technologies (Owczarzy et al., 2008) 

Primer 3 
(Koressaar & Remm, 2007; Rozen & Skaletsky, 2000; Thornton & 

Basu, 2011; Untergasser et al., 2012) 

Primer Blast (Ye et al., n.d.) 

QuantStudio™ Software V1.3 Thermo Fisher Scientific 

UNAFold (Markham & Zuker, 2008) 

Bases de datos 

Las bases de datos de acceso público empleadas en el proyecto se enlistan en la Tabla 9. 

 

Tabla 10. Bases de datos externas al laboratorio de Genómica del Cáncer 

http://annolnc.cbi.pku.edu.cn/
https://www.ebi.ac.uk/
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Nombre Descripción Web link Referencia 

Ensembl 

Es una base de datos que provee un 

marco bioinformático para asociar 

la secuencia genómica a fenómenos 

biológicos. 

http://www.ensembl.

org/ 

(Aken et al., 2016; Hubbard et 

al., 2002) 

GENCODE 
Enciclopedia de genes y sus 

variantes. 

http://www.gencode

genes.org/  

(Derrien et al., 2012; Harrow, 

Frankish, Gonzalez, Tapanari, 

Diekhans, Kokocinski, Aken, 

Barrell, Zadissa, Searle, Barnes, 

Bignell, Boychenko, Hunt, Kay, 

Mukherjee, Rajan, Despacio-

Reyes, Saunders, Steward, Harte, 

Lin, Howald, Tanzer, Derrien, 

Chrast, Walters, 

Balasubramanian, Pei, Tress, 

Rodriguez, Ezkurdia, Van Baren, 

et al., 2012) 

GeneCards v3 

Base de datos que brinda 

información detallada y actualizada 

sobre los genes humanos. 

www.genecards.org  
(Renhan, Chalifa-Caspi, & 

Prilusky, 1997) 

Genome Browser 

Buscador en línea que ofrece el 

acceso a la secuencia del genoma 

de diversos vertebrados e 

invertebrados. 

http://genome.ucsc.e

du/ 
(Kent et al., 2002) 

lncRNome  

Banco de conocimientos sobre 

lncRNA en humanos orientado 

biológicamente. 

http://genome.igib.re

s.in/lncRNome/  

(Bhartiya et al., 2013) 

Lncipedia 

Base de datos para las secuencias y 

estructuras de transcritos de 

lncRNA humanos anotados. 

http://www.lncipedia

.org/  
(Volders et al., 2013, 2015) 

NCBI: National 

Center for 

Biotechnology 

Information 

Banco de conocimientos que 

almacena y actualiza la información 

referente a secuencias genómicas 

además de publicaciones y datos de 

relevancia biotecnológica. 

https://www.ncbi.nl

m.nih.gov 

Biblioteca Nacional de Medicina 

de los EUA (Evolution & 

Cancer, 2012) 

PubMed 

Base de datos desarrollada y 

dependiente del NCBI que contiene 

más de 22 millones de citas y 

resúmenes de literatura biomédica. 

https://www.ncbi.nl

m.nih.gov/pubmed/ 
 

Tanric: The Atlas 

of non-coding 

RNA in Cancer 

Es una aplicación web que analiza 

lncRNAs en un contexto clínico y 

molecular entre distintos cánceres. 

http://ibl.mdanderso

n.org/tanric/_design/

basic/index.html 

(J. Li et al., 2015) 

TCGA: The 

Cancer Genome 

Atlas 

Es una colaboración que ofrece 

mapas multidimensionales de 

cambios genómicos claves en 33 

tipos de cánceres. 

https://cancergenom

e.nih.gov/ 

(Tomczak, Czerwińska, & 

Wiznerowicz, 2015) 
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TCLA: The 

Cancer 

LncRNome Atlas 

Base de datos de las alteraciones en 

los lncRNA entre tumores de 

distintos tejidos. 

http://tcla.fcgportal.o

rg/ 
 TBD 

 

A continuación, en la Tabla 10 se encuentra una breve descripción de una base de datos del 

laboratorio de Genómica del Cáncer. 

Tabla 11. Base de datos del laboratorio de Genómica del Cáncer.  

Nombre Descripción 

Análisis de expresión en líneas 

celulares de cáncer de mama. 

Base de datos que proporciona información de expresión en múltiples líneas 

celulares de cáncer de mama por medio de microarreglos de expresión 

Human Transcriptome Array 2.0 de Affymetrix. 

Banco de datos de cáncer de 

mama. 

Base de datos que proporciona información sobre las muestras como la 

pureza y concentración, así como las características clínicas del paciente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Métodos. 

 

Minado de bases de datos: identificación de los lncRNAs candidatos 
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Se utilizaron las bases de datos TCLA:The Cancer LncRNome Atlas, GeneCards v3, 

Ensembl, Tanric: The Atlas of non-coding RNA in Cancer y Genome Browser para la selección 

de cuatro lncRNAs. Finalmente se corroboró que los lncRNAs no hubiesen sido descritos o 

caracterizados previamente por medio de NCBI (Evolution & Cancer, 2012) en su base de 

datos PubMed (Canese & Weis, 2013).  

Los criterios de selección de los lncRNAs comprehendieron de las siguientes características: 

1. Que existiera una expresión desregulada significativa al alza o baja en tumores 

comparada a la de tejido normal adyacente en cáncer de mama (BRCA) y se 

compartiera en otros tipos de cánceres. 

2. Que se observara que la expresión del lncRNA estuviera asociada a una mayor o menor 

supervivencia global de las pacientes (Cox<0.05 y p<0.04).  

 

TCLA: The Cancer LncRNome Atlas (Manuscript, 2012). 

Se seleccionaron de las bases de datos de TCLA aquellos lncRNAs compartidos en BRCA y 

diversos tumores que se encontraran sobreexpresados (1144) y subexpresados (1109).  

 

GeneCards v3 (Renhan et al., 1997) y Ensembl (Aken et al., 2016; Hubbard et al., 2002) 

Se emplearon GeneCards v3 y Ensembl para obtener información detallada sobre los 

lncRNAs, así como sus diversos alias.  
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Tanric (Li et al., 2015). 

De los 1144 lncRNAs sobreexpresados y 1109 lncRNA subexpresados compartidos en BRCA 

y diversos tumores, se seleccionaron sólo aquellos que se les relacionara con la supervivencia 

del paciente (Cox<0.05 y de P value< 0.04). Bajo estos criterios se refinó la búsqueda y se 

encontró asociación con 11 lncRNAs sobreexpresados y 7 lncRNAs subexpresados. De los 

cuales se eligieron 2 sobreexpresados y 2 subexpresados con mayor correlación a dicha 

característica clínica.  

 

Genome Browser (Kent et al., 2002). 

Genome Browser se empleó para corroborar que toda la información obtenida de cada lncRNA 

seleccionado correspondiera a la secuencia del ensamblado GRCh37/hg19.  

 

 

 

Diseño de cebadores 
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Búsqueda de la secuencia blanco.  

Los cebadores de los lncRNAs fueron diseñaron en los exones que compartían el mayor 

número de isoformas. Se emplearon las bases de datos Genome Browser (Kent et al., 2002) 

y LNCipedia (Volders et al., 2015) para obtener las secuencias de los exones comunes entre 

los distintos transcritos a fin de empalmarlas con Clustal Omega (Sievers et al., 2011) y así 

obtener la región blanco donde fueran diseñados los cebadores.  

Diseño de cebadores.  

El diseño de los cebadores se basó en el artículo “Real-Time PCR (qPCR) Primer Design 

Using Free Online Software” (Thornton & Basu, 2011). Todos los cebadores fueron 

diseñados con la herramienta Primer3 (Untergasser et al., 2012). Los objetivos principales 

con los que se diseñaron los cebadores fueron: que el producto de amplificación tuviera una 

longitud de 80 a 120pb, que la temperatura de disociación (Tm) fuera cercana a 60° y que 

entre las temperaturas de disociación (Tm) del primer forward y el reverse no hubiera más 

de 2°C de diferencia. 

Detección de estructuras secundarias.  

La detección de estructuras secundarias tanto entre cebadores (homodímeros y 

heterodímeros) como del amplicón se realizó mediante Beacon DesignerTM Free Edition y 

Oligoanalyzer (Owczarzy et al., 2008). 

Amplificación específica.  

Se verificó que la amplificación ocurriera en la secuencia deseada sin falsos positivos por 

medio de Primer Blast (Ye et al., n.d.). 
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Cebadores de genes endógenos. 

La secuencia de los cebadores para los genes endógenos ACTB (Lyng, Laenkholm, 

Pallisgaard, & Ditzel, 2008; Rho et al., 2010; Tricarico et al., 2002), TBP (Aigrain, Gu, & 

Quail, 2016; Muscarella et al., 2010) y 18S rRNA (Salameh et al., 2016; Jia Wang et al., 

2016) se obtuvo de los artículos citados y se muestran en la Tabla 11. 

Tabla 12. Lista de cebadores empleados en la q-PCR con sus características. 

Símbolo Objetivo 
Número de 
acceso 
GenBank 

Sitio 
de 
unión  

Secuencia del oligo (5'→3') Tm (°C) 
Longitud 

del 
amplicón 

 

ACTB 

Homo sapiens 

β-actina, 

mRNA 
NM_001101 

Exon 3 

FP:  

TTCTACAATGAGCTGCGTGTG 
63.2 

211pb 

Exon 4 

RP:  

GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 
60.1 

TBP Homo sapiens 

proteína de 

unión a TATA 

mRNA 

NM_003194 

Exon 4 
FP: 
TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA 61.0 

137pb 

 Exon 6 
RP: 
TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC 62.0 

18S 

rRNA 

Homo sapiens 

proteína de 

unión a TATA 

mRNA 

NR_003286 

Exon 1 

FP:  

ATG GCC GTT CTT AGT TGG TG 
55.3 

309pb 

Exon 1 

RP:  

TCC TCG TTC ATG TTT AAT AA 
53.2 

*Las Tm que se muestran son las temperaturas de disociación teóricas. 

 

Selección del modelo de estudio in vitro. 

Mediante la base de datos Genome Browser (Kent et al., 2002) y la base de datos del 

laboratorio de Genómica del Cáncer, Análisis de expresión en líneas celulares de cáncer de 
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mama se determinaron los transcript clusters correspondientes a los lncRNAs candidatos. 

Posteriormente se seleccionó el modelo celular en líneas de cáncer de mama donde la 

expresión de los lncRNAs candidatos fuese mayor, esto se evaluó de acuerdo al estadístico Z-

score. Las líneas celulares de cáncer de mama empleadas en este trabajo fueron MCF-7 y 

MDA-468.  

 

Muestras. 

Las muestras de tumores y de tejido adyacente en fresco se obtuvieron del banco de 

muestras del FUCAM. El criterio de inclusión fueron pacientes diagnosticadas con cáncer de 

mama y como criterios de exclusión, que presentaran otras enfermedades y estuvieran bajo 

tratamiento de cáncer de mama. Dichas muestras fueron almacenadas a -80°C.  

La selección de las muestras se realizó por medio de la base de datos del laboratorio 

de Genómica del Cáncer, Banco de datos de cáncer de mama. Se seleccionaron las muestras 

de tumores (16) y de tejido adyacente (16) cuyo RNA tuviera un alto grado de pureza (A260/280 

≥1.9), alta concentración y no se hubieran analizado con microarreglos de expresión. 

 

 

Extracción de RNA de muestras. 
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La extracción del RNA se llevó a cabo por medio del sistema AllPrep DNA-RNA™ 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La extracción por medio de este kit permite la 

separación eficiente de DNA y RNA. En este apartado sólo se explicará lo concerniente a la 

extracción de RNA.  

La muestra se fracciona y homogeneiza mediante disociación mecánica con un 

disruptor de tejidos en presencia del buffer de lisis. El buffer de lisis contiene tiocianato de 

guanidina, el cual inactiva las DNAsas y las RNAsas para mantener intactos al DNA y RNA, 

así como β-mercaptoetanol (β-ME) el cual facilita la disociación del tejido. Posteriormente el 

lisado se transfiere a la columna AllPrep DNA que es centrifugada. El RNA se encuentra en 

la fracción recuperada de la columna. Esta se transfiere a la columna RNeasy spin, no sin 

previamente agregar etanol al 70% para favorecer el proceso de unión del RNA a la membrana. 

Se lava la columna de residuos contaminantes y se eluye con agua el RNA.  

En el laboratorio ya se había realizado la extracción del RNA de las muestras de tanto 

tumores como de tejido adyacente. 

 

 

 

 

Extracción de RNA de líneas celulares. 
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 La extracción del RNA de las líneas celulares MDA-468 y MCF-7 se realizó por medio 

de TRIzolTM y PureLink® RNA Mini Kit de acuerdo a las especificaciones del fabricante. 

Como primer paso se quita el medio a las células y se lavan con 1X PBS. Se agrega TRIzolTM 

(1 mL por cada 10 cm2) este reactivo liza a las células debido a que contiene guanidina de 

tiocianato y fenol. Se deja incubar por 5 minutos. Se agrega 0.2mL de cloroformo por cada 

1mL de TRIzolTM, se agita por 15 segundos, se deja reposar de 2-3 minutos y cetrigufa. Se 

traspasa la fase superior incolora a otro tubo y se agrega un volumen igual de etanol al 100%. 

Se transfieren 700µL una columna de silica donde es lavado y posteriormente eluído, listo para 

usar.  

Electroforesis en gel de agarosa. 

  Se realizó electroforesis en gel de agarosa (1.5% m/v) del RNA extraído de las líneas 

celulares con el fin de corroborar su integridad (la relación de la intensidad de la banda 28S 

rRNA con respecto a la 18S rRNA es del doble) y como un control para realizar posteriormente 

la transcripción reversa en ADN complementario (cDNA).  

En el proceso de estandarización de la qPCR se corrieron los productos de 

amplificación en una electroforesis en gel de agarosa (2.5%m/v) para corroborar la 

especificidad de los cebadores y las condiciones seleccionadas. Los tamaños esperados de las 

bandas se muestran en la Tabla 12. 

 

Tabla 13. Tamaños de banda esperados en electroforesis de agarosa. 
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Nombre Tamaño de banda esperado (pb) 

ACTB 122 

TBP 227 

FGF14-AS2 135 

Linc01614 98 

MIR205HG 83 

SLC12A5-AS1 138 

 

  Al buffer de carga se le agregó SYBR Gold y almacenó a 4°C protegido de la luz. Cada 

muestra empleada en la electroforesis se diluyó en relación 1:6 con buffer de carga 6X. Las 

muestras se cargaron en geles de agarosa (1.5-2.5% agarosa en buffer TBE 1X). Se empleó 

como marcador de peso molecular el DNA Ladder Generuler 50pb de igual manera, diluido 

1:6 con el buffer de carga 6X de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Los geles se 

corrieron a 110V en TBE 1X. Las bandas de los geles se visualizaron por medio de un 

Transiluminador UV. 

 

Determinación de la concentración y pureza del RNA. 

La concentración y pureza del RNA en disolución acuosa se determinaron por 

espectrofotometría a 260nm por medio del NanoDrop ND-1000 y su integridad se comprobó 

mediante electroforesis en gel de agarosa. La pureza de la muestra se determina por medio de 

la relación que existe entre su absorbancia medida a 260 y 280nm. Se consideran de buena 

pureza aquellas muestras de RNA que presentan valores aproximados a 2.0. 
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Síntesis del DNA complementario (cDNA). 

Las reacciones se prepararon con 200ng de RNA total. La transcripción reversa del 

RNA extraído se llevó a cabo por High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit™ de 

ThermoFisher® de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El kit convierte de 0.2 a 2 

µg de ARN total en ADN complementario monocatenario en una reacción de 20 µl. Incluye 

la transcriptasa reversa MultiScribe MuLV, dNTPs random octámeros y oligonucleótidos 

oligo-dT-16 para generar ADN complementario monocatenario.  

El programa empleado en el termociclador para realizar la síntesis del cDNA se 

muestra en la siguiente Tabla 13.  

Tabla 14. Programa del termociclador: cDNA 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo 

Paso 1 25 10 minutos 

Paso 2  37 120 minutos 

Paso 3 85 5 minutos 

Paso 4 4 ∞ 

 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (q-PCR). 

La PCR cuantitativa (q-PCR) se realizó por medio de Applied Biosystems™ 

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix. Este kit comprehende de los componentes 

observados en la Tabla 14. 
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Tabla 15. Reactivos para q-PCR  

Compuesto Características 

Taq DNA polimerasa Dual-Lock™ 
Polimerasa con dos anticuerpos que impiden que se active hasta pasados 

dos minutos a 95°C de tal manera que no produce amplificación residual. 

Uracil-DNA-glicosilasa termolábil 

(UDG)  

Impide la contaminación por re-amplificación de productos provenientes 

de otras PCR, debido a que desamina al uracilo del DNA rico en uracilo, 

monocatenario o de doble cadena. 

dUTP/dTTP  Desoxiuridina trifosfato/ desoxitimidina trifosfato. 

SYBR™ Green 
Fluoróforo que emite su señal una vez que se une al surco menor de la 

doble hélice del DNA. 

Referencia pasiva ROX™ 
Fluoróforo de referencia interna que sirve para normalizar la señal del 

SYBR Green debido a fluctuaciones en volumen o concentración entre 

reacciones. 

La composición de cada reacción preparada se muestra en la Tabla 15. 

Tabla 16. Relación de reactivos para q-PCR  

Reactivo Volumen (µL) 

PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (2X) 5 

H2O libre de nucleasas 2 

Forward primer 1 

Reverse primer 1 

cDNA 1 

Volumen total por reacción 10 

 

Las reacciones de amplificación se realizaron en el sistema de PCR tiempo real 

QuantStudio™ 7 Flex. Se establecieron dos programas de temperaturas en el software 

QuantStudio™ V1.3, el primero corresponde a amplificaciones con cebadores con 

temperaturas de disociación (Tm) menores a 60°C y se muestra en la Tabla 16. El segundo fue 

un programa para realizar la curva de disociación (Melt curves), Tabla 17. El valor del umbral 

(CT) fue el predeterminado por el software. 
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Tabla 17. Programa del termociclador: qPCR 

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos 

Activación de la UDG  50 2 minutos 0 

Activación DNA polymerasa Dual-Lock™  95 2 minutos 0 

Desnaturalización  95 15 segundos 

40 Alineación 55-60 15 segundos 

Extensión 72 1 minuto 

 

 

 
Tabla 18. Programa del termociclador: Curva de disociación 

Etapa Tasa de cambio de 
temperatura (°C/s) Temperatura (°C) Tiempo (s) 

Curva de disociación: Paso 1 1.6 95 15 

Curva de disociación: Paso 2 1.6 60 60 

Curva de disociación: Paso 3 0.15 95 15 

 

Todas las reacciones se realizaron por triplicado. En la placa se incluyeron: controles 

negativos, es decir, sin cDNA de las muestras para el control de la especificidad de los 

cebadores y posible contaminación del mix.  
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Resultados. 

 

 

Identificación de los lncRNAs candidatos. 

En años recientes, diversas publicaciones han demostrado el potencial que tienen los 

lncRNAs en el desarrollo y establecimiento del cáncer. En este trabajo se identificaron 

lncRNAs con expresión diferencial significativa, de acuerdo con los análisis realizados por las 

bases de datos, entre tumores de cáncer de mama respecto al tejido normal adyacente, 1144 

sobreexpresados y 1109 subexpresados, que además se comparten en diversos tumores como 

en adenocarcinoma de pulmón, de colon y de próstata, y los carcinomas de células escamosas 

de cabeza y cuello, de riñón y escamosas de pulmón, entre otros. Algunos de estos lncRNAs 

están asociados a menor supervivencia en cáncer de mama. Se seleccionaron dos lncRNAs 

sobreexpresados en cáncer de mama, LINC01614 y SLC12A5-AS1, y dos subexpresados, 

FGF14-AS2 y MIR205HG. En la Tabla 18 se muestran los lncRNAs candidatos seleccionados 

mediante el uso de bases de datos. 

Tabla 19. Los lncRNAs candidatos y características de selección. 

Expresión Tipos de cáncer en donde están desregulados Nombre Cox P value 

Sobre-exp. 

  

 

BRCA, COAD, HNSC, KIRC, LUAD, LUSC LINC01614 0.044 0.024 

BRCA; COAD; HNSC; KIRC; LUAD; LUSC SLC12A5-AS1 0.040 0.057 

Sub-exp. 

  

 

BRCA, COAD, HNSC, KIRC, LUAD, LUSC y PRAD FGF14-AS2 0.013 0.0005 

BRCA, LUSC y PRAD MIR205HG 0.016 0.008 

BRCA: Cáncer de mama; COAD: Adenocarcinoma de colon; HNSC: Carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; 

KIRC: Carcinoma de células claras de riñón; LUAD: Adenocarcinoma de pulmón; LUSC: Carcinoma de células escamosas 

de pulmón; PRAD: Adenocarcinoma de próstata. 
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El gen del RNA Largo No Codificante Intergénico 1614 (LINC01614) se ubica en la región 

2q35 y consta de 13 transcritos (Volders et al., 2015). El lncRNA se encuentra sobre-expresado 

en cáncer de mama y en otros 5 tipos de cáncer (adenocarcinoma de colon, carcinoma de 

células escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de células claras de riñón, adenocarcinoma 

de pulmón y en carcinoma de células escamosas de pulmón) (Tomczak et al., 2015). 

LINC01614 también se asocia a supervivencia en cáncer de mama, en donde el grupo de 

pacientes que sobre-expresan el lncRNA tienen una mayor probabilidad de sobrevida global a 

10 años. En la Figura 8 se muestra una curva Kaplan-Meier donde se observa diferencia 

significativa en la supervivencia global (Cox=0.013 y P=0.0005) entre los grupos donde 

LIN01614 se encuentra sobre y sub-expresado, con un pronóstico más sombrío en el grupo 

donde está al alza. 

 

Figura 7 Curva Kaplan-Meier de LINC01614. Sobrevida global en pacientes con cáncer de mama (Cox=0.04 y P=0.024) 

donde LINC01614 se encuentra sobre-expresado (rojo) y se asocia a menor supervivencia. Modificada de (J. Li et al., 2015). 
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El segundo lncRNA candidato sobre-expresado en cáncer de mama es el RNA anti-sentido 1, 

SLC12A5 y MMP9 (SLC12A5-AS1). Este lncRNA está alterado al alza en los carcinomas de 

células escamosas de cabeza y cuello (HNSC), claras de riñón (KIRC) y escamosas de pulmón 

(LUSC); y en los adenocarcinomas de próstata (PRAD) y pulmón (LUAD). El gen SLC12A5-

AS1 se encuentra en el 20q13.12 y tiene tres transcritos (Volders et al., 2013). SLC12A5-AS1 

también se asocia a la supervivencia en pacientes con cáncer de mama. En la Figura 9 se 

observa la curva de sobrevida global donde el grupo que sobre-expresa a SLC12A5 tiene 

menor supervivencia (Cox=0.04 y P=0.057). 

 

Figura 8 Curva Kaplan-Meier de SLC12A5. Curva de sobrevida global en pacientes con cáncer de mama de 

SLC12A5 (Cox=0.04 y P=0.57) donde se encuentra sobre-expresado (rojo) y asociado a un peor pronóstico. 

Modificada de (J. Li et al., 2015). 
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El microRNA 205 Host Gene (MIR205HG) es uno de los lncRNA candidatos 

seleccionados subexpresados en cáncer de mama, que además se encuentra alterado en cáncer 

de células escamosas de pulmón (al alza) y en cáncer de próstata (a la baja). El gen MIR205-

HG es un RNA largo no codificante intergénico que se ubica en 1q32.2 y de acuerdo con 

LNCipedia cuenta con 27 transcritos. A MIR205HG se le asocia a menor supervivencia global 

en pacientes que lo expresan a la baja como se puede observar de la curva Kaplan-Meier en la 

Figura 10. 

 

Figura 9 Curva Kaplan-Meier de MIR205-HG. Sobrevida global en pacientes con cáncer de mama (Cox=0.016 

y P=0.008) donde MIR205HG se encuentra sobre-expresado (rojo) y asociado a un peor pronóstico. 

Modificada de (J. Li et al., 2015). 

 

El RNA anti-sentido 2 o FGF14-AS2 es un lncRNA cuya expresión no sólo se 

encuentra alterada a la baja en cáncer de mama sino también en los adenocarcinomas de colon 
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(COAD), de pulmón (LUAD) y próstata (PRAD); y en los carcinomas de células escamosas 

de pulmón (LUSC) y claras de riñón (KIRC). El gen FGF14-AS2 se encuentra en el 13q33.1 

y por splicing tiene dos transcritos.  La sub-expresión de FGF14-AS2 está relacionada con 

menor supervivencia global en cáncer de mama (Cox=0.013 y P=0.0005) con un mayor 

número de decesos en el grupo de pacientes que lo sub-expresan, Figura 11.  

 

Figura 10 Curva Kaplan-Meier de FGF14-AS2 en cáncer de mama. Curva de sobrevida global en pacientes 

con cáncer de mama (Cox=0.013 y P=0.0005) donde FGF14-AS2 se encuentra sub-expresado (azul) y asociado 

a menor sobrevida global. Modificada de (J. Li et al., 2015). 

 

La expresión regulada a la baja de FGF14-AS2 también se relaciona con menor supervivencia 

en el carcinoma de células claras de riñón (Cox=0.00050505 y P=0.0071138) donde los 

pacientes tienen mayor tasa de sobrevida global Figura 12. La selección del candidato FGF14-

AS2 se realizó antes de su publicación (F. Yang et al., 2016).  
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Figura 11 Curva Kaplan-Meier de FGF14-AS2 en cáncer de mama. Curva de sobrevida global en pacientes 

con carcinoma de células claras de riñón (Cox=0.04 y P=0.57) donde FGF14-AS2 se encuentra sub-expresado 

(azul) y asociado a un peor pronóstico. Modificada de Tanric (J. Li et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diseño de cebadores. 

 

En la Tabla 19 se muestran las secuencias diseñadas para los cuatro lncRNAs seleccionados 

mediante la herramienta Primer3. 

 

Tabla 20. Lista de cebadores empleados en la q-PCR con sus características. 
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Símbolo Objetivo Número de acceso 
GenBank 

Sitio de 
unión 
del 
primer 

Secuencia del oligo (5'→3') Tm 
(°C) 

Longitud 
del 
amplicón 

FGF14-AS2 
Homo sapiens 

FGF14 RNA 

anti-sentido 2 
NR_036487.1 Exón 2 

FP: TCGTGGCGGATAAAGAGC   57.2 135pb 

RP: GGGACTACAAAGGGCAGG 56.9  

MIR205HG 

Homo sapiens 

MIR205 Host 

Gene 
NR_145433.1 Exón 1 

FP: AGGAGTCATTTCTGTTCCGC 60.4 83pb 

RP: 
TCCAAGATGGGTACTTGAGAGA 

45.5  

LINC01614 

Homo sapiens 

RNA Largo No 

Codificante 

Intergénico 

1614 

NR_132383 Exón 2 

FP: CCAGACCAAGGCTGCTGT 61.6 98pb 

RP: 
CCTAGAAGAGTCATTTGAAGTC

ATGT 
61  

SLC12A5-

AS1 

Homo sapiens 

RNA anti-

sentido 1 

SLC12A5 y 

MMP9 

ENSG000002040

44 Exón 1 

FP: CATCCAGACAGAGCACGCC 61.1 138pb 

RP: CCCACCCACGCAGAACAA 61.1   

 

Estandarización de la q-PCR.  

La validación de ambos cebadores y del amplicón se realizó para los cuatro lncRNAs 

y los endógenos ACTB y TBP. El endógeno rRNA 18S ya había sido estandarizado en el 

laboratorio, por lo cual se emplearon cantidades equimolares de ambos cebadores (0.3mM).  

 Se realizaron curvas disociación donde se varió la proporción de ambos cebadores 

(forward y reverse) para encontrar aquella que favoreciera un solo producto de amplificación. 

Las concentraciones probadas fueron: 300nM, 500nM y 800nM, y sus posibles combinaciones 

con un total de 9 condiciones mostradas en la Tabla 20. 

Tabla 21. Condiciones de concentración de cebadores para las curvas de disociación. 

A D G 
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[FP/RP]= 300/300 [FP/RP]= 500/300 [FP/RP]= 800/300 

B E H 

[FP/RP]= 300/500 [FP/RP]= 500/500 [FP/RP]= 800/500 

C F I 

[FP/RP]= 300/800 [FP/RP]= 500/800 [FP/RP]= 800/800 

 

Además, se corroboró la especificidad de los cebadores y las condiciones seleccionadas 

por medio de electroforesis en agarosa de los productos amplificados. Se seleccionaron 

aquellas condiciones en las que se observa un solo pico en la curva de disociación y a su vez 

un solo producto de amplificación por electroforesis en gel de agarosa.  

Se estandarizaron las condiciones de amplificación de los genes endógenos ACTB y 

TBP en la línea celular MCF-7. Las curvas de disociación e imágenes de los geles de agarosa 

se muestran en la sección de ANEXOS. Las concentraciones óptimas de cebadores para el 

endógeno ACTB fueron [FP/RP]= 500/300 y para TBP, [FP/RP]= 800/300. 

Se procedió a estandarizar los cuatro lncRNAs. Se realizaron las curvas de disociación 

con cada candidato, de acuerdo con la Tabla 20, y la electroforesis de los productos de 

amplificación. Donde se observaron múltiples productos de amplificación tanto en las curvas 

de disociación como en los geles. Este problema se solucionó corroborando 

experimentalmente las fuentes de variación posibles en una PCR, Tabla 21  

Tabla 22. Fuentes de variación 

Variable Abordaje 
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Pipeteo del operador 
Se realizaron experimentos de reproducibilidad con dos 

operadores preparando las reacciones de PCR con ACTB. 

cDNA degradado 

Las reacciones de PCR con ACTB se realizaron con el cDNA 

incial y uno recién preparado con RNA fresco. Se evaluó la 

integridad del RNA por electroforesis y espectrofotometría.  

SYBR Green 

Se prepararon las reacciones de PCR con el reactivo usual 

PowerUp® SYBR® Green Master Mix y SYBR® Green Master 

Mix empleando el gen ACTB. 

Cebadores Se corrobora la especificidad del primer por Primer Blast. 

 

Finalmente se decidió cambiar el modelo celular MCF-7 al MDA-468 bajo la premisa 

de que el primero no expresaba los lncRNAs en una cantidad detectable por SYBR Green. Se 

eligió MDA-468 debido a que es la línea celular que expresa en mayor medida aquél lncRNA 

con el mayor nivel de expresión entre los candidatos, MIR205HG. Se estandarizaron las 

concentraciones de cebadores de MIR205HG en MDA-468, las cuales fueron [FP/RP]= 

500/300. 

 

Curva de eficiencia relativa. 

A pesar de que, en teoría, la amplificación en la PCR sigue el modelo de 2𝑛, es decir 

cada molécula se supone se duplica en cada ciclo, en la práctica, llega a ser menor. Cuando se 

amplifican distintos genes blanco y estos no se amplifican con la misma eficiencia, la 

comparación entre ellos requiere de un factor de corrección. Es por ello que es necesario 

realizar una curva de eficiencia relativa. La curva de eficiencia de amplificación entre los 

lncRNA y los genes endógenos se realizó por medio de una curva de calibración que graficaba 

los valores de Ct con respecto al logaritmo base 2 de la concentración de RNA total. La curva 
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de calibración constó de 8 puntos en los que se varió la concentración de RNA inicial.  Las 

curvas de eficiencia se pueden observar en el apartado de Anexos. 

 

Validación de MIR205HG en MDA-468. 

La validación del lncRNA MIR205HG se realizó en el modelo celular MDA-468 en 

16 muestras de tumores de cáncer de mama y 16 muestras de tejido normal adyacente. Todas 

las reacciones se realizaron por triplicado. Se incluyeron, además de los controles negativos, 

controles positivos (con cDNA de MDA-468) para corroborar que la reacción realmente 

procediera. El valor de la tasa de cambio o fold-change se determinó por medio del método 

comparativo Ct (2−∆∆𝐶𝑡). Se empleó la prueba estadística T de Student de una sola cola. 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (qPCR). 

La validación de MIR205HG se realizó en una cohorte de 16 muestras de tumores y 

16 tejidos adyacentes, no pareadas. Fue necesario cambiar los genes endógenos ACTB y TBP 

por 18S rRNA debido a que resultaron no ser buenos normalizadores en las muestras de 

tumores. De acuerdo con los valores obtenidos, MIR205HG se encuentra 0.29 veces 

(P=0.0113) más expresado en tejido normal adyacente que en tumores de cáncer de mama. La 

expresión comparativa de MIR205HG entre tumor y tejido normal adyacente se muestra en la 

Figura 13.    
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Figura 12 Expresión de MIR205HG datos de q-PCR. 

 

Además, se corroboró que MIR205HG está sub-expresado en tumores respecto al normal en 

una cohorte independiente de 105 muestras de tejido normal adyacente y 837 tumores, datos 

de microarreglos obtenidos de TCGA (Figura 14). 

 

 

Figura 13 Expresión de MIR205HG datos de expresión de RNA-seq de TCGA. 

 

Descripción in silico de MIR205HG. 
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El gen MIR205HG tiene 10 transcritos según 

Genecards y según LNCipedia, 27. Se caracterizó in 

silico la secuencia de la isoforma MIR205HG-4 

mediante el programa AnnoLnc.  

El transcrito MIR205HG-4 (Transcript ID: T029619: 

Gene ID: G006597) tiene una longitud de 888pb. Tiene 

cuatro exones y se ubica en chr1:209600864-

209606783[+] (GRCh37/hg19). Posiblemente presenta 

la siguiente estructura secundaria tridimensional 

(Figura 15) de acuerdo con AnnoLnc. Además de que 

MIR205HG-4 comparte el mayor número de exones con las demás isoformas, se escogió este 

transcrito por ser uno de los que se observa desregulados, aparte de cáncer de mama, en el 

carcinoma de células escamosas de pulmón y en el adenocarcinoma de próstata (descritos por 

Tanric y TCGA); y en el carcinoma de cabeza y cuello, de acuerdo con la base de datos 

MiTranscriptome (Figura 16). De acuerdo con Illumina Body Map, un programa de expresión 

de tejido en personas sanas MIR205HG se encuentra enriquecido en los tejidos del seno, 

pulmón, próstata y testículos. Sin embargo, en la base de datos de AnnoLnc, se reporta que el 

Figura 14 Posible estructura 

tridimensional del transcrito 

MIR205HG-4 (Volders et al., 2013). 
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enriquecimiento de MIR205HG se observa únicamente en los tejidos del seno, pulmón y 

próstata. Lo anterior nos indica que MIR205HG es un lncRNA tejido-específico. 

La regulación post-transcripcional en los lncRNAs es fundamental para controlar la expresión 

de lncRNAs. El MIR205HG interactuaría con las cinco familias de miRNAs:  miR-

143/1721/4770, miR-205/205ab, miR-214/761/3619-5p, miR-23abc/23b-3p y miR-194. Los 

miRNAS miR-143/1721/4770, miR-205/205ab, miR-214/761/3619-5p y miR-194 se 

encuentran caracterizados y se sabe que están implicados en diversos procesos de 

carcinogénesis no solo en cáncer de mama, esto se muestra resumido en la Tabla 22. Debido 

a esto, se propone que MIR205HG actúa como esponja de miRNAs, y por ende su expresión 

Figura 15 Expresión del transcrito MIR205HG:4 entre distintos tipos de cáncer (MiTranscriptome). 
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podría estar controlada de esta manera tanto en cáncer de mama como en el carcinoma de 

células escamosas de pulmón y en el adenocarcinoma de próstata. 

Tabla 23. Predicción de miRNAs asociados a al lncRNA MIRS205HG 

PCG Carácterísticas 

miR-

143/1721/4770 

Se ubica en el cromosoma 5q33. Se reporta que está desregulado a 

la baja en cáncer de pulmón de células pequeñas (Cordes et al., 

2009), cáncer colorectal (Slaby et al., 2008), cáncer de próstata (B. 

Xu et al., 2011) y cáncer de mama (Zhou, Dong, Huang, Sun, & Wu, 

2017). MiRNA-143 ha probado su efecto anticancerígeno apuntando 

múltiples genes relacionados con la proliferación celular, apoptosis 

y migración, BcL-2 (Park et al., 2011), MYO6 (Cordes et al., 2009), 

ELK1 (Cordes et al., 2009) y ERK5 (Akao, Nakagawa, Iio, & Naoe, 

2009). 

 

miR-205/205ab El miR-205 es un inhibidor de apoptosis (Pang & Yue, 2017). Tiene 

potencial como biomarcador en el diagnóstico de cáncer de pulmon 

de celulas no pequeñas (Duan et al., 2017) y  en cáncer cervical 

(Zhuo & Yu, 2017).  

miR-

214/761/3619-5p 

MiR-214 es un supresor tumoral (He et al., 2016; F. Wang, Li, Chen, 

Zhu, & Gu, 2016), posible biomarcador de diagnóstico y pronóstico 

en cáncer de vejiga (Jinfeng Wang et al., 2015). MiR-214 aumenta 

la sensibilidad de las células cancerígenas al tamoxifen (X. Yu et al., 

2015).   

miR-23abc/23b-3p No se encuentra caracterizado. 

miR-194 MiR23abc es un supresor tumoral por lo que inhibe la proliferación 

y metástasis en el melanoma (Guo, Hui, Zhang, Chang, & Tao, 

2016). Es un inhibidor de la transición mesenquimal-epitelial en 

cáncer gástrico (Z. Li et al., 2014). 

En la Figura 17 se muestra un esquema general de los sitios de unión de MIR205HG a 

miRNAs y sus factores transcripcionales. 
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Figura 16 Vista integradora de los sitios de unión de miRNAs y regulación transcripcional de MIR205HG 

(Genome Browser). 

De la Figura 18 se observa la expresión de MIR205HG por etapa en cáncer de mama. 

En dicha gráfica de cajas se observa que la expresión de este lncRNA se encuentra en su 

mínimo en la etapa IV (valor de P=0.064) de acuerdo con Tanric.   

 

Figura 17 Expresión de MIR205HG por etapas en cáncer de mama. 
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Discusión de resultados 

 

 

Hasta ahora encontrar un gen candidato había sido frecuentemente el producto 

secundario de diversos estudios y no el objetivo inicial de la investigación, esto posiblemente 

a que la generación de los perfiles de expresión involucraba técnicas extensas—como northern 

blot, hibridación in situ e inmunohistoquímica. Afortunadamente, los ensayos de arreglos a 

gran escala —microarreglos de cDNA (Schena et al. 1995), chips de cebadores (Lockhart et 

al. 1996), librerías de secuenciación de cDNA (Adams et al. 1993) y diversos análisis de 

expresión genómicos (Shyr & Liu, 2013; Yohe & Thyagarajan, 2017) —y el avance en el 

desarrollo las herramientas para análisis bioinformáticos han sentado las bases para una nueva 

etapa en la estrategia de identificación de genes blanco in silico (2,6). Diversos estudios de 
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expresión génicos en distintos tipos de cáncer pueden ser descargados de bases de datos 

públicas (J. Li et al., 2015; C. X. Ma & Ellis, 2013; Tomczak et al., 2015). Notablemente, los 

análisis genómicos realizados en diversas bibliotecas de cDNA de tejidos normales y tumores 

ofrecen un punto de partida atractivo para el descubrimiento de genes involucrados en cáncer. 

Sin embargo, es importante subrayar que, aunque la detección in silico sea prometedora no 

queda exenta de las limitantes de todo enfoque bioinformático —en el cual los resultados 

necesitan de la posterior validación experimental para evitar falsos derivados de valores 

atribuidos erróneamente.  

 

Identificación de 4 lncRNAs desregulados en diversos tipos de cáncer. 

Con el fin de determinar cuatro lncRNAs como posibles candidatos para su 

caracterización molecular en un subsecuente estudio en cáncer de mama, este proyecto se 

centró la selección de genes de lncRNAs mediante el minado de la base de TCLA la cual 

contiene datos de expresión por secuenciación de ARN (RNA-seq) de 5,037 tumores de 13 

tipos tumorales y 424 tejidos normales de datos de TCGA. TCLA nos proporcionó 

información sobre aquellos lncRNAs que se encontraban desregulados en diversos tipos 

tumorales —1144 sobreexpresados y 1109 subexpresados. El hecho de que existan lncRNAs 

asociados a diversos tipos tumorales nos habla de que posiblemente están implicados y sean 

importantes para el establecimiento y/o progresión del proceso de carcinogénesis no aislado a 

un solo tipo de tejido.  Posteriormente con el fin de seleccionar únicamente aquellos que 

estuvieran significativamente desregulados en tumores de cáncer de mama, se examinaron los 

datos de secuenciación de ARN (RNA-seq) de la base de datos de TCLA de su lista de genes 
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de lncRNAs desregulados en BRCA (tasa de cambio >2) —990 tumores y 106 tejidos 

normales. Con lo que finalmente fue posible obtener una lista de genes candidatos —5 

sobreexpresados y 15 subexpresados en cáncer de mama— asociados a diversos tipos 

tumorales significativamente desregulados en cáncer de mama.  

Con el fin de determinar si la expresión alterada de estos genes se encontraba asociada 

a una característica clínica, se evaluó la asociación de los 17 genes desregulados con la 

supervivencia global de las pacientes en la base de datos pública (Tanric) —datos de análisis 

de expresión RNA-seq de 837 tumor y 105 muestras de tejido normales de cáncer de mama— 

que nos proporciona las curvas Kaplan Meier y el análisis de regresión de Cox de cada gen de 

lncRNA. De acuerdo con lo anterior, se encontraron 15 posibles genes candidatos 

desregulados en distintos tipos tumorales asociados a la supervivencia global de la cual 

finalmente se decidió centrarse en 4 genes de lncRNAs estadísticamente más representativos 

(Cox<0.05 y de P < 0.04) de acuerdo con los valores proporcionados del análisis de regresión 

de Cox y sus curvas Kaplan Meier proporcionadas por Tanric. Por el método descrito de 

minado de bases de datos se encontró 4 nuevos lncRNAs cuyas características los hacen 

buenos candidatos de estudio para dilucidar sus mecanismos de acción y el papel que juegan 

en la carcinogénesis mamaria.  

Los nuevos lncRNAs encontrados son:  LINC01614 —desregulado en cáncer de mama, colon, 

carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, carcinoma de células claras de riñón, 

adenocarcinoma de pulmón y en carcinoma de células escamosas de pulmón—, SLC12A5-

AS1 —desregulado en carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello, claras de riñón y 

escamosas de pulmón; y en los adenocarcinomas próstata y pulmón, y cáncer de mama—, 
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FGF14-AS2 —desregulado en cáncer de mama, adenocarcinomas de colon, de pulmón y 

próstata—, MIR205-HG —desregulado en cáncer de mama, cáncer de células escamosas de 

pulmón y en cáncer de próstata. Más aún, de las curvas de Kaplan Meier proporcionadas por 

Tanric se puede observar que en cáncer de mama los lncRNAs LINC01614 y SLC12A5 se 

encuentran sobreexpresados en tumores de cáncer de mama y asociados con mejor 

supervivencia global; y los lncRNAs FGF14-AS2 y MIR205-HG, están subexpresados en 

tumores de cáncer de mama y asociados con mejor supervivencia global en las pacientes.  

El valor de identificar estos 4 nuevos lncRNAs candidatos por medio del minado de bases de 

datos radica en las publicaciones, posteriores a su selección, de tres artículos de los lncRNAs: 

FGF14-AS2 y MIR205-HG. En el estudio que realiza F. Yang et al. sobre FGF14-AS2 

implicado en cáncer de mama (Yang et al., 2016) reportan y validan que efectivamente es un 

lncRNA sub-expresado en cáncer de mama y cuya expresión anormal vinculada a un fenotipo 

clínico lo hace capaz de actuar como un biomarcador de pronóstico independiente, asociado a 

la supervivencia global de las pacientes. En cuanto a MIR205-HG, en un estudio de carcinoma 

de células escamosas de cabeza y cuello (Agostino et al., 2018) encuentran que la sub-

expresión de este lncRNA reduce significativamente la proliferación, la migración celular y la 

formación de colonias de las células de cabeza y cuello. Además, en el mismo estudio 

encuentran que la expresión de MIR205-HG se encuentra al alza cuando una mutante de p53 

está presente en comparación con el tejido normal pareado, e incluso en comparación con 

aquellos tejidos tumorales que no expresan la mutante en p53. En el estudio describen que 

MIR205-HG actúa como un competidor endógeno al unirse a miR-590-3p y así modula la 

expresión de las proteínas ciclina B, cdk1 y YAP, las cuales se observan enriquecidas en este 
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tipo tumoral. Por otro lado, se publicó un artículo por Zou et al. en el que evalúan un 

polimorfismo que reside en el cuarto exón de mir205-HG y en el que concluyen que no existe 

asociación del polimorfismo con el riesgo de cáncer de mama sin embargo sí con cáncer de 

pulmón (Zou et al., 2016).  

 

De las observaciones anteriores se concluye y se valida el método de minado de bases de datos 

para la selección de genes de lncRNAs que se encuentren implicados en el proceso de 

carcinogénesis en diversos tejidos, asociados a una característica clínica como lo es la 

supervivencia global. Así mismo se reafirma que los lncRNAs pueden actuar por mecanismos 

diversos y estar involucrados en el proceso de carcinogénesis, como lo es en el caso de 

MIR205-HG. 

 

El lncRNA MIR205-HG está sub-expresado en cáncer de mama 

Hasta ahora muchos estudios se han enfocado en miR-205 como un importante regulador de 

la expresión en cáncer, sin embargo, no existen estudios que intenten esclarecer el mecanismo 

y función del lncRNA MIR205-HG en el proceso de carcinogénesis. En este estudio se reporta 

y se valida la expresión de MIR205-HG en cáncer de mama en una cohorte independiente de 

tumores y muestras de tejido normales de pacientes mexicanas con cáncer de mama (t=16; 

n=16). Se encontró que este lncRNA está expresado 0.29 (P=0.0113) veces más en tejido 

normal en comparación con el tumor. Además, se validó la expresión de MIR205-HG en una 

cohorte independiente con datos de secuenciación de RNA (RNA-seq) de tumores de mama 

de TCGA —990 tumores y 106 tejidos normales. En los cuales consistentemente este lncRNA 
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se encuentra sub-expresado. De acuerdo con los resultados de la validación podemos concluir 

que la sub-expresión de mir205-HG es un fenómeno biológico y que su alteración 

posiblemente es necesaria para el proceso de la oncogénesis en mama, como posible supresor 

tumoral. 

 

 

 

La sub-expresión de MIR205-HG está asociada a mayor supervivencia global de 

pacientes.  

Con el fin de demostrar si MIR205-HG estaba asociado a la supervivencia global en cáncer de 

mama, se analizó la base de datos de Tanric. El seguimiento clínico de las pacientes es de 1000 

días. Como se mostró en la curva Kaplan Meier de MIR205-HG (FIGURA 10) la diferencia 

de supervivencia de ambos grupos es estadísticamente significativa (P=0.008). La 

supervivencia en el grupo de pacientes con valores bajos de expresión de MIR205-HG se 

relaciona con mejor supervivencia global. Respecto al valor predictivo de MIR205-HG 

mediante el análisis por regresión de Cox, el cual ajusta las variables clínicas, nos indica que 

MIR205-HG es un biomarcador de pronóstico independiente y que su expresión está asociada 

con un pronóstico no favorable en cáncer de mama (Cox=0.016). 
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Mir205-HG puede actuar como posible ceRNA y regular a mir205. 

Además, se realizó una caracterización más profunda del lncRNA mir205-HG por medio del 

minado de bases de datos públicas. Con este fin, se eligió la secuencia de la isoforma de 

mir205-HG-4 —anotada como la desregulada en los diversos tipos de cáncer en 

MiTranscriptome— y se buscaron los posibles miRNAs a los cuales tuviera sitios de unión en 

la base de datos AnnoLnc.  Uno de los miRNAs asociados fue su gen huésped mir-205 —un 

supresor tumoral implicado en la oncogénesis de diversos tejidos, incluido el de mama (De 

Cola et al., 2015; Duan et al., 2017; Elgamal et al., 2013; Nordby et al., 2017; Orang, 

Safaralizadeh, & Feizi, 2014; Piovan et al., 2012; Qin et al., 2013; H. Wu, Zhu, & Mo, 2017; 

Zhuo & Yu, 2017). De lo anterior, se propone que mir205-HG actúa como esponja de miRNAs 

y posiblemente regule la actividad de su gen huésped mir-205. Sin embargo, no sería el único 

mecanismo por el cual pudiera estar actuando MIR205-HG en cáncer de mama. Por otro lado 

se ha reportado que mir-205 se encuentra sub-expresado en cáncer de mama (Elgamal et al., 

2013), esta observación en conjunto con nuestros resultados de validación donde MIR205-HG 

está sub-expresado en dicho cáncer dan indicios a pensar que posiblemente ambos genes sean 

co-transcritos. 

Con todo lo dicho anteriormente, nuestros datos revelan que MIR205-HG está involucrado en 

el proceso de cáncer de mama en el cual podría actuar como un supresor tumoral. Además, se 

propone que MIR205-HG podría ser un biomarcador de pronóstico independiente con 

asociación a la supervivencia global de las pacientes en cáncer de mama, aunque más estudios 

in vivo e in vitro deben realizarse para poder validar los efectos de MIR205-HG y sus 

mecanismos como gen hospedero. 
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Conclusiones. 

 

 

•  El uso de las bases de datos genómicas de acceso público es útil para la obtención de 

genes candidatos desregulados en cáncer de mama asociadas a características clínicas 

como supervivencia global de los pacientes. Mediante su minado se identificaron 

cuatro RNAs largos no codificantes, LINC01614, SLC12A5-AS, FGF14-AS2 y 

MIR205HG alterados en cáncer de mama y otros tumores, asociados a supervivencia 

global. 

 

• Se realizó la validación de un RNA largo no codificante, MIR205HG, en una cohorte 

independiente de 16 muestras de tumores de cáncer de mama y 16 de tejido normal 
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adyacente. MIR205HG se encontró expresado 0.3 (P=0.0113) veces más en tejido 

normal adyacente con respecto al normal. Este resultado se corroboró con los datos del 

TCGA, donde MIR205HG también se encuentra sub-expresado en tumores. 

 

• Se realizó una descripción in silico de MIR205HG empleando bases de datos públicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perspectivas 

 

 

 

• Realizar la validación de los RNAs largos no codificantes LINC01614 y SLC12A5-

AS en muestras independientes de tumores de mama.  

 

• Realizar estudios de caracterización estructural y funcional de MIR205HG, 

LINC01614 y SLC12A5-AS. 
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ANEXOS 

 

Estandarización de los lncRNAs para q-PCR.  

Se validaron ambos cebadores y el amplicón para los genes del lncRNA MIR205HG y 

los endógenos ACTB y TBP. Se realizaron curvas disociación donde se varió la proporción de 

ambos cebadores (forward y reverse). La especificidad de los cebadores de todos los lncRNAs 

se corroboró además por electroforesis en gel de agarosa. Las concentraciones probadas 

fueron: 300nM, 500nM y 800nM, y sus posibles combinaciones con un total de 9 condiciones 

mostradas en la Tabla 20, en el apartado de estandarización. 

Estandarización del lncRNA MIR205HG.  

 

 
Figura 25. Curva de disociación de MIR205HG. Condición seleccionada [FP/RP]= 500/300. 

 

 



106 

 

 

Figura 26. Banda esperada del lncRNA MIR205HG (D: [FP/RP= 500/300]) por electroforesis en gel de 

agarosa. 

Las Figuras 25 y 26 son imágenes representativas de los criterios bajo los cuales se eligieron 

las condiciones óptimas de amplificación de los genes ACTB y TBP. 

 

Curva de eficiencia relativa. 

 

Figura 27. Eficiencia relativa en la amplificación de los genes ACTB, TBP y MIR205HG.  
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Donde se observa que la eficiencia de amplificación de acuerdo con la ecuación para cada gen 

es de: MIR205HG (112.99%), TBP (86.6%) y ACTB (90.3%). Donde la eficiencia es 

calculada por medio de la ecuación: 𝐸 = 10
(−

1

𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒
)
− 1.  De acuerdo con el Real Time 

PCR Handbook (Life technologies, 2014) no es necesario aplicar un factor de corrección para 

poder analizar los resultados de q-PCR.  


	Portada 

	Ìndice  

	Resumen 

	Marco Teórico   

	Objetivos 
	Hipótesis   Material y Métodos  
	Resultados  
	Conclusiones 

	Perspectivas 

	Referencias 

	Anexos  



