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Resumen 
�

El cáncer de mama triple negativo (CMTN) representa un fenotipo tumoral 

agresivo con mal pronóstico en comparación con los tumores con receptores de 

estrógenos (RE), progesterona (RP) y HER2 positivos. Estudios en la última 

década han demostrado que el CMTN es un enfermedad heterogénea a nivel 

clínico, celular y molecular. Actualmente, el CMTN se puede dividir en subtipos 

específicos con base a un análisis de expresión génica. Adicionalmente, las 

evidencias acumuladas demuestran que los ARNs largos no codificantes 

(lncRNAs) están involucrados en la regulación de la expresión génica y la biología 

del cáncer, lo que contribuye a las funciones esenciales de las células cancerosas. 

En este estudio, se analizó el perfil de expresión de los lncRNAs en distintos 

subtipos de CMTN de 156 muestras y, además se caracterizó el papel funcional 

del LncKLHDC7B (ENSG00000226738). Se encontró que un total de 710 lncRNAs 

se expresan diferencialmente entre subtipos de CMTN; y un subconjunto de estos 

lncRNAs alterados, se validaron de forma independiente. De manera interesante, 

se observó que el LncKLHDC7B actúa como un modulador transcripcional de su 

gen codificador vecino KLHDC7B en el subtipo inmunomodulador. 

Además, la subexpresión de LncKLHDC7B aumentó la migración y la invasión, y 

promovió la resistencia a la muerte celular. Nuestros hallazgos confirmaron la 

contribución de LncKLHDC7B a la inducción de la apoptosis y la inhibición de la 

migración e invasión celular, lo que sugiere que los tumores de CMTN con 

enriquecimiento de LncKLHDC7B pueden mostrar una actividad reguladora 

distinta, o que esto puede ser un proceso generalizado en el cáncer de mama. 

Además, el análisis in silico confirmó por primera vez que la baja expresión de 

KLHDC7B y LncKLHDC7B se asocia con un mal pronóstico en pacientes con 

cáncer de mama. 
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Triple-negative breast cancer (TNBC) represents an aggressive tumor phenotype 

with poor prognosis compared to tumors positive for estrogen receptor (ER), 

progesterone (PR) and HER2. Studies in the last decade on TNBC have shown  

that this pathology is a heterogeneous disease  at the clinical, cellular and 

molecular levels. Currently, TNBC can be divided into specific subtypes based on 

gene expression analysis. Accumulated evidence demonstrates that long non-

coding RNAs (lncRNA) are involved in regulation of gene expression and cancer 

biology, contributing to essential cancer cell functions. In this study, we analyzed 

the expression profile of lncRNA in TNBC subtypes from 156 TNBC samples, and 

then characterized the functional role of LncKLHDC7B (ENSG00000226738). A 

total of 710 lncRNA were found to be differentially expressed between TNBC 

subtypes, and a subset of these altered lncRNA were independently validated. We 

discovered that LncKLHDC7B acts as a transcriptional modulator of its neighboring 

coding gene KLHDC7B in the immunomodulatory subtype. 

Furthermore, LncKLHDC7B knockdown enhanced migration and invasion, and 

promoted resistance to cell death. Our findings confirmed the contribution of 

LncKLHDC7B to induction of apoptosis and inhibition of cell migration and 

invasion, suggesting that TNBC tumors with enrichment of LncKLHDC7B may 

exhibit distinct regulatory activity, or that this may be a generalized process in 

breast cancer. Additionally, in silico analysis confirmed, for the first time, that low 

expression of KLHDC7B and LncKLHDC7B is associated with poor prognosis in 

patients with breast cancer. 

 

 
�

�



�

��

�

Introducción 

Glándula mamaria  
 
La glándula mamaria es un órgano único de mamíferos, cuya función es sintetizar, 

secretar y entregar la leche al recién nacido. En edad adulta, cada seno o mama 

contiene aproximadamente de 15-20 lóbulos mamarios y cada uno de ellos se 

ramifica en otros más pequeños llamados unidades ductal lobulares terminales 

(UDLT). Los lóbulos están revestidos por epitelio glandular, responsables de la 

producción de leche. Cada lóbulo está rodeado por tejido de sostén y grasa. Otras 

estructuras localizadas junto a la glándula mamaria son los ganglios linfáticos,  

estructuras de importancia inmunológica para defender al cuerpo contra 

microorganismos patógenos (Figura 1a).  

Biología del desarrollo de la glándula mamaria 
 
El desarrollo de la glándula mamaria inicia aproximadamente durante la sexta 

semana de embriogénesis. Sin embargo, su crecimiento y diferenciación ocurre 

después del nacimiento. En el nacimiento, las almohadillas de grasa mamaria 

contienen una estructura ductal epitelial simple (figura 1b). Durante la pubertad, 

los ovarios y hormonas pituitarias, incluyendo estrógenos, progesterona y 

hormonas de crecimiento, estimulan la proliferación de las células epiteliales 

mamarias para generar las estructuras conocidas como Brote de extremo terminal 

o TEB, por sus siglas en inglés. Los TEBs llevarán a la extensión y bifurcación de 

los conductos hacia los extremos de las almohadillas adiposas, dando como 

resultado una estructura ramificada ductal que se convertirá en la glándula 

mamaria adulta (figura 1b). La glándula mamaria en su etapa adulta será 

estimulada por los cambios hormonales; principalmente por estrógenos y 

progesterona. Estructuralmente, los ductos epiteliales estarán compuestos por una 

capa interna de células epiteliales de tipo luminal y una capa externa compuesta 

por células epiteliales basales las cuales darán origen a las células mioepiteliales. 

En resumen, en la etapa adulta, la glándula mamaria está compuesta de 
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diferentes tipos celulares, incluyendo:  células epiteliales, adipocitos, fibroblastos, 

células del sistema inmunológico, células vasculares, entre otras (figura 1c) [1].  

 
Figura  1. Glándula mamaria y cáncer. a) Anatomía típica normal de la mama. Tomado de: 
https://www.cancer.gov/images/cdr/live/CDR710874-750.jpg. b) Desarrollo de la glándula mamaria durante la 
etapa de crecimiento de la mujer. Brote de extremo terminal; TEB. Modificado de J. Inmal y col.[1]. c) 
Jerarquización de los componentes celulares de la glándula mamaria. d) Subtipos de cáncer de mama según 
el origen del tipo celular.   
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Estadísticas y  factores de riesgo del cáncer de mama 
 
El cáncer de mama (CaMa) es una patología que afecta principalmente a mujeres 

alrededor del mundo. En México, de acuerdo al Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía (INEGI), se reportó un aumento en el número de decesos por cáncer de 

mama a lo largo de la última década, alcanzando 6,650 muertes solo en el 2016 

(figura 2a). Por otra parte, la agencia internacional para la Investigación en cáncer 

(IARC, por sus siglas en inglés) reportó que en México el cáncer de mama sigue 

siendo la principal causa de muerte por neoplasias, presentando elevadas tasas 

de incidencia y mortalidad (50 casos y 13 muertes por cada 100 000 mujeres, 

respectivamente) solo en el 2018 (figura 2b, http://gco.iarc.fr/today/home).  
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Figura  2. Estadísticas de cáncer de mama. a) Número de casos de cáncer de mama en México. Fuente: INEGI. 
Estadística de mortalidad. http://www.beta.inegi.org.mx/proyectos/registros/vitales/mortalidad/default.html.   b) 
Mortalidad e incidencia en mujeres con cáncer de mama en México a nivel mundial (tasa estandarizada por edad). 
Fuente: GLOBOCAN. http://gco.iarc.fr/today/home. Acceseso: 03 diciembre 2018. 

 
El CaMa al igual que otros tipos de cáncer se considera un enfermedad 

multifactorial;  donde su inicio está relacionado con factores o eventos que 

incrementan el riesgo para el desarrollo de cáncer. Entre estos factores se 

encuentran [2-6]:  

- Edad, la incidencia de cáncer de mama está altamente relacionada con el 

incremento de la edad de la paciente. 
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- Etnicidad, otro factor importante para el cáncer de mama es el componente 

étnico o racial. Se ha observado que las mujeres con un componente étnico 

africano o hispano comparadas con caucásicas tienen mayores tasa de 

mortalidad a 5 años. Sin embargo, la incidencia es mayor en caucásicas y 

estas diferencias de riesgo y mortalidad no son concluyentes.   

 

- Menarca, el inicio temprano de la menarca podría incrementar el riesgo de 

cáncer de mama, donde la ventana de exposición hormonal prolongada 

(estrógenos) pudieran contribuir al desarrollo de esta enfermedad. Varios 

estudios demuestran que el riesgo para el desarrollo de cáncer de mama en 

mujeres que iniciaron su menstruación antes de los 11 años comparadas 

con las que iniciaron a los 13, se elevó en un 20%.  

- Menopausia tardía, si bien este factor es controversial para el desarrollo de 

cáncer de mama,  describe que el alargamiento en el número total de años 

reproductivos juega un papel relevante que contribuye al desarrollo de esta 

enfermedad.  

- Alcohol, el consumo excesivo de alcohol se correlaciona con un mayor 

riesgo de cáncer de mama. Las mujeres que consumen una bebida 

alcohólica al día tienen un riesgo ligeramente mayor en comparación con 

los que no beben. 

- Tabaco, aunque la relación entre el habito de fumar y el riesgo de CaMa 

sigue siendo controversial, se ha propuesto que los componentes 

mutágenos del tabaco podrían relacionarse con el desarrollo de CaMa. 

- Obesidad, la acumulación de grasa en el abdomen, provoca un estado 

inflamatorio que conlleva a la secreción de adipocitocinas proinflamatorias, 

y el incremento de síntesis de estrógenos por los adipocitos.  

- Genéticos, aproximadamente del 10 al 15% de los tumores de mama 

poseen un componente hereditario donde los genes afectados como 

BRCA1 y BRCA2, contribuyen fehacientemente con el desarrollo de CaMa. 

Estos genes reparadores del daño al DNA no son los únicos genes 

relacionados con el desarrollo de CaMa. Ya que existen otros genes que 
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pueden participar en diversos procesos biológicos relevantes en la 

transformación celular los cuales también pueden presentar mutaciones 

que elevan el riesgo de padecer la enfermedad (PTEN, TP53, CDH1, 

RAD50, CHEK2, ATM, entre otros). 

Diagnóstico del cáncer de mama y su clasificación molecular 
 

Para el diagnóstico temprano del cáncer de mama, el uso de herramientas de 

tamizaje ha permitido la detección temprana de este tipo de tumores. Entre las 

herramientas de tamizaje tenemos: el uso de pruebas de imagen como la 

mastografía, ultrasonido, resonancia magnética y tomografía. Estas herramientas 

complementan al diagnóstico de un tumor mamario. Sin embargo, el estándar para 

el diagnóstico de cáncer de mama se basa en criterios histológicos y 

características citológicas de los tumores [5]. La evaluación del grado tumoral, 

caracteriza los estadios de diferenciación, pleomorfismo nuclear y capacidad 

proliferativa del tumor. La etapa tumoral define el comportamiento de un tumor 

según el tamaño y la ubicación, así como la afectación a los ganglios linfáticos y la 

presencia / ausencia de metástasis [5, 7].  

 

En la actualidad se sabe que para el desarrollo del carcinoma de mama invasor, 

las aberraciones genéticas, como las mutaciones, son un factor importante para 

inicializar los procesos de carcinogénesis en la mama (figura 3). La proliferación 

excesiva e hiperplasia de epitelios (ductales o lobulillares) son uno de los primeros 

eventos que presenta la glándula mamaria. Por lo tanto, la adquisición de 

aberraciones genéticas a lo largo de la vida de la paciente, podría llevar al 

desarrollo de un carcinoma invasor .  

Actualmente a nivel molecular han sido aceptadas nuevas teorías para el 

desarrollo del cáncer de mama; 1) alteraciones genéticas como mutaciones 

somáticas, eliminaciones e inserciones de secuencias de DNA, 2) cambios 

epigenéticos, 3) alteración en el número de copias, 4) fusión de transcritos y 5) 

alteración en la expresión de RNAs, los cuales se verán reflejados en su mayoría 
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en los cambios de expresión de proteínas y en la presencia de determinadas 

estirpes celulares cancerosas (figura 1c, figura 3) [5, 8].  

 

�

Figura  3. Hipótesis sobre el desarrollo del cáncer de mama. Para el desarrollo del cáncer de mama se 
postula que el proceso de hiperplasia inicia cuando el desarrollo y crecimiento normal de las células se 
alteran. Procesos como mutaciones en genes relevantes en el control del crecimiento celular así como los 
responsables de la reparación del DNA son afectados llevando así a la acumulación de mutaciones. Las 
células que crecen de manera descontrolada, se apilan una sobre la otra y comienzan a adquirir una 
apariencia anómala. Las células anómalas continúan cambiando de apariencia, multiplicándose y se 
transforman en un cáncer in situ en el que las células cancerosas quedan confinadas en la zona en donde 
empezaron a crecer. Si el cáncer no es tratado, las células cancerosas adquirirán características que le 
permitan invadir otros tejidos (metástasis). Asimismo, el surgimiento de mutaciones asociadas a la resistencia 
a un tratamiento llevará a la recurrencia del tumor [5, 8]. Figura creada con BioRender.com. 

   
En la práctica clínica, la evaluación de marcadores inmunohistoquímicos como el 

receptor de estrógenos (RE), el de progesterona (RP) así como la sobreexpresión 

del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano tipo 2 (HER2), así como 

las citoqueratinas (ck5/6, ck14 y ck17), son utilizados en la clasificación, 

pronóstico y en la toma de decisión en el tratamiento de las pacientes con cáncer 

de mama [5, 7, 9, 10].  

Sin embargo, con el desarrollo de las tecnologías genómicas y transcriptómicas, 

se ha logrado clasificar molecularmente al cáncer de mama en diferentes subtipos. 

A lo largo del tiempo, su clasificación se fue refinando hasta obtener hoy en día 
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cuatro tipos específicos de acuerdo a los perfiles de expresión de RNA mensajero  

codificante de proteínas (mRNA, por sus siglas en inglés). El algoritmo o 

clasificador PAM50 es una herramienta que se fundamenta en la medición de 50 

genes para clasificar muestras de cáncer de mama entre los cuatro subtipos; 

luminal A (LumA), luminal B (LumB), el subtipo con amplificación o sobreexpresión 

del gen erbb2 (HER2) y el subtipo basal (figura 4a). Cada uno de estos subtipos 

tiene un estadio clínico y pronóstico diferente entre ellos, reportándose que los 

tumores con fenotipo HER2 y basal presentan un peor pronóstico con menor 

sobrevida y son más agresivos (figura 4b). En cuanto a su frecuencia, los subtipos 

luminales son los más detectados, y en menor frecuencia los subtipo HER2 y 

basal [5, 9, 11, 12].  
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Figura  4. Clasificación molecular del CaMa y pronóstico clínico. a)  Identificación de subtipos moleculares 
del cáncer de mama basados en la expresión diferencial de genes. El mapa de calor muestra los genes sobre 
y sub-expresados (rojo y verde, respectivamente) entre las muestras de cáncer de mama, el dendograma 
muestra los subtipos intrínsecos del CaMa, Luminal A (morado), Luminal B (azul), Basal (rojo) y HER2 
(fiusha). b) La curva de supervivencia muestra como los subtipos basal y HER2 son los que presentan menor 
sobrevida global, considerando a estos subtipo los más agresivos. Imágenes modificadas de [9, 12].   

  

En la búsqueda de una categorización que homologue o subrogue la clasificación 

de los tumores de mama mediante pruebas moleculares como PAM50 e 

inmunohistoquímica (tabla 1), a la fecha se reconoce que los tumores luminales 

expresan los receptores hormonales RE y RP, con presencia o ausencia de HER2; 

mientras que el subtipo HER2 presenta la amplificación o enriquecimiento del gen 
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erbb2 pero no expresa receptores hormonales. Mientras que la mayoría de los 

tumores basales, no expresan el RE, RP y HER2, por lo tanto al no expresar 

dichos receptores, los tumores serán conocidos como tumores de mama triple 

negativo (CMTN) [10, 13].  

 
Tabla 1. Clasificación molecular del cáncer de mama y marcadores subrogados. 

Subtipos 
moleculares 

Aproximación IHQ Marcadores 
adicionales 

Luminal A RE+ 
RP>20% 

Ki67<20% 
HER2 – 

 

Luminal B RE+ 
RP<20% 

Ki67<20% 
HER2 + o – 

 

Her2 HER2 + 
RE y RP – 

CK5/6 +/– 
EGFR +/– 

Basal RE- 
RP- 

HER2- 
EGFR+ 

CK5-6 CK14 y 17 
Expresión Ki67 alta 

CK5/6 + 
EGFR + 

Triple negativo RE – 
RP – 

HER2 – 

 

Inmunohistoquímica; IHQ, receptor de estrógenos; RE, receptor de progesterona; RP, receptor 
epidérmico humano 2; HER2, citoqueratinas;ck, receptor del factor de crecimiento epidermal; EGFR.    

 

Sin embargo, el uso del término basal o triple negativo no debe ser utilizado como 

sinónimo para definir ambos subtipos de cáncer de mama. Si bien la ausencia de 

los tres marcadores inmunohistoquímicos en el subtipo basal define a un tumor 

triple negativo, al momento de evaluar los perfiles de expresión de los tumores de 

CMTN no todos los tumores serán de un fenotipo basal, encontrando así una 

discordancia entre la clasificación por la expresión inmunohistoquímica de los 

receptores hormonales y HER2, y la expresión global por mRNA [13, 14]. 

 

Estudios demuestran que al analizar la expresión global de genes en los tumores 

triple negativos clasificados por inmunohistoquímica, el 78.6% de los tumores se 
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clasificaron como basales y el 21.4% fue clasificado entre el resto de los subtipos 

(Luminal A y B, HER2). Por otra parte, la expresión inmunohistoquímica de los 

tumores con fenotipo basal (clasificados por PAM50) demostró que el 68.5% de 

los tumores basales eran negativos a los tres marcadores inmunohistoquímicos 

(RE, RP y HER2) y el 31.5% presentaron positividad a alguno de los marcadores 

hormonales o HER2 [13]. Por lo tanto, la mayoría de los tumores triple negativos 

serán de un fenotipo basal, pero no todos los tumores basales serán triple 

negativos.  

Cáncer de mama triple negativo (CMTN) 
�

El cáncer de mama triple negativo está definido clínicamente por la negatividad a 

los receptores de estrógenos, progesterona y la falta de expresión a HER2 (figura 

5). Se presenta principalmente en mujeres jóvenes premenopáusicas,  

caracterizándose por ser de un peor pronóstico clínico y altamente agresivo, tiene 

las menores tasas de sobrevida global a 5 años y una mayor probabilidad de 

metástasis en comparación de otros subtipos tumorales. Afecta mayoritariamente 

a mujeres de etnias afroamericanas o hispanas; está más asociado a un grado 

tumoral alto, y carece de una terapia dirigida [15-20]. Además, se ha observado 

altas tasas de CMTN en mujeres con una mayor probabilidad de mutaciones en el 

gen BRCA1 [21, 22].  

  

El CMTN es una enfermedad morfológica, molecular y clínicamente heterogénea, 

que presenta una alta inestabilidad genómica, un alto número de alteraciones 

somáticas en el número de copias de DNA, entre un 50-75% de la pacientes 

presentan mutaciones en el gen BRCA1 y en un 16-23% en BRCA2 [17, 23-25]. A 

nivel histopatológico, con frecuencia los tumores triple negativo son carcinomas de 

tipo ductal invasor (80%) [26] con altos índices mitóticos y con zonas centrales 

necróticas e infiltrados linfocitarios [27]. En términos de eventos de metástasis, los 

tumores de CMTN tienden a invadir preferencialmente a nivel visceral (68.7%), 

pulmón (50.4%), hueso (38.9%), hígado (35.1%) y cerebro (25.2%) [28-32]. La 
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recurrencia temprana suele suceder mayormente en CMTN en comparación de 

otros subtipos [27].  

40X 40X 40X

40X 40X 40X

a) b) c)

d) e) f)

 
Figura  5. Representación de la evaluación inmunohistoquímica de receptores hormonales y HER2 en 
cáncer de mama.  a) y b) se muestra la positividad nuclear de la expresión del receptor de estrógenos y 
progesterona respectivamente. d) y e) representan la ausencia de la expresión de estrógenos y progesterona en las 
células tumorales en un contexto negativo citoplasmático y estromal, respectivamente. c) positividad y f) negatividad 
a la expresión de HER2  a nivel membrana en tejido tumoral. Imagen cortesía de la Dra. Lizbett Hidalgo Pérez.  

En cuanto a tratamiento, el uso de agentes quimioterapéuticos sigue siendo el 

estándar para las pacientes con CMTN. Paradójicamente, aunque las pacientes 

con CMTN tienen un pobre pronóstico, se ha demostrado que el tratamiento 

quimioterapéutico ofrece mayor respuesta en comparación de otros subtipos de 

cáncer de mama no triple negativo [33-36]. Ante un tumor no operable por el 

tamaño que presenta, está indicado el uso de un tratamiento neoadyuvante con el 

objetivo de reducir el tamaño del tumor antes del primer tratamiento, que 

generalmente es la cirugía. El tratamiento basado en antraciclinas (como 

doxorrubicina) y taxanos (pacli- o docetaxel) ha demostrado ser un estándar para 

la atención de las pacientes con CMTN[27].          
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La respuesta patológica completa (RpC o pCR) es definida por la FDA como la 

ausencia del cáncer invasivo residual en la evaluación hematoxilina y eosina de la 

muestra de mama resecada completa y de todos los ganglios linfáticos regionales 

muestreados después de completar la terapia sistémica neoadyuvante. En CMTN 

la tasa de RpC ha sido reportada entre un 30-40% con un régimen de tratamiento 

basado en antraciclinas y taxanos. Sin embargo, se busca aumentar estas tasas 

de respuesta patológica completa, con el uso de otros agentes quimioterapéuticos 

(capecitabina, 5-fluorouracilo, vinorelbina, bevacizumab, gemcitabina y agentes de 

platino) [27]. 

A nivel mundial, el CMTN representa del 12-20% de todos los cánceres que 

afectan a la glándula mamaria [15, 20, 37]. Mientras que en países 

latinoamericanos como Perú, Venezuela, Brasil y Costa Rica se reportó el 

21%[38], 24%[39], 19.5%[40] y 22.2%[41] de casos de tumores triple negativos, 

respectivamente. En México los datos reportados sobre el CMTN son 

controversiales, presentando frecuencias de 14 -23% de los tumores de cáncer de 

mama [42-45].  

Clasificación del cáncer de mama triple negativo y sus 
implicaciones clínicas   
�

Como se ha descrito, el CMTN es una patología compleja tanto a nivel de 

tratamiento, clínica y biológicamente. Aunado a esto, a través del uso de 

herramientas de alto rendimiento, como es el caso de las tecnologías genómicas, 

se ha observado que el CMTN no es una entidad clínica única en su clasificación. 

En 2011 investigadores de la universidad de Vanderbilt analizaron 386 tumores 

triple negativos basados en perfiles de expresión de mRNA y por primera vez se 

identificaron varios subtipos moleculares basado en algoritmos como k-means 

(algoritmo de clasificación no supervisada) y consensus clustering (algoritmo para 

la agrupación por consenso) [46]. Adicional a esta primera identificación, los 

investigadores ponen a disposición la herramienta para clasificar a los subtipos de 

CMTN y validaron en una cohorte independiente de 201 muestras [47]. De 

acuerdo a los resultados de Lehmann y colaboradores, el CMTN se puede 
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clasificar en seis subtipos moleculares basados en perfiles de expresión y a sus 

ontologías o rutas canónicas resultantes de la expresión diferencial de mRNA. 

Cada uno de estos subtipos se caracteriza por rutas biológicas enriquecidas y sus 

posibles moléculas blanco como se muestra a continuación (figura 6):  

- Basal 1 (BL1): un subtipo enriquecido en procesos como la fase G2, G1 y 

S del ciclo celular, reparación de DNA, vías BRCA/ATR, división celular.   

- Basal 2 (BL2): este subtipo posee genes que enriquecen procesos como 

señalización de metabolismo y factores de crecimiento, señalización de las 

vías EGF, NGF, MET, WNT-beta catenina, IGFR1, vías como glicólisis y 

gluconeogénesis.  

- Mesenquimal (M): está altamente enriquecido en genes codificantes de 

proteínas relacionados con vías como motilidad celular, interacción del 

receptor de matriz extracelular (ECM), vías de proliferación celular WNT, 

TGF-beta, enriquecimiento del proceso de transición epitelio mesénquima 

(EMT). 

- Parecidos a troncal mesenquimal (MSL): este subtipo presenta 

enriquecimiento de rutas similares al subtipo M incluyendo la motilidad 

celular por la vía Rho, diferenciación celular, vías de crecimiento (AKL/TGF-

beta/WNT). Sin embargo, lo que lo diferencia del subtipo M es la expresión 

de genes que enriquecen los procesos como vías de señalización de 

factores de crecimiento que incluyen el metabolismo de inositol-fosfato, 

EGFR, PDGF, señalización mediada por calcio, receptor acoplado a 

proteínas G, señalización ERK1/2, transportadores ABC y señalización de 

adipocitocinas. Este subtipo se distingue del M por presentar bajos niveles 

de expresión de genes relacionados con la proliferación, además del 

enriquecimiento de genes relacionados con células troncales, y baja 

expresión de claudinas.   

- Inmunomodulador (IM): presenta enriquecimiento en rutas relacionados 

con respuesta inmunológica, estos procesos incluyen señalización de 

citosinas, procesamiento y presentación de antígenos, señalización de la 

vía JAK/STAT,TNF y NFkB. El análisis por microdisección en tumores IM 
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mostraron genes de señalización inmune que se traslapan con una firma de 

genes relacionados con cáncer de mama medular, un tipo de tumor 

histológicamente diferente al CMTN, el cual está asociado a un pronóstico 

favorable.  

- Receptor de andrógenos luminal (LAR): un subtipo molecular negativo 

para el receptor de estrógenos, pero que tiene un enriquecimiento en vías 

de regulación hormonal incluyendo síntesis de esteroides y metabolismo de 

andrógenos y estrógenos. Este subtipo sobreexpresa abundantes 

transcritos rio debajo de la vía del receptor de andrógenos así como co-

activadores. Este subtipo correlaciona fuertemente con otro subtipo de 

cáncer de mama conocido como apócrino.  

- Inestables o indeterminados (UNS): aquellas muestras que mediante su 

perfil de expresión no logren definir o clasificar en algunos de los subtipos 

anteriormente mencionados se les conocerá como inestables o no 

clasificables. Sin embargo, se observó que los tumores UNS y basal 1 

correlacionan fuertemente con el subtipo basal determinado por PAM50.  

 
 
Una vez descrita la clasificación del CMTN se inició la búsqueda de moléculas 

blanco o posibles tratamientos para este tipo de cáncer. Un primer abordaje fue 

realizado por el grupo de Lehmann y colaboradores, donde mediante la 

clasificación molecular del CMTN aplicado a un panel de líneas celulares triple 

negativo evidenciaron que los agentes antimitóticos como las sales de platino e 

inhibidores de PARP fueron capaces de reducir la población en un 50% en líneas 

celulares con un fenotipo basal. Por otra parte, inhibidores de la vía mTOR o 

SRC/ABL fueron eficaces en fenotipos basales, pero principalmente en el fenotipo 

mesenquimal. Mientras que en el fenotipo LAR, el uso de bicalutamida (anti-

androgénico) mostró mayor efecto en la inhibición de las líneas celulares LAR 

positivas [46].  
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Figura  6. Clasificación molecular del cáncer de mama triple negativo. Primera clasificación molecular del 
cáncer de mama triple negativo, basado en perfiles de expresión de mRNA de acuerdo a los reportado por 
Lehmann y colaboradores [46]. Los subtipos fueron obtenidos por el enriquecimiento de vías y ontologías, las 
cuales se describen brevemente en la tabla, adicionalmente se observan las posibles moléculas blanco para el 
tratamiento en CMTN. Mesenquimal; M,  parecidos a troncal mesenquimal; MSL, inmunomodulador; IM, inestables; 
UNS. Figura creada con BioRender.com. 

Desde otro punto de vista, Masuda y colaboradores analizaron la implicación 

clínica de conocer  los subtipos de cáncer de mama triple negativo en una cohorte 

de pacientes bajo tratamiento de quimioterapia neoadyuvante basada en taxanos 

y antraciclinas. Observaron que las pacientes con un subtipo BL1 presentaron 

mayor tasa de RpC (52%) que el resto de los subtipos triple negativos (BL2=0%, 

MSL=23%, LAR10%, M=31%, IM=30%, UNS=33%) [48]. 

Posteriormente, Lehman y colaboradores analizaron la RpC de cinco ensayos 

clínicos cuyo esquema de tratamiento se basa en diferentes agentes 

quimioterapéuticos. En pacientes con tratamiento secuencial basado en 

antraciclinas y taxanos, las tasas de respuesta más altas fueron observadas en los 

subtipos BL1y M (>30%). En cambio, los subtipo BL2, M y LAR presentaron tasas 

de RcP >30% en pacientes tratadas con paclitaxel seguido de una combinación de 

5-fluorouracilo, epirubicina y ciclofosfamida. En las pacientes con esquemas de 

tratamiento basados en antraciclinas y ciclofosfamida seguidas de taxano o 
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ixabepilona, los subtipos que mostraron mayor tasa de respuesta patológica 

completa fueron los subtipos BL1 y 2, así como LAR [49]. 

De acuerdo a los resultados obtenidos por Santoja y colaboradores, los subtipos 

BL1y M presentaron mayores tasas de RpC superiores al 70% con tratamiento 

basado en antraciclinas, taxanos y carboplatino. Mientras que los subtipos basal 2 

e IM mostraron una tasa superior al 50% bajo un esquema con antraciclina y 

taxanos, las pacientes con fenotipo LAR fueron las que obtuvieron una menor RpC 

(<20%) tanto bajo esquemas de antraciclinas como de taxanos [50].  

El estudio reportado por Echavarria y colaboradores demostró que las pacientes 

con mayor RpC (65.6%) presentaban un fenotipo basal 1 y cuyo tratamiento se 

basó en taxanos y carboplatino. En sentido opuesto, los subtipos LAR presentaron 

menor tasa de RpC (21.4%) con un mismo esquema de tratamiento [51]. 

Como se aprecia en los estudios anteriormente mencionados, existe una alta 

heterogeneidad en cuanto a la respuesta a tratamiento bajo esquemas con 

agentes quimioterapéuticos similares entre subtipos de cáncer de triple negativo. 

Por lo que nuevos esfuerzos se están llevando a cabo para poder redefinir nuevos 

subtipos de cáncer de mama triple negativo (figura 7).    

 

Clasificadores adicionales del cáncer de mama triple negativo a lo 
largo del tiempo   
�

En la búsqueda de nuevos tratamientos específicos basados en los subtipos 

moleculares del CMTN, nuevos esfuerzos buscan reducir el número de genes y la 

utilización de diversos niveles de información como DNA, proteínas y estados de 

metilación (figura 7). Desde sus inicios en el 2011, se definieron seis subtipos 

principales basados en perfiles de expresión. En 2015, tres diferentes métodos 

fueron propuestos para estratificar al CMTN, uno de ellos fue dirigido por la 

universidad de Baylor por Burstein y colaboradores, donde realizaron diferentes 

subclasificadores basados, no solamente en la expresión de mRNA como lo han 

hecho el algoritmo de Vanderbilt (TNBCtypeTM), sino además incluyeron el análisis 

de los perfiles de alteraciones somáticas en el número de copias de DNA [52] 
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(figura 7).  En 2015, el grupo de Jezequel y colaboradores [53] proponen la 

clasificación de tres subtipos basados en expresión génica los cuales incluyen 

Basal de baja respuesta inmune (LIR), Basal de alta respuesta inmune (HIR), 

Receptor de andrógenos luminal (LAR) (figura 7). Otra clasificación, usando otro 

nivel de información, es la propuesta por Stirzaker y colaboradores [54] donde 

proponen tres subtipos de triple negativos basados en perfiles de metilación. Uno 

de ellos es el subtipo con baja metilación, otro de metilación media y un tercer 

grupo de alta metilación. 

Para el 2016, Ring y colaboradores [55] reducen la lista de genes que inicialmente 

usaba el grupo de Lehmann para clasificar a  los triple negativos, usando un total 

de 101 genes de los 2188 que originalmente se evaluaban [46, 47]. 

Adicionalmente, se elimina el subtipo IM. Con el nuevo refinamiento o 

minimización de la firma de expresión, se logró clasificar al CMTN en subtipo 

Basal 1, Basal 2, M, MSL, LAR. Como se observa, la eliminación del subtipo IM 

para la clasificación del CMTN está basada en que este fenotipo podría ser el 

reflejo de los linfocitos infiltrantes del tumor (LITs) [55].  

Sin embargo, Lehmann y colaboradores previamente demostraron que al realizar 

micro-disección de tumores y clasificar nuevamente estas muestras, una 

proporción de los tumores IM se mantuvo, lo que indicó que probablemente 

algunas características inmunomoduladoras es específica del tumor y no un reflejo 

del infiltrado linfocitario [46]. De manera interesante, poco después de la 

clasificación de Ring, Lehmann y colaboradores determinaron, basados en la 

expresión de 101 genes, que el subtipo MSL debería salir de la clasificación del 

CMTN por presentar alta correlación con genes del estroma, lo que podría indicar 

que los tumores MSL contienen mayor abundancia de tejido mesenquimal 

asociado a tumor [49, 55].  

Por otra parte, Liu y colaboradores [56] identifican varios subtipos, reduciendo de 

igual manera cuatro grupos que recapitulan la información de los seis subtipos 

descritos por Lehmann. Otro abordaje novedoso para la clasificación del CMTN 

fue realizado por Masuda y colaboradores [57], mediante análisis de arreglos de 
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proteínas, identificaron dos subtipos principales de triple negativos; el enriquecido 

en daño a DNA (DD) y el enriquecido en vías de inmunidad y hormonas (IH). 

 

Durante un periodo no mayor a diez años, se han generado diferentes algoritmos 

para la clasificación de los tumores de mama triple negativos (figura 7), 

observándose una diversidad de clasificadores. Sin embargo, muchos de estos 

clasificadores convergen o recapitulan la clasificación que originalmente propuso 

Lehmann en el 2011. Actualmente, el estándar para la clasificación de tumores de 

CMTN sigue siendo el algoritmo implementado por la universidad de Vanderbilt, 

que identifica a 4 subtipos moleculares (Basal 1, Basal 2, M y LAR) y 

adicionalmente se genera un clasificador inmunomodulador complementario que 

podría ayudar a la predicción de respuesta inmuno-oncológica [49, 58].   

Como se observó, los algoritmos para clasificar a los tumores triple negativos se 

basan muchos de ellos en los perfiles de expresión de mRNA los cuales 

representan una parte del transcriptoma global. Sin embargo, existe otra variedad 

de RNAs sin capacidad codificante de proteínas, entre estos se encuentran dos 

grandes grupos, los RNAs pequeños y los RNAs largos no codificantes. 
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Figura  7. Estado del arte de la clasificación molecular del cáncer triple negativo. La imagen muestra como se 
fueron desarrollando diferentes tipos de clasificación para los tumores triple negativos. Desde sus inicios en el 2011, 
se definieron seis subtipos principales basados en perfiles de expresión. En el 2015 dos diferentes trabajos 
proponen nuevas clasificaciones basados en la  expresión de mRNA (Jezequel 2015 [53]) mientras que otro estudio 
además de  evaluar al expresión de mRNA, evaluó el número de copias de DNA (Burstein 2015 [52].), por otra 
parte el abordaje realizado  con perfiles de metilación fue sugerido por Stirzaker y colaboradores. El grupo de 
metilación baja o hipometilado se asoció a un mejor pronóstico en comparación del grupo hipermetilado, mientras 
que el grupo de metilación intermedia se relacionó con peor pronóstico. Para el 2016, Ring y colaboradores reducen 
la lista de genes que inicialmente usaba el grupo de Lehmann para clasificar a  los triple negativos, usando un total 
de 101 genes de los 2188 que originalmente se evaluaban. Adicionalmente, se elimina el subtipo IM. 
Posteriormente, Lehmann en 2016 refina la clasificación de los tumores y eliminan al subtipo MSL, quedándose con 
la identificación de 4 subtipos. Para el 2016 Lui y colaboradores crean el clasificador basado en mRNA e identifican 
4 subtipos, recapitulando así la información de los seis subtipos descritos por Lehmann. En 2017 Masuda y 
colaboradores hacen la clasificación del CMTN basado en análisis de proteínas, se identifican dos subtipos de 
triples negativos, el subtipo DD o de “Daño a DNA” y al subtipos  enriquecido en la vía "hormonal y de inmunidad” 
(I/H). BL1: basal 1, BL2: basal 2, IM: inmunomodulador, M: mesenquimal, MSL: parecidos a trocal mesénquima, 
LAR: receptor de andrógenos luminal, UNS: inestables o no caracterizados, LIR: basal de baja respuesta inmune, 
HIR: basal de alta respuesta inmune, BLIS: inmunosuprimidos de tipo basal, BLIA: inmunoactivados de tipo basal, 
MES: parecidas a mesenquimal. Figura creada con BioRender.com. 

Los llamados RNAs de la materia oscura 
�

Por años a nivel de genoma se ha hablado de la existencia de DNA “basura”, dado 

a que no se producían proteínas de dichas regiones intergénicas. Conforme ha 

avanzado la tecnología, se observó que dichas regiones se transcriben sin obtener 
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una proteína, llamando a estos transcritos como “ruido transcripcional”, el cual 

posteriormente se identificó como RNA no codificante [59]. Adicionalmente, los 

primeros estudios del genoma humano, determinaron que menos del 5% del DNA 

era codificante [60]; actualmente se sabe que del total de RNA transcrito, el 66% 

pertenece a RNA no codificante[61]. Este tipo de RNA se divide en dos grandes 

grupos: los RNAs pequeños como los microRNAs (~22 nucleótidos) y RNAs largos 

no codificantes (lncRNAs, por sus siglas en inglés), estos últimos se caracterizan 

por su longitud mayor a 200 nucleótidos hasta ~100 kb. Son procesados por la 

polimerasa tipo II, tienen localización preferencialmente nuclear, en promedio 

presentan de 2 a 3 exones, pueden tener un origen intergénico o intragénico, 

tienen una expresión menor a los RNA mensajeros y sobre todo, no codifican 

proteínas [62] (figura 8). Además, se ha considerado que estas moléculas podrían 

ser RNAs intermediarios durante el proceso de evolución de nuevas proteínas 

[63].  

 

 

 
Figura  8. Características de los lncRNAs. En la figura se muestra las características generales de los lncRNAs, 
como su procesamiento, tamaño, abundancia, compartimentalización celular y vida media. Figura creada con 
BioRender.com. 
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Clasificación y función de lncRNAs 
�

En los últimos años, mediante análisis funcionales se ha demostrado que los 

lncRNAs desempeñan papeles importantes en los procesos como regulación de la 

transcripción en cis o trans, organización de dominios nucleares, así como la 

regulación de proteínas y mRNA [64]. La clasificación de lncRNA debe considerar 

varios aspectos para asignarlos en un grupo determinado; es decir, los lncRNA 

pueden clasificarse con base a su tamaño, a su asociación con genes codificantes 

de proteínas o mediante elementos funcionales del DNA como promotores, 

secuencias potenciadoras (enhancer) o regiones teloméricas [65]. De acuerdo a 

su localización en el genoma, los lncRNAs se clasifican en dos grandes grupos: 

intergénicos y génicos. Este último grupo puede dividirse en intrónicos si el 

lncRNA está albergado en el intrón del gen codificante de proteínas; sobrelapados, 

si el gen codificante de proteínas está en el intrón del lncRNA, o exónico, si un 

exón del lncRNA sobrelapa con el exón del gen codificante (a) [62]. 
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 Figura  9. Clasificación de lncRNAs y su participación en salud y enfermedad. a) En la figura, se muestra las 
diversas clasificaciones del lncRNA de acuerdo a su localización en el genoma, por su inicio de transcripción y por 
sus funciones moleculares. En cuanto a la función, un lncRNA puede actuar ya sea remodelando cromatina y estar 
enriquecido en núcleo, pero también podría estar enriquecido en citoplasma, probablemente ejerciendo una función 
esponja o como competitivo endógeno hacia microRNA que deberían ejercer su función hacia sus mRNA blanco. 
Los lncRNAs enriquecidos en núcleo actúan ya sea manteniendo la organización nuclear, como moléculas de 
andamiaje, ayudando a formar complejos de proteína-proteína,  así como remodelando la cromatina para activar o 
reprimir genes. b) Representación de las funciones descritas por los lncRNA en procesos de salud y enfermedad, 
tanto por ausencia o presencia en su expresión. Evidencias sugieren a los lncRNAs pueden regular el desarrollo 
embrionario, mantenimiento de la arquitectura nuclear por el lncRNA Firre, la inactivación del cromosoma X en 
mujeres llevada acabo por el lncRNA Xist y la regulación de procesos celulares como muerte celular. Sin embargo, 
la alteración en la expresión de estas moléculas favorece la alteración de procesos celulares (como el descontrol del 

a)

b)
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crecimiento celular) o a la alteración funcional de forma sistémica, por ejemplo enfermedades metabólicas, 
neuropatologías y cáncer. Figura creada con BioRender.com.  

 

Sin embargo, la mayoría de los lncRNAs se clasifican de acuerdo a su función 

biológica; entre las cuales se encuentran las relacionadas con las modificaciones 

modificación de histonas, ya sea para activar o reprimir la expresión de genes 

blanco como es el caso prototipo de HOTAIR [66, 67] y XIST [68] que puede 

actuar a nivel cis o trans. La función señuelo, es una forma mas de cómo actúan 

los lncRNAs como el caso de GAS5, donde se une al receptor de glucocorticoides 

(RG), lo que lleva a que el RG no pueda ejercer su efecto transcripcional y por lo 

tanto, no se expresen genes respondedores a RG [69]. La función de andamiaje, 

es una característica que presentan algunos lncRNAs como HOTAIR, GClnc1 y 

LINC00511, los cuales pueden reclutar modificadores de cromatina como EZH2, 

WDR5, KAT2A [67, 70-72].  

A la fecha, son pocos los lncRNAs reportados con capacidad de regulación del 

mRNNA; ya sea a nivel de procesos de traducción, como el LincRNA-p21, el cual 

se asocia con el mRNA de JUNB y CTNNB1 bajando su traducción [73]. Por otra 

parte, la interacción entre lncRNA-mRNA puede llevar a la degradación del mRNA 

blanco, tal es el caso de Staufen1 [74]. En cuanto a la regulación del corte y 

empalme (splicing, por sus siglas en inglés) de mRNA se encuentran como 

principales ejemplos al lncRNA NEAT1,  MALAT, FGFR2-AS [75-77]. Una función 

actualmente evaluada en varios lncRNAs es la función esponja o competidor 

endógeno; este proceso prost-transcripcional tiene como objetivo impedir que los 

microRNAs degraden mRNA al presentar “sitios semilla” similares al RNA blanco 

[78, 79]. Entre algunos ejemplos podemos mencionar a H19 [80], GAS5 [81], 

PTEN [82], Linc-ROR [83] entre otros, los cuales repercuten en los “hallmarks” del 

cáncer [84].     

Durante el desarrollo del cáncer, los lncRNA se presentan como nuevos 

protagonistas involucrados en la alteración de la función normal de una célula 

(figura 9b); sin embargo existen lncRNAs que tienen la función del control y 

desarrollo normal de un organismo, como por ejemplo, durante el desarrollo de la 

glándula mamaria.  
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Papel de los lncRNAs en el desarrollo de la glándula mamaria  
�

Como se mencionó previamente, la glándula mamaria está compuesta por una 

gran diversidad de componentes celulares, los cuales deben de presentar una 

homeostasis durante su desarrollo. El papel de los lnRNAs ha sido escasamente 

explorado durante estos procesos de vital importancia; por lo tanto, son pocos los 

lncRNAs descritos a la fecha directamente involucrados en el desarrollo de la 

glándula mamaria. Entre estos tenemos a H19 y SRA1 (RNA activador del 

receptor de esteroides 1). En modelos animales, se demostró que la inducción de 

la expresión de H19 por estrógenos, se enriquece en células epiteliales de los 

brotes de extremo terminal (TEB, por sus siglas en inglés) de la glándula mamaria. 

De manera inicial, la función descrita de H19 fue en el control del crecimiento 

durante el desarrollo embriogénico, por lo que podría tener una función 

equivalente en el desarrollo de la glándula mamaria [85].  SRA1 es un lncRNA de 

escasa expresión en la glándula mamaria virgen [86], modula la actividad de los 

receptores hormonales de tipo nuclear y aumenta las ramificaciones del lado 

ductal e induce la diferenciación alveolar precoz cuando se sobreexpresa en 

células mamarias epiteliales en modelos de ratón [87].    

El mPINC es un lncRNA descrito originalmente en ratones, localizado 

abundantemente en progenitores alveolares y escasamente en progenitores 

luminales. Su subexpresión llevó al incremento de la proliferación en células del 

epitelio de la glándula mamaria derivadas de ratones a mitad del embarazo [88].  

Zfas1 es un lncRNA localizado en células ductales así como alveolares de la 

glándula mamaria; al igual que mPINC, disminuyen durante la diferenciación 

lactogénica de la glándula mamaria [89].  

LncRNAs y cáncer de mama 
�
Recientemente los lncRNAs han tomado relevancia debido a que se ha 

comprobado que la alteración en su expresión juega un papel fundamental en el 

desarrollo de enfermedades humanas, incluyendo el cáncer [90, 91]. 



�

���

�

Uno de los estudios más relevantes sobre las alteraciones de los perfiles de 

expresión de los lncRNAs en cánceres humanos, ha sido reportado por el 

consorcio del Atlas del Genoma del Cáncer (TCGA, por sus siglas en inglés) en el 

cual se analizaron 13 tipos de cáncer diferentes. Esto permitió corroborar que los 

lncRNAs presentan un perfil de expresión tejido específico, el cual se ve 

modificado significativamente en los tumores, debido a alteraciones a nivel 

transcripcional, genómico y epigenómico [92].  

 

En cáncer de mama, los perfiles de expresión de los lncRNAs entre los subtipos 

intrínsecos (luminal A, luminal B, Basal y HER2) han sido explorado por el 

consorcio del TCGA, demostrando que al menos dos terceras partes de los 

lncRNAs  presentan marcas de cromatina H3K27ac, una marca asociada a 

regiones potenciadoras de expresión de genes (“enhancer”). Adicionalmente,  se 

observó que los lncRAs se correlacionaban de manera positiva con la expresión 

de genes codificantes de proteínas adyacentes�[93]. �

 

En cambio, Chen y colaboradores  analizaron un número limitado de tumores triple 

negativos y tejido normal, y demostraron que una gran parte de los lncRNAs 

alterados se encuentran sub-expresados en el tumor en relación al tejido no 

canceroso [94]. Como se ha expuesto, diversos estudios han mostrado la 

existencia de alteraciones en los perfiles de expresión, tanto de RNAs codificantes 

y no codificantes en cáncer de mama [95, 96].  

 

Se han desarrollado diversas firmas moleculares que evalúan la expresión de 

diferentes genes con la finalidad de subclasificar a los tumores en grupos de 

riesgo específico, lo que ha permitido generar herramientas de utilidad clínica. Sin 

embargo, el papel de los lncRNAs en cáncer de mama triple negativo ha sido 

escasamente explorado. Una forma de iniciar, es la identificación de los perfiles de 

expresión y caracterización funcional de los lncRNAs con relevancia biológica en 

el desarrollo del tumor.  
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Pregunta experimental  
�

En los tumores cáncer de mama triples negativos, ¿Existirán patrones 

diferenciales de expresión de lncRNAs entre los subtipos de CMTN definidos por 

mRNAs?  ¿La caracterización funcional del un lncRNA aportará información sobre 

procesos celulares relacionados con cáncer? 

Justificación 
�

El cáncer de mama triple negativo es una enfermedad clínica y biológicamente 

heterogénea que afecta principalmente a mujeres jóvenes y premenopáusicas. 

Tiene un tratamiento limitado, es más agresivo y con menor supervivencia global. 

Aunque existen estudios donde se ha clasificado a los tumores triple negativos en 

subtipos específicos, estos se basan solo en el análisis de expresión de genes 

codificantes. Actualmente se sabe que el 66% del transcriptoma corresponde a 

RNAs no codificantes, entre ellos los lncRNAs, los cuales han sido involucrados en 

la alteración de la expresión global de genes, inestabilidad genómica y asociados 

con menor supervivencia en cáncer. Sin embargo, muchos de los lncRNAs no han 

sido completamente caracterizados, no solo a nivel de expresión, si no también a 

nivel funcional. Por lo tanto, dilucidar los perfiles de expresión de lncRNAs 

asociados a los subtipos de cáncer de mama triple negativo, así como su efecto 

funcional, permitirá conocer más acerca de los procesos celulares relacionados 

con la biología del tumor y su correlación con parámetros clínicos como 

supervivencia. 

Hipótesis 
�

Si existe variación de los perfiles de expresión de los lncRNAs en subtipos de 

cáncer de mama triple negativo, entonces será posible identificar la 

heterogeneidad de la expresión de lncRNAs entre subtipos moleculares de los 

tumores triple negativo, los cuales se asociarán a rutas biológicas particulares. 

Además, la alteración en la expresión de un lncRNA estará involucrada en la 

modulación de procesos celulares implicados en la biología del tumor.  
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Objetivos 

Objetivo general 
�

Determinar los perfiles de expresión de RNAs largos no codificantes y RNAs 

mensajeros en carcinomas de mama triple negativos. 

Objetivos específicos 
�

1. Analizar los perfiles de expresión de mRNA para clasificar a los subtipos 

moleculares de cáncer de mama triple negativo. 

 

2. Identificar los perfiles de expresión de lncRNAs entre los subtipos de cáncer 

de mama triple negativo. 

 

3. Validación de la expresión de lncRNAs in silico en muestras independientes 

de cáncer de mama trile negativo derivado de bases de datos públicas. 

 
4. Determinar la correlación de mRNA y lncRNAs para el enriquecimiento de 

rutas biológicas mediante análisis de culpabilidad en cáncer de mama triple 

negativo.  

 
5. Identificar lncRNAs y mRNAs correlacionados positivamente en su 

expresión para su validación funcional. 

 

6. Caracterización funcional de un lncRNA en modelos in vitro. 

 

 
�
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Materiales y métodos 
Obtención de muestras de cáncer de mama triple negativo 
Un total de 160 tumores de cáncer de mama derivados de bloques de parafina 

fueron colectados del Instituto de Enfermedades de la Mama FUCAM de México 

(N=67) y del Istituto Nazionale dei Tumori de Italia (N=93) a través de una colecta 

retrospectiva del 2007 al 2015. Las muestras fueron definidas como triple 

negativos usando criterios internacionales; menos del 1% de positividad para los 

receptores de estrógenos (RE), progesterona (RP), y del receptor epidérmico 

humano 2 (HER2). La detección inmunohistoquímica de los tres marcadores fue 

realizada a través de la valoración de dos patólogos usando los siguientes 

anticuerpos: RE (clona ID5, Dako, Dinamarca) RP (clona PgR636, Dako, 

Dinamarca), HER2 (K5204, Dako, Dinamarca). Adicionalmente, con la finalidad de 

eliminar falsos negativos, se analizó la expresión de citoqueratinas (clona D5/6, 

Dako, Dinamarca) y Ki67 (16B4, Dako, Dinamarca). Todos los procedimientos 

fueron realizados de acuerdo  con los criterios de la declaración de Helsinki, 

revisados y aprobados por el comité de ética del Instituto Nacional de Medicina 

Genómica (número CEI2016/13). Un patólogo realizó la identificación de zonas del 

tumor con mayor cantidad de tejido canceroso y posteriormente las zonas fueron 

colectadas mediante una aguja de 2 milímetros de diámetro para realizar la 

extracción de RNA. 

    

Extracción de RNA 
El RNA total de los bloques de parafina fue extraído  mediante métodos de 

columna usando el kit AllPrep® FFPE (Quiagen, CA) de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. El RNA total de las líneas celulares fue extraído 

usando el método por Trizol (Invitrogen, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. La concentración de RNA se determinó mediante espectrometría 

con el sistema Nanodrop y fue almacenado a -80ºC hasta su procesamiento. 
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Análisis de expresión de mRNA y lncRNAs mediante microarreglos de 
expresión 

El perfil transcripcional de RNAs mensajeros y RNA largos no codificantes fueron 

medidos usando los microarreglos Human Transcriptome Array V2.0 de Affymetrix, 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, ~200 ng de RNA total 

fueron convertidos a DNA complementario (cDNA) y marcado con el kit 

SentationPlus FFPE amplificaction and WT Labeling de Affymetrix (Affymetrix, 

Santa Clara CA, USA). El cDNA fue hibridado sobre el microarreglo, 

posteriormente lavado, teñido y escaneado usando el equipo Genechip Scanner 

300 7G (Affymetrix, Santa Clara Ca, USA). Los arreglos fueron leídos en la unidad 

de microarreglos del Instituto Nacional de Medicina Genómica.  

Los valores de intensidad de señal fueron corregidos por el algoritmo robust 

multiarray analysis (RMA, por sus siglas en inglés) y sumarizados de forma 

conjunta mediante el programa expression console de Affymetrix. Los efectos de 

lote (variación no relacionada con la biología) fueron ajustados mediante abordaje 

Bayesiano no paramétrico mediante el algoritmo ComBat, como se ha reportado 

previamente [97]. Los datos de este estudio están públicamente disponibles en la 

plataforma GEO: GSE86948). 

Clasificación de subtipos moleculares de cáncer de mama triple negativo 
basado en mRNA 

El algoritmo TNBCtype (http://cbc.mc.vanderbilt.edu/tnbc/) fue usado para la 

clasificación de los subtipos de cáncer de mama triple negativo (BL1, BL2, IM, M, 

MSL, LAR, UNS) basados en la expresión de mRNA [47]. Cuatro de 160 muestras 

inicialmente incluidas para el estudio fueron excluidas para el análisis de perfiles 

de expresión de lncRNAs de acuerdo al filtro bimodal del algoritmo TNBCtype que 

evalúa la expresión de mRNA de los genes de receptores de estrógeno y 

progesterona, y del factor epidérmico humano 2 [47].  
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Análisis de ontologías de los subtipos moleculares triple negativos 

Los genes diferencialmente expresados (mRNAs) de cada uno de los subtipos TN 

previamente clasificados fue usado para el análisis ontológico y rutas biológicas 

usando el programa DAVID [98]. Genes sobre y subexpresados fueron analizados 

para corroborar las rutas biológicas enriquecidas en cada uno de los subtipos TN, 

como se ha descrito previamente [46]. 

Análisis de expresión diferencial de lncRNAs entre subtipos de cáncer de 
mama triple negativo  

Los perfiles de expresión de lncRNAs fueron analizados usando el software 

Transcriptome Analysis Console (TAC) V.3.0 de Affymetrix. Para la obtención de 

cada perfil de lncRNAs se realizó lo siguiente: Se conjuntaron todas las muestras 

pertenecientes a un subtipo específico y se comparó contra el resto de las 

muestras no pertenecientes al subtipo a interrogar. Una tasa de cambio ≥ 1.5 o  ≤ -

1.5, valor de p < 0.05 de ANOVA y FDR (false discovery rate) <0.05 fueron 

considerados significativos excepto para el análisis del subtipo BL2 donde el FDR 

a considerar fue de <0.5. Paquetes del programa R fueron usados para la creación 

de los mapas de calor (heatmap2), boxplot (ggplot2), corrección de lote (SVA) y 

análisis de correlación.    

Validación de la expresión de lncRNAs en muestras independientes 

162 muestras de una cohorte independiente de tumores TN (GEO:GSE76250) [56] 

fueron usadas para la validación in silico de la expresión de lncRNAs detectados 

diferencialmente en nuestro estudio. Los valores de intensidad de señal fueron 

corregidos por el algoritmo RMA y sumarizados de forma conjunta mediante el 

programa expression console de Affymetrix.  

Análisis de enriquecimiento de vías de lncRNAs a través de asociación por 
culpabilidad 

El análisis de enriquecimiento de vías fue realizados por el análisis de asociación 

por culpabilidad (guilt-by-association analysis) [99]. Brevemente, se construyó una 

matriz de correlación con los datos de expresión normalizada de los genes 
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diferencialmente expresados (mRNA y lncRNA) para cada uno de  los subtipos 

TN. La correlación se obtuvo mediante correlación de Spearman y valor de p para 

cada lncRNA y mRNA.   

Predicción de inmunofenoscore entre subtipos triple negativos 

La predicción del inmunofenoscore (inmunogenicidad del tumor) fue evaluado 

usando el algoritmo Immunophenoscore disponible en GitHub 

(https://github.com/mui-icbi/Immunophenogram). Brevemente, para cada subtipo 

TN se enriqueció el algoritmo introduciendo los perfiles de expresión de mRNA 

específicos derivados del análisis de expresión diferencial anteriormente 

mencionados.  Posteriormente, el algoritmo determinó un puntaje respecto al 

enriquecimiento en la expresión de cuatro diferentes firmas de expresión 

inmunológicas (células efectoras, células inmunosupresoras, moléculas del 

complejo MHC e inmunomoduladores).    

Cultivo de líneas celulares 

Las líneas celulares BT-20, MDA-MB-468, MCF10A, MDA-MB-231, Hs578-T, 

MCF-7 y HCC1187 fueron cultivadas bajo condiciones estándar (medio DMEM o 

RPMI-1640, ATCC, Manassas, VA, USA) de acuerdo a cada requerimiento de la 

línea celular, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB, ATCC, 

Manassas, VA, USA) e incubadas a 37º C con 5% de CO2.  

Síntesis de cDNA por RT-PCR 

El cDNA fue sintetizado usando SuperScript III RT-PCT (Invitrogen, CA, USA) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, 200 ng de RNA total 

fueron usados para la síntesis de cDNA en un volumen final de 20µL, la cual 

contenía 1µL de oligo dT [50µM], 1 µL de hexámeros aleatorios [50ng], 1 µL de 

dNTPs [10mM], 7µL de agua libre de nucleasas, 2 µL de RT amortiguador [10x], 4 

µL de MgCl2 [25mM], 2 µL de DTT [1M], 1 µL de inhibidor de RNAsa [40U/µL] y 1 

µL de enzima SuperScript III [200U/µL]. La mezcla de reacción de PCR fue corrida 

bajo las siguientes condiciones: 25º C por 10 minutos, 50º C por 50 minutos, 85º C 

por 5 minutos. Agregar 1 µL de RNAsa H e incubar por 20 minutos a 37ºC.  
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Análisis de expresión de mRNA y lncRNA por reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa (RT-qPCR) 

La evaluación de la expresión de mRNA y lncRNA fue realizada en un volumen 

total de 10µL. La mezcla contenía 1 µL de cDNA, 5 µL de 2X TaqMan Unviversal 

Master Mix (Applied Biosystems), 0.5 µL de sonda TaqMan y 3.5 µL de agua libre 

de nucleasas. GAPDH (Hs99999905_m1) y U87 (Hs03298717_s1) fueron usados 

como controles endógenos para genes codificantes y no codificantes, 

respectivamente. La tasa de cambio entre las condiciones de tratamiento y 

condiciones control para cada gen fue calculada por el método de 2^-ΔΔCT, 

donde ΔΔCt= ΔCt tratamiento (shRNAs) – ΔCt condición control. ΔCt= Ct gen de 

interés – Ct gen endógeno.    

Generación short hairpin RNAs (shRNAs) 

Los sistemas de silenciamiento shRNAs fueron generados usando BLOCK-iT™ 

U6 RNAi Entry Vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) siguiendo las instrucciones 

del fabricante (anexo 1). Brevemente, un par de oligonucleotidos complementarios 

fueron diseñados. La generación de los oligonucleótidos de doble cadena (ds-

oligo) fue necesaria para su subsecuente ligación en el vector pENTR™ /U6 el 

cual fue usado para transformar células competentes de E. coli One Shot TOP10. 

Para garantizar la correcta inserción o posibles cambios de nucleótido en la 

secuencia del shRNA insertado, se realizó la secuenciación Sanger de los 

plásmidos shRNAs generados.  

 Modulación de la expresión del lncKLHDC7B por short hairpin RNAs 
(shRNAs) 

El silenciamiento del lncKLHDC7B fue realizado en tres líneas celulares:  

HCC1187 (triple negativo),  BT-20 (triple negativo) y MCF-7 (luminal A). Dos 

shRNAs fueron generados para el silenciamiento del lncKLHDC7B (shRNA-1, 

shRNA-2) y adicionalmente un shRNA control dirigido contra GFP como control 

negativo (NC, anexo 1). Los shRNAs fueron transfectados con Xfect Transfection 

Reagent (Clontech, California, USA) como se describe a continuación: 6.5 x 105 

celulas de HCC1187, 5 x 105  de BT-20 y 5 x 105 de MCF-7 fueron sembradas en 
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placas de 6 pozos para obtener una confluencia del ~60%. Posteriormente, 3 µg 

de plásmido fueron transfectados por 24 horas. El complejo de nanopartículas fue 

removido y reemplazado por medio nuevo RPMI enriquecido con 10% de suero 

fetal bovino (SFB). Después de 48 horas post-transfección, las células fueron 

despegadas y lavados con PBS 1X y el RNA fue extraído usando Trizol, siguiendo 

las recomendaciones del fabricante y almacenado a -80 ºC hasta su 

procesamiento. La expresión del lncKLHDC7B fue evaluada por PCR cuantitativa 

en tiempo real como se describió anteriormente. Un 70% de disminución  de la 

expresión del lncKLHDC7B fue obtenido después de 48 horas post-transfección 

para la línea celular HCC1187, 58% para MCF-7 y un 30% para BT-20. El 

panorama transcripcional por el efecto del silenciamiento del lncKLHDC7B en 

HCC1187  fue evaluado mediante el análisis de expresión de mRNA y lncRNAs 

usando la plataforma de microarreglos de Affymetrix HTA 2.0 (Affymetrix, Santa 

Clara, USA; datos públicamente disponibles en GEO: GSE114468) como se 

describió anteriormente. Genes con una tasa de cambio de > 2 y - <2, p-valor 

<0.05 fueron considerados como significativos y seleccionados para el análisis de 

vías biológicas usando el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA) software y 

GeneTrail2 [100] 

Ensayos de migración e invasión celular  

Los ensayos de migración e invasión celular fueron realizados usando cámaras 

Transwell con poros de 8 µm  de diámetro (Corning, NY, USA). Células 

transfectadas (48 h post-transfección) fueron despegadas y resuspendidas en 

RPMI sin SFB a una concentración de 5 x104 células en 100 µL  y sembradas en 

el interior del inserto transwell. Posteriormente 600 µL de medio RPMI con 10% de 

SFB fueron colocados en el pozo de la placa. Para el ensayo de invasión, 1 x105 

células fueron colocadas en los insertos transwell previamente recubiertos con 1.6 

mg de Matrigel (Corning, NY, USA). Las células fueron incubadas para el ensayo 

de migración (HCC1187 y MCF-7 por 24 horas y BT-20 por 6 horas) e invasión 

(HCC1187 por 36 horas, BT-20 y MCF-7 por 48 h) a 37 ºC con 5% de CO2. Cada 

experimento fue realizado por triplicado. Al final de cada experimento, las células 

que migraron al reverso de la membrana transwell fueron fijadas con 
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paraformaldehido al 3.7%, y teñidas con cristal violeta. Las células fueron 

cuantificadas usando el software ImageJ [101]. 

Ensayo de apoptosis 

La apoptosis fue inducida con ~50 µM de QBS (Quillaja Bark Saponin: 2-Amino-N-

quinolin-8-yl-benzenesulfonamide; A3105, SIGMA-ALDRICH) por 24 h antes de 

finalizar las 48 h post-transfección. Inmediatamente, la células fueron despegadas 

con tripsina y lavadas con PBS al 1X. Las células fueron re-suspendidas en la 

solución amortiguadora de unión y teñidas con anexina V y Ioduro de propidio (IP) 

(FITC Annexin V/ Dead cell apoptosis kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 15 

minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Las células teñidas fueron medidas 

mediante ensayo de citometría. Las células fueron categorizadas como apoptosis 

temprana (tinción positiva a fosfatidil-serina) y tardía (tinción positiva a fosfatidil-

serina + tinción DNA) indicadas en el recuadro rojo del análisis por citometría.     

Análisis estadísticos  

Las significancias estadísticas fueron analizadas usando los software GraphPad 

Prism (versión 6, San Diego , USA) y STATA (Versión 12, Texas, USA). Para las 

pruebas Kruskal-Wallis,  ANOVA y Chi-cuadrado fueron realizadas para todas las 

comparaciones que involucraban categorías. La correlación entre variables fue 

determinada mediante el coeficiente de correlación de Spearman. Análisis de 

Kaplan-Meier y supervivencia entre grupos fue realizado usando la prueba de 

long-rank. Los valores de p < a 0.05 fueron considerados como significativos (* 

<0.05, **<0.01, ***<0.001).  

 

 

 

 

�
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Resultados 
Análisis de microarreglos 
Ciento cincuenta y seis muestras de RNA extraídas de cáncer de mama triple 

negativo fueron hibridadas en microarreglos “Human Transcriptome Array” versión 

2.0 de Affymetrix, los cuales evaluaron la expresión de mRNAs y lncRNAs. En la 

figura 10a, se muestra el análisis del control de calidad de la hibridación cada uno 

de los microarreglos analizados. Como se observa, la hibridación de cada muestra 

presentó una fluorescencia que fue incrementando de manera proporcional a la 

concentración de los siguientes controles de hibridación como lo especifica el 

manual de procedimiento: AFFX-r2-Ec-BioB > AFFX-r2-Ec-BioC > AFFX-r2-Ec-

BioD > AFFX-r2-P1-Cre. Por lo tanto, los resultados derivados de este trabajo 

serán producto de la variación biológica de las muestras, y no por variaciones 

técnicas o metodológicas de acuerdo a los resultados de los controles.  

Los datos crudos (.CEL) de fluorescencia (figura 10b), fueron normalizados (figura 

10c), a través de una corrección de fondo para su posterior análisis de expresión 

diferencial de mRNAs y lncRNAs entre las diferentes condiciones biológicas 

(subtipos de cáncer de mama triple negativo).   

 

Posteriormente, se realizó un análisis de componentes principales (PCA, por sus 

siglas en inglés) para reducir la multidimensionalidad de los datos de 

microarreglos, pero al mismo tiempo conservando la mayor cantidad de 

información posible. Mediante una simplificación o transformación de los datos de 

fluorescencia, el PCA mostró una baja variabilidad de las muestras analizadas 

entre cada componente evaluado (figura 10d). La figura muestra escasa 

dispersión entre las muestras analizadas, esta baja variabilidad podría deberse a 

que todas las muestras pertenecen a cáncer, y tienen poca dispersión. Sin 

embargo, podemos observar en la figura 10d, una discreta agrupación de algunos 

subtipos de moleculares, como los inmunomoduladores (verde) y mesenquimales 

(amarillo).  
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a) b)

c) d)

 
Figura  10. Análisis de calidad y normalización de microarreglos. a) La gráfica muestra la fluorescencia 
(eje Y) de los controles de hibridación (eje x) para cada microarreglo analizado (n=156). La línea verde 
representa cada una de las muestras analizadas, los puntos verdes muestran los niveles de fluorescencia de 
cada control de forma creciente (AFFX-r2-Ec-BioB, AFFX-r2-Ec-BioC, AFFX-r2-Ec-BioD, AFFX-r2-P1-Cre). b) 
Diagrama de cajas y bigotes. Archivos .CEL, datos no normalizados, el eje Y representa los niveles de 
fluorescencia por cada microarreglo (eje X) analizado (n=156). c) Diagrama de cajas y bigotes. Intensidades 
de fluorescencia normalizados por el método robusto de promedio de matriz múltiple (RMA, por sus siglas en 
inglés) para el análisis de expresión diferencial. Eje Y muestra la intensidad de fluorescencia, eje X representa 
cada microarreglo analizado. d) Análisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en ingles) de las 
muestras de cáncer de mama triple negativo analizadas. Cada color representa a un subtipo de CMTN y cada 
forma (círculo, cuadrado, triángulo, cilíndro) el número de lote de procesamiento de cada muestra. El PCA1 
describe la variabilidad del 22.5%, el PCA2 el 6.4% y el PCA3 el 5.3%. Basal 1, BL-1; Basal 2, BL-2; 
Inmunomodulador, IM; Mesenquimal, M; Parecidos a troncal mesénquima, MSL; Receptor de andrógenos 
luminal, LAR; Inestables o indeterminados, UNS. 

�
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Características de la población y distribución de subtipos triple negativos 
Un total de 156 muestras derivadas de pacientes con cáncer de mama triple 

negativo fueron incluidas en este estudio. La media de edad de las participantes 

fue de 53 años (rango de 26 a 88 años), siendo el carcinoma ductal infiltrante el 

tumor de mama más frecuente. La información clínico-patológica de las pacientes 

con tumores triples negativos incluidos en este estudio se muestran en la tabla II. 

Los subtipos de CMTN fueron identificados usando el algoritmo TNBCtype, el cual 

asignó a cada una de las muestras en uno de los 6 subtipos de cáncer de mama 

triple negativo. Analizando nuestra cohorte de CMTN, identificamos que la mayor 

parte de los tumores se clasificaron como IM (22.4%, n= 35/156) y M (22.4%, n= 

35/156), seguido por los BL1 (14.7%, n= 12/156) y subtipo LAR (12.2%, n= 

19/156), BL2 con un 7.7% (n= 12/156), el subtipo MSL (7%, n= 11/156) pero un 

13.5% (n= 21/156) fueron categorizadas como no clasificables o UNS (figura 11a). 

La distribución de las frecuencias de los subtipos de CMTN de nuestra cohorte fue 

similar a las previamente reportadas por otros estudios (figura 11b) [8, 46, 48, 50, 

56].  
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Figura  11. Frecuencia de subtipos de cáncer de mama triple negativo. a) Frecuencia de subtipos de 
CMTN analizados en este trabajo. b) Comparación de frecuencias de subtipos de CMTN entre diferentes 
estudios. Basal 1, BL-1; Basal 2, BL-2; Inmunomodulador, IM; Mesenquimal, M; Parecidos a troncal 
mesénquima, MSL; Receptor de andrógenos luminal, LAR; Inestables o indeterminados, UNS.  
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Análisis de ontología génica y enriquecimiento de rutas biológicas 
Un análisis de ontologías y rutas biológicas fue realizado mediante el análisis de 

los genes diferencialmente expresados de cada uno de los subtipos CMTN. Como 

se muestra en la figura 12, el subtipo IM mostró un enriquecimiento en los 

procesos inmunológicos como respuesta inmune, activación de leucocitos, 

desarrollo del sistema inmunitario, regulación de células T, respuesta inmune 

innata, quimiotaxis, regulación de la cascada I-kappaB quinasa / NF-kappaB. Sin 

embargo, también se observaron procesos como la regulación de la muerte celular 

programada, la muerte celular y la apoptosis. El subtipo BL1 mostró un 

enriquecimiento en los procesos celulares como el ciclo celular, la división celular 

y ciclo mitótico, pero el BL2 presentó un mayor enriquecimiento en la regulación 

de la apoptosis y la muerte celular programada. De manera interesante, las rutas 

del metabolismo del colesterol y el proceso de biosíntesis fueron identificados en 

este subtipo. Los subtipos M y MSL mostraron un enriquecimiento en procesos 

descritos anteriormente, como la adhesión célula-célula, el movimiento celular, la 

vía de señalización Wnt, y adhesión de la matriz celular, adhesión focal, 

angiogénesis, interacción ECM-receptor, organización del citoesqueleto de actina, 

vía de señalización del receptor TGFB, respectivamente. Además, diferentes 

procesos como el metabolismo de los ácidos grasos, biosíntesis y metabolismo de 

esteroides, así como el metabolismo de andrógenos y estrógenos, biosíntesis de 

lípidos e interconversiones pentosa-glucuronato fueron los procesos con mayor 

relevancia en el subtipo LAR.  
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Figura  12. Análisis ontológico y rutas biológicas en CMTN. El mapa de calor representa los procesos 
celulares enriquecidos (derecha) de manera positiva (en rojo) y negativa (en verde) derivado de los genes 
diferencialmente expresados entre los subtipos de cáncer de mama triple negativo. Valores de z-score de 
cada proceso biológico enriquecido de manera significativa (p<0.05) fue graficado para cada uno de los 
subtipos de cáncer de mama triple negativo. https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1878-0261.12446.  
Basal 1, BL-1; Basal 2, BL-2; Inmunomodulador, IM; Mesenquimal, M; Parecidos a troncal mesénquima, MSL; 
Receptor de andrógenos luminal, LAR.  
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Perfiles de expresión de RNA largos no codificantes en cáncer de mama 
triple negativo 
 
Una vez clasificadas las muestras entre los subtipos intrínsecos de CMTN, 

analizamos los perfiles de expresión de RNA largos no codificantes. Identificamos 

un total de 710 lncRNAs diferencialmente expresados entre los subtipos de cáncer 

de mama (figura 13a, material suplementario, 

https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1878-0261.12446), 84 de los 

mismos se expresan en al menos dos subtipos de CMTN, mientras que 524 se 

distribuyeron de manera particular entre los subtipos de cáncer de mama triple 

negativo, como se muestra en la figura 13b. De manera interesante, el subtipo 

LAR presentó un mayor número de lncRNAs expresados (50.9%, 362/710) entre 

los cuales encontramos a RP11-206M11.7, LINC00993 y PCAT18, por mencionar 

algunos. El subtipo mesenquimal presentó 117 lncRNAs (16.5%)  alterados, por 

ejemplo RP11-84E24.2, LINC01152, H19, ANO1-AS1, CASC15. CTA-384D8.31, 

ANKRD44-IT1, PSMB8-AS1, RP11-142M10.2, ANKRD44-IT1, ELMO1-AS1, IFNG-

AS1, CFLAR-AS1 fueron los lncRNAs mayormente sobre expresados en el subtipo 

inmunomodulador. Por otra parte, el subtipo MSL mostró noventa y ocho lncRNA 

alterados como DNM3OS, ADAMTSL4-AS1, LATS2-AS1, LINC00312 and MEG8. 

Los subtipos BL1 y BL2 fueron los subtipos que presentaron 19 y 11 lncRNAs 

expresados, respectivamente 

(https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/1878-0261.12446).   
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Figura  13. Perfiles de lncRNAs expresados diferencialmente entre subtipos CMTN. a) El mapa de calor 
representa en rojo a los 710 lncRNAs sobreexpresados y/o en verde subexpresados. En la parte superior del 
mapa se representan cada uno de los subtipos de cáncer de mama triple negativo y su código de color 
correspondiente. A nivel de columna se representa el perfil de expresión por muestra (n=156).  b) Diagrama 
de Venn muestra el número de lncRNAs compartidos entre los subtipos CMTN y aquellos exclusivos para 
cada subtipo. 
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Validación de la expresión in silico de lncRNAs en muestras independientes 
de cáncer de mama triple negativos   
 
Para corroborar la expresión de lncRNAs identificados en nuestra cohorte de 

estudio, validamos la expresión de lncRNAs en una cohorte independiente de 

tumores de mama triple negativos, obtenida de la base de datos públicos GEO 

(figura 14). Observamos que ~34% de lncRNAs (resultados no mostrados) 

identificados en nuestra cohorte fueron validados en la cohorte independiente, por 

ejemplo RP11-206M11.7 en el subtipo LAR (tasa de cambio de 30 veces más que 

otro subtipo (p<0.0001) en nuestra cohorte, 991 veces mas expresado (p<0.0001) 

en el subtipo LAR en la corte de validación). INFG-AS1 es un lncRNA relacionado 

como un regulador de la respuesta inflamatoria mediada por interferón gama 

(IFNG) el cual fue encontrado en el subtipo inmunomodulador con una tasa de 

cambio de 3 veces más en la cohorte de validación (p<0.0001) mientras que en 

este trabajo se detectó 1.5 veces más expresado (p<0.0001). Por otra parte, en 

los subtipos M y MSL el lncRNA RP11-84E24.2 y CARMN fueron validados y 

corroborado su incremento de expresión en cada subtipo, respectivamente (figura 

14). En el subtipo BL1 fue encontrado el enriquecimiento del LINC01123 con 1.8 

veces más expresado en este estudio, mientras que en la cohorte de validación 

fue encontrado incrementado 1.9 veces más de manera significativa (p<0.0001). 

Sin embargo, el lncRNA RP11-116G8.5 expresado en BL2  mostró una tasa de 

expresión de 3 veces más en nuestro estudio con una significancia marginal 

(p=0.0265), mientras que en la cohorte de validación fue de 1.6 veces más su 

cambio (p<0.0001).  
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Figura  14 .�Validación in silico de la expresión de lncRNAs en muestras independientes. En la figura se 
muestra la medias de fluorescencia normalizadas  para RMA de algunos lncRNA seleccionados para cada 
uno de los subtipos de CMTN. Los incisos a), c), e), g), i) y k) representan los datos de nuestra cohorte de 
descubrimiento (n=156) y b), d), f), h), j) y l) representan la expresión validada en muestras independientes 
disponible públicamente en la base de datos GEO (n=156). 

 
Análisis de enriquecimiento de rutas biológicas basado en la expresión de 
lncRNAs en mama triple negativos 
 

Para comprender mejor la importancia biológica de los lncRNAs alterados, 

realizamos un análisis de asociación por culpabilidad para investigar su relación 

con los mRNA desregulados y su posible impacto en diferentes rutas biológicas. 

Este análisis reveló una asociación significativa entre algunos de los lncRNAs y 

mRNA expresados diferencialmente, así como el enriquecimiento en vías clave 

relacionadas con el cáncer de mama de genes codificantes asociados para cada 

subtipo de TNBC (figura 15). Los lncRNAs alterados en BL1 se correlacionaron 

más a procesos de organización de la matriz extracelular, al ciclo celular y a la 

señalización del factor de crecimiento transformante beta (TGF-ß). Los lncRNA 
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derivados del subtipo IM están relacionados con procesos como el procesamiento 

de antígenos, señalización de interferón y al sistema inmunológico. Por otro lado, 

los lncRNAs del subtipo LAR están potencialmente involucrados en la regulación 

de la traducción. Los lncRNAs alterados en los tumores M se correlacionarion con 

el receptor tipo toll y la señalización del TNF. Finalmente, la red de correlación de 

coexpresión de lncRNAs-mRNAs alterados en el subtipo MSL se enriqueció en 

procesos de adhesión focal, interacción con componentes de matriz extracelular y 

la vía de señalización PI3K-Akt (figura 15). 

Figura  15.�Panorama general de las vías biológicas mediante el análisis de culpabilidad por asociación 
a través de los subtipos de TNBC mediante la coexpresión de lncRNAs-mRNAs. Análisis de asociación 
por culpabilidad muestra las vías enriquecidas significativas de la co-expresión resultante de los mRNA-
lncRNAs. El eje Y representa las vías y el eje X representa los subtipos de CMTN. El gráfico de burbujas 
muestra el enriquecimiento de las rutas biológicas mediante los datos de expresión diferencial de lncRNAs en 
cada subtipo de CMTN. El tamaño y el color de la burbuja representan la puntuación de cada vía y los 
subtipos de CMTN, respectivamente. 
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Análisis de correlación de lncRNAs-mRNA en el subtipo inmunomodulador 
de cáncer de mama triple negativo  
 

Se ha descrito que entre las diversas funciones que poseen los lncRNAs, se 

encuentra la capacidad de regular la expresión génica. Apoyados en estas 

evidencias, se realizó un análisis basado en correlaciones de la expresión positiva 

de lncRNAs-mRNAs para priorizar la selección de probables lncRNAs candidatos 

con la capacidad de regular a genes codificantes (intergénicos o intragénicos) en 

uno de los subtipos más frecuentemente detectados en este estudio, el 

inmunomodulador. Identificamos 37 pares de transcritos de lncRNA-mRNA co-

expresados positivamente (figura 16). Se identificó que los transcritos con mayor 

correlación fueron TRANK1 y TCONS_l2_00019221 (rho=0.9), mientras que los 

menos correlacionados fueron RP11-44K6.4 e IDO1 (rho=0.4) como se muestra 

en la tabla III.    
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lncRNA // mRNA

 
Figura  16. Análisis de correlación entre lncRNA-mRNA co-expresados positivamente del subtipo 
inmnomodulador. a) El mapa de calor representa en círculos el grado de correlación computado entre todos 
lncRNAs y mRNAs expresados positivamente. Las correlaciones con significativas <0.0001 son presentadas 
en esta figura. La intensidad del color se basa en el grado de correlación entre los transcritos (n=37 parares). 
b) Gráfica representativa de las distancias genómicas entre el lncRNA y su gen codificante (mRNA) co-
expresado positivamente. El eje x se representan las distancias en kilobase (kb), el eje y representa los tipos 
de lncRNAs identificados. Los puntos representan la distancia del par de los transcritos de lncRNA-mRNA, 
observando una media de 58 kb para los lncRNAs intergénicos, pero una media de 93 kb de distancia entre 
lncRNA y el gen codificante en los lncRNAs sobrelapados.  
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El RNA largo no codificante ENSG00000226738 (LncKLHDC7B) y el gen 
codificante KLHDC7B muestran un patrón de expresión correlacionado al 
fenotipo tumoral inmunomodulador 
El lncRNA ENSG00000226738 (que a partir de aquí llamaremos LncKLHDC7B) y 

el gen codificante KLHDC7B (miembro de la familia de las proteínas con dominios 

Kelch) fueron uno de los pares de transcritos lncRNA-mRNA mayormente 

correlacionados con una r2= 0.9 y p <2.2e-16 en el fenotipo IM (tabla III). La 

sobreexpresión del par LncKLHDC7B/KLHDC7B así como su correlación en el 

fenotipo IM fue demostrada en nuestra cohorte de estudio (figura 17a, b) y fue 

validada en muestras independientes de bases de datos como el TCGA (figura 

17c,d). Adicionalmente, evaluamos la expresión de ambos transcritos en muestras 

de tejido normal y tumoral de bases de datos (TCGA, figura 18a) y en un panel de 

líneas celulares de cáncer de mama, observando una expresión incrementada en 

los tumores, así como en varias líneas celulares triple negativo en contraste con la 

línea celular no tumorigénica MCF10A. Entre las líneas celulares, lo encontramos 

expresado en HCC1187, la cual presenta un fenotipo inmunomodulador (figura 

18b). Para validar la relación del LncKLHDC7B con un inmunofenotipo, calculamos 

el inmuno-puntaje o inmunofenoscore (análisis de inmunogenecidad)  basado en 

la expresión del lncRNA en nuestras muestras analizadas. Nuestros resultados 

mostraron un patrón de expresión del lncRNA mayormente relacionadas con un 

alto inmunofenoscore (8 y 9) sobre todo en los tumores con fenotipo 

inmunomodulador (figura 17e).  

Con base en todos estos resultados, seleccionamos a la línea celular HCC1187 

para investigar el papel funcional del LncKLHDC7B en el fenotipo 

inmunomodulador de cáncer de mama. Seleccionamos el par 

LncKLHDC7B/KLHDC7B por las siguientes razones: i) el LncKLHDC7B podría ser 

un marcador tumoral para el subtipo IM, sin embargo su papel funcional no ha sido 

descrito hasta ahora; ii) el LncKLHDC7B presenta una co-expresión y asociación 

significativa con el gen codificante KLHDC7B, lo cual podría indicar una posible 

actividad regulatoria; iii) nuestro análisis in silico, determinó los posibles procesos 
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biológicos en los que podría estar involucrado el lncRNA como presentación de 

antígeno, señalización de interferón y adhesión celular (figura 19).     
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Figura  17.��Evaluación de la expresión de LncKLHDC7B y KLHDC7B en los subtipos CMTN. a) Niveles 
de expresión de LncKLHDC7B y KLHDC7B en nuestra cohorte y c) validación en base de datos de TCGA. b) 
y d) Correlación entre el nivel de expresión de LncKLHDC7B y KLHDC7B a través de los subtipos de CMTN 
en nuestro datos y del TCGA, respectivamente. e) Relación del Inmunoscore con la expresión de 
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LncKLHDC7B en nuestra cohorte. La prueba de Kruskal-Wallis se realizó para determinar la significancia 
estadística. La etiqueta del eje Y representa la expresión normalizada de LncKLHDC7B y la etiqueta del eje X 
representa el inmunoscore.   

 
El silenciamiento del LncKLHDC7B lleva a la subexpresión del gen 
codificante KLHDC7B e impacta en la expresión de múltiples genes 
relacionados con cáncer 
Para evaluar el papel del LncKLHDC7B en la línea celular HCC1187 con fenotipo 

inmunomodulador, realizamos el silenciamiento del lncRNA hasta un 75% de 

eficiencia mediante sistemas de shRNAs, observando una subexpresión del gen 

codificante KLHDC7B hasta un 50% (figura 18c). Sin embargo, un análisis 

transcriptómico completo después del silenciamiento de LncKLHDC7B, identificó 

un impacto en la expresión de 1265 transcritos de RNA (figura 17d), incluyendo 

varios transcritos miembros de la familia de las proteínas con dominios Kelch. 

Estos datos sugieren que el LncKLHDC7B podría regular la expresión de 

KLHDC7B mediante un evento en cis. Sin embargo, la desregulación de genes 

distantes a LncKLHDC7B, podría sugerir que el lncRNA pudiera tener una función 

adicional en trans o el silenciamiento del lncRNA indirectamente afecta la 

expresión de otros genes que no necesariamente implicaría una regulación por 

efecto trans.     

Los lncRNAs muestran una diversidad de funciones a través de múltiples 

mecanismos, entre los cuales se encuentran las interacciones con moléculas 

como proteínas, DNA y RNA. Siendo las más representativas las interacciones 

con moléculas de RNA [102]. Debido a que los sitios de unión de las proteínas 

estabilizadoras del mRNA (RBP, por sus siglas en inglés) pueden ser compartidos 

con los lncRNAs, la estabilidad o desestabilidad del mRNA puede ser regulada por 

los RNAs largos no codificantes que posean esta característica[103].   

 

Por lo tanto, una primera aproximación usada para explorar la función del lncRNA 

y su relación con la alteración en la expresión de algunos transcritos, se aplicó una 

predicción de interacción mRNA-lncRNA mediante un método basado en 

parámetros termodinámicos usando la herramienta LncTar [104]. Al analizar los 

genes subexpresados por el silenciamiento del LncKLHDC7B, se observó la 
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interacción predicha para algunos mRNAs, indicando una probabilidad de 

interacción con mRNA y LncKLHDC7B (figura 18e). Entre las interacciones 

obtenidas se encontró al mRNA de EZH2, un gen que forma parte del complejo de 

silenciamiento de genes Polycomb [105]. Por lo tanto, la alteración observada en 

la expresión de varios genes podría ser una consecuencia indirecta por el 

silenciamiento de LncKLHDC7B, y la falta de estabilidad del mRNA de EZH2. 

Este enfoque proporcionó información para identificar las interacciones relevantes 

de lncRNA-mRNA para predecir probables dianas del mRNA, y determinar la 

posible función biológica del lncRNA. Además, estudios relacionados a estructuras 

secundarias o motivos estructurales por parte del lncRNA podrían ayudar a 

dilucidar la funcionalidad del lncRNA basado en la formación de estructuras que 

reflejen los cambios dinámicos, organizacionales y funcionales [106]. Sin embargo, 

estudios adicionales tanto  computacionales y experimentales son necesarios para 

validar la hipótesis como regulador post-transcripcional entre el lncRNA y sus 

moléculas blanco predichas.  
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Figura  18. Expresión de lncKLHDC7B y KLHDC7B en tejido normal y tumoral, modelos in vitro y el  
impacto de su silenciamiento en la línea HCC1187. a) Expresión de lncKLHDC7B y KLHDC7B en tejidos 
adyacentes normales humanos y tejidos tumorales a partir de datos de TCGA. b) Validación de la expresión 
del lncKLHDC7B y KLHDC7B en líneas celulares de cáncer de mama. c) Niveles de expresión del 
lncKLHDC7B en la línea celular HCC1187 (fenotipo inmunomodulador) de cáncer de mama después de 
silenciar por el sistema de shRNA. La expresión del gen codificación KLHDC7B se ve afectada por el 
silenciamiento lncKLHDC7B. Figura b) y c) muestran la media ± desviación estándar de al menos tres 
experimentos independientes. La prueba t de Student se realizó para determinar la significancia, * p <0.05, ** 
p <0.01, *** p <0.001 de NC vs shRNAs. d) El mapa de calor representa los transcritos alteradas por 
LncKLHDC7B silenciado. Los microarreglos se realizaron por triplicado para la condición NC (barra azul) y 
shRNA-1 (barra amarilla), el rojo representa una expresión elevada y en verde menos expresado. e)
Predicción de las interacciones entre los blancos de lncRNA-mRNA subexpresados por el silenciamiento del 
lncKLHDC7B. Las líneas continuas y punteadas una interacción media y alta, respectivamente.  
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Figura  19.�Análisis de asociación por culpabilidad. El gráfico de burbujas muestra el enriquecimiento de 
las rutas biológicas correlacionadas por la expresión de lncKLHDC7B. El eje Y representa las vías. El tamaño 
y el color de la burbuja representan la puntuación de cada vía y significancia, respectivamente. 
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LncKLHDC7B modula la expresión de genes asociados a características 
relevantes del cáncer 
Para evaluar el impacto global en genes por el silenciamiento LncKLHDC7B en la 

línea celular con fenotipo inmunomodulador HCC1187, realizamos un análisis de 

enriquecimiento de rutas biológicas utilizando los genes alterados, genes 

codificantes de proteínas significativamente sobreexpresados y subexpresados. 

De acuerdo a los resultados, procesos como migración, invasión y apoptosis 

celular fueron representativos por el silenciamiento del LncKLHDC7B (figura 20a). 

Sin embargo, se identificaron otros procesos como metabolismo de proteínas e 

infecciones virales. Por una parte, el enriquecimiento del proceso de infección viral 

se debió a la presencia de algunos genes involucrados en la replicación o ciclo 

vital del virus. Por ejemplo, genes como AP2A1 y ARRB1 se encontraron alterados 

en este trabajo, pero previamente han sido repostados como genes clave en la 

endocitosis de enterovirus [107]. Adicionalmente, la baja expresión de KLHDC7B 

en conjunto con otros genes, está relacionada con la baja replicación del virus de 

hepatitis C [108]. Por la motivo, la identificación de rutas biológicas diferentes al 

cáncer, pueden deberse a la presencia de algunos genes que han sido reportados 

no necesariamente en los procesos de carcinogénesis.   
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Figura  20.� Enriquecimiento y análisis funcional por el silenciamiento de lncKLHDC7B en la línea 
celular HCC1187. a) Enriquecimiento de procesos biológicos por la alteración transcripcional del 
lncKLHDC7B en la línea celular HCC1187. El tamaño del círculo representa el número de genes involucrados 
en el proceso biológico, el color indica la significación estadística. b) Ensayo de migración e c) invasión celular 
al silenciar al lncRNA en HCC1187. Imágenes representativas son mostradas a la izquierda y sus 
cuantificaciones a la derecha. Barra de escala = 50µm. d) Análisis de apoptosis por citometría de flujo 
(apoptosis temprana y tardía) en HCC1187 transfectadas con shRNA NC, shRNA-1 y shRNA-2. Los 
resultados son mostrados en medias ± DE de al menos tres experimentos independientes. Prueba T de 
student fue realizada para determinar la significancia estadística *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NC vs 
shRNAs.    
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El silenciamiento del LncKLHDC7B incrementa los procesos de migración e 
invasión celular, pero reduce la muerte celular 
El silenciamiento del LncKLHDC7B incrementó significativamente la habilidad 

migratoria de las células HCC1187 en comparación con el grupo control (figura 

20b). Este mecanismo podría deberse a la alteración en la sobreexpresión de 

genes relacionados con estos procesos celulares como se han reportado 

previamente.  Tal es el caso de TNC, CDH3, APP, EPS8 y CAV1 [113-117]. Como 

se muestra en la figura 19c, la capacidad de invasión de HCC1187 se incrementó 

al silenciar el lncRNA en comparación al grupo control. Este mecanismo podría 

estar relacionado con la sobreexpresión de genes que han sido previamente 

involucrados en procesos de invasión; tales como, MMP2 [118, 119], ADAM9 [120] 

y AMOT [121]. Por otra parte, el silenciamiento del lncRNA disminuyó el número 

de células apoptóticas de HCC1187 en ~23%, al inducir la muerte celular con el 

agente QBS (figura 20d). Este efecto podría ser explicado, por una parte a la 

subexpresión de genes relacionados con la inducción de apoptosis como PMAIP1 

[122], RAD21 [123, 124], CCAR2 también conocido como DBC1 [125]. 

Para determinar si el efecto del silenciamiento del LncKLHDC7B y los procesos de 

migración, invasión y apoptosis son exclusivos en cáncer de mama triple negativo, 

silenciamos al lncRNA en dos líneas celulares adicionales de cáncer de mama 

(BT-20 y MCF-7). Los resultados mostraron que el apagado del LncKLHDC7B en 

MCF-7 con fenotipo luminal, afectó la expresión de KLHDC7B (figura 21a) como 

se observó en HCC1187. Además, el silenciamiento promovió la migración e 

invasión de MCF-7 (figura 21b y c); así como la resistencia a la apoptosis (18-

24%) comparado con el grupo control (figura 21d). 

Sin embargo, en un análisis adicional en la línea celular BT-20 triple negativo 

(fenotipo UNS), se obtuvo un silenciamiento del LncKLHDC7B no mayor al 35% 

por uno de los shRNAs (figura 22a), observando una disminución de KLHDC7B 

hasta un 34% (figura 22a). Además, los procesos de migración (figura 22b) e 

invasión (figura 22c) y resistencia a la apoptosis (figura 22d) fueron ligeramente 

alteradas de manera no significativa por el shRNA-1, el cual tuvo mayor efecto en 

el silenciamiento del lncRNA.  
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Figura  21� Análisis funcional del lncKLHDC7B en la línea celular MCF-7. a) Niveles de expresión del 
lncKLHDC7B en la línea celular MCF-7 (fenotipo luminal) de cáncer de mama después de silenciar por el 
sistema de shRNA. La expresión del gen codificación KLHDC7B se ve afectada por el silenciamiento 
lncKLHDC7B. b) Ensayo de migración e c) invasión celular al silenciar al lncRNA en MCF-7. Imágenes 
representativas son mostradas en a la izquierda y sus cuantificaciones a la derecha. Barra de escala = 50µm. 
d) Análisis de apoptosis por citometría de flujo (apoptosis temprana y tardía) en MCF-7 transfectadas con 
shRNA NC, shRNA-1 y shRNA-2. Los resultados son mostrados en medias ± DE de al menos tres 
experimentos independientes. Prueba T de student fue realizada para determinar la significancia estadística 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NC vs shRNAs.    
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Figura  22. Análisis funcional por el silenciamiento del lncKLHDC7B en la línea celular BT-20. a) La 
expresión del lncKLHDC7B y KLHDC7B en células BT-20 transfectadas con shRNA NC o shRNA-1 o -2 hacia 
el LncKLHDC7B fue determinó mediante qRT-PCR. b) El ensayo de migración e c) invasión por el 
silenciamiento del lncKLHDC7B en BT-20. Las imágenes representativas se muestran a la izquierda y su 
cuantificación a la derecha. Barra de escala = 50µm. d) Análisis de citometría para el proceso de apoptosis 
(temprana y tardía) en células BT-20 transfectadas con control y shRNAs-1 y -2 después de la tinción con 
Annexin-V / PI. Todos los datos se muestran como la media ± desviación estándar de al menos de tres 
experimentos independientes. La prueba t de Student se realizó para determinar la significancia estadística, 
ns = p> 0.05, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 de NC vs shRNAs. 
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Expresión del LncKLHDC7B y KLHDC7B, implicaciones clínicas en cáncer de 
mama  
 
Para investigar la implicación clínica de la expresión del LncKLHDC7B y 

KLHDC7B en cáncer de mama triple negativo, se analizó e identificó los niveles de 

expresión del lncRNA y mRNA e información clínica de bases de datos públicos [8, 

126, 127]. Por una parte, la subexpresión de KLHDC7B fue asociada con una alta 

probabilidad de recurrencia o metástasis (n=161,  p= 0.0053, figura 23a), pero no 

al riesgo de muerte comparado con las muestras que mostraron mayor expresión 

del gen codificante (n= 133, p= 0.2122, figura 23b). Sin embargo, no se detectó 

una probabilidad significativa de muerte por la baja expresión del lncRNA en 

pacientes con cáncer de mama triple negativo (figura 23c). Sin embargo, un 

análisis generalizado en cáncer de mama, mostró que la baja expresión del 

LncKLHDC7B y KLHDC7B se asoció significativamente con una menor 

supervivencia (HR:1.910, IC 95%= 1.147 a 3.233, logrank test p= 0.0137; HR: 

1.933, IC 95%= 1.161 a 3.273, logrank test p= 0.0120, respectivamente) 

comparado con pacientes con mayor expresión de LncKLHDC7B o KLHDC7B 

(figura 24).  
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Figura  23. �Implicaciones clínicas de la sub-expresión de lncKLHDC7B y KLHDC7B en CMTN. a) Curva 
de análisis de Kaplan-Meier de supervivencia libre de enfermedad (DFS, por sus siglas en inglés) en CMTN 
de acuerdo a la expresión de KLHDC7B. b) Análisis de supervivencia global (OS) de acuerdo a la expresión 
de KLHDC7B. c) Análisis de sobrevida global Kaplan-Meier de acuerdo a la expresión de lncKLHDC7B a partir 
de datos públicos. (d) Predicción in silico de la susceptibilidad a fármacos aprobados por FDA relacionados 
con la expresión de lncKHDC7B en la línea celular de cáncer de mama triple negativo.  
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Figura  24. Análisis de sobrevida global en cáncer de mama. El análisis de Kaplan-Meier se analizó de 
acuerdo con los niveles de expresión de KLHDC7B y lncKLHDC7B a partir de los datos de TCGA BRCA  [126, 
128]. El valor de p se obtuvo usando la prueba log-rank. 
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Estudios previos y así  como los nuestros, indican que los lncRNAs se expresan 

diferencialmente entre los subtipos de cáncer de mama; por lo que los lncRNAs 

podrían explorarse como una nueva clase de biomarcadores clínicos de respuesta 

a terapia o para el descubrimiento de dianas farmacológicos [129-131]. Para 

identificar lncRNAs relacionados a fármacos en cáncer de mama, se exploró la 

asociación de los niveles de expresión del LncKLHDC7B con la sensibilidad hacia 

fármacos derivado de bases de datos. Para este fin, se utilizó la herramienta 

lncMAP [128] que calcula el coeficiente de correlación de Spearman entre la 

expresión de lncRNA y los valores de CI50 de 24 fármacos aprobados para fines 

oncológicos en líneas celulares de CMTN. Se observó una correlación 

significativamente negativa entre la expresión de LncKLHDC7B y las 

concentraciones de Lapatinib y Paclitaxel (figura 23d), los cuales han sido 

evaluados en diferentes ensayos clínicos (https://clinicaltrials.gov/ct2/home).  
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El cáncer de mama triple negativo es una enfermedad heterogénea a nivel celular, 

molecular y clínico [46-48, 56]. Recientemente, los lncRNAs han emergido como 

moléculas involucradas en diversos procesos biológicos [132-134], así como 

potenciales biomarcadores o blancos terapéuticos [117, 129-131, 135]. En el 

presente trabajo, nos enfocamos en la clasificación de los subtipos moleculares de 

los tumores de cáncer de mama triple negativo, usando la expresión de mRNAs 

[46, 47] para posteriormente identificar los perfiles de expresión de lncRNAs de 

cada subtipos de CMTN. De acuerdo a los controles de calidad derivados del 

análisis de microarreglos y el análisis componentes principales, se presentó una 

baja variabilidad de las muestras analizadas entre cada componente evaluado. 

Esta baja variabilidad podría deberse a que todas las muestras pertenecen a 

cáncer, y tienen poca dispersión. Sin embargo, se observó una discreta 

agrupación de algunos subtipos de moleculares, como los inmunomoduladores y 

mesenquimales.  
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En cuanto al subtipo de CMTN y las características clínicas, no detectamos 

ninguna asociación significativa entre los subtipos de TNBC y el tamaño del tumor, 

histología o datos de supervivencia, excepto grado de tumor. Sin embargo, 

observamos que los subtipos mesenquimales e inmunomoduladores fueron los 

más frecuentes en nuestro estudio, siendo estos resultados similares a los 

previamente reportados por otros trabajos [46, 48, 56]. 

 

Mediante un análisis supervisado, identificamos un perfil de 710 lncRNAs 

expresados entre los subtipos de CMTN de las 156 muestras analizadas. De 

manera interesante, el subtipo LAR presentó el mayor número de lncRNAs 

alterados; entre los cuales podemos destacar a CBR3-AS1 descrito 

sobreexpresado en cáncer gástrico [136], LINC01207 el cual se ha demostrado 

que interactúa con el represor transcripcional EZH2 en adenocarcinoma de 

pulmón y favorece la proliferación celular [137]. Otro lncRNA fue PCAT18, un 

lncRNA implicado en procesos como proliferación, migración e invasión celular 

dependiente de la activación de la vía del receptor de andrógenos en cáncer de 

próstata [138]. Dado este ultimo dato, se podría sugerir que los subtipos de cáncer 

de mama con fenotipo LAR presentaron mayor numero de lncRNAs desregulados 

probablemente por la activación de la vía de andrógenos, un proceso donde se ha 

demostrado el papel de este receptor en la regulación de la expresión de lncRNAs 

en cáncer de próstata [139, 140]. Sin embargo, mas estudios son necesarios para 

demostrar la regulación de los lncRNAs por la vía de andrógenos en cáncer de 

mama triple negativo.  

 

Respecto a los subtipos de CMTN con el menor número de lncRNA alterados, se 

encontró a los subtipos BL1 y BL2. De manera interesante, la mayoría de los 

lncRNAs  identificados en estos subtipos no han sido descritos o caracterizados 

funcionalmente; a excepción del LINC01133, detectado en el subtipo BL2 y cuya 

expresión ha sido demostrada alterada en cáncer de pulmón de células 

escamosas y relacionada con una menor sobrevida [141]. 

 



�

���

�

Por otra parte, en el subtipo M entre los lncRNAs identificados se observó a H19, 

un lncRNA que promueve la transición epitelio mesénquima (TEM) [142], y la 

alteración en su expresión ha sido asociada con un pobre pronóstico en diferentes 

tipos de cáncer [142, 143]. MEG3 y MEG8 fueron otros lncRNAs encontrados 

sobreexpresados en el subtipo MSL y en recientes estudios, muestran que MEG3 

y MEG8  contribuyen en el proceso de TEM [144] [145], así como en la 

diferenciación de células troncales mesenquimales  en mieloma múltiple.  

 

Mediante el uso de bases de datos, se validó la expresión de un grupo de 

lncRNAs identificados entre los subtipos de CMTN. De manera interesante, solo el 

~34% de los lncRNAs de nuestro estudio fueron validados, en una cohorte de 

muestras independientes de tejido fresco congelado. Como se ha reportado 

previamente, un análisis realizado en tejidos frescos congelados contra tejidos 

parafinados de CMTN, es mayor la falta de concordancia de la expresión de RNAs 

no codificantes (78%), en comparación del RNA codificante de proteínas (27%) 

[146]. Esto podría explicar el bajo número de lncRNAs validados en este estudio. 

Sin embargo, factores como: la metodología para la obtención del RNA [147], las 

diferencias entre las químicas usadas para la detección del transcriptoma, la 

captura del RNA (por poli-A) [146], la eliminación del RNA ribosomal [147] o la 

longitud del transcrito de RNA [146],  podrían ser factores clave para tomar en 

cuenta las diferencias encontradas a nivel de expresión, sobre todo para RNAs no 

codificantes.  

Por otra parte, para analizar de una forma global el papel de los lncRNAs 

diferencialmente expresados identificados en cada uno de los subtipos de CMTN, 

realizamos un análisis de asociación por culpabilidad, el cual reveló las vías o 

rutas biológicas asociadas con los lncRNAs expresados para cada uno de los 

subtipos de CMTN; excepto para el subtipo BL2, posiblemente por la falta de 

correlación entre la expresión de mRNAs y lncRNAs. Nuestros hallazgos indican 

que los perfiles de expresión pueden distinguir los subtipos de CMTN, y que los 

lncRNAs pueden estar involucrados en importantes vías relacionadas con la 
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biología del tumor, contribuyendo a la regulación de los circuitos entre lncRNAs y 

mRNAs. 

 

Entre los diferentes lncRNAs desregulados en el subtipo IM, se encontró a los 

lncRNAs IFNG-AS1 y LncKLHDC7B sobreexpresados; IFNG-AS1 es un lncRNA 

involucrado en la respuesta inflamatoria y regula positivamente la expresión de su 

gen codificante adyacente INFG [148]. Corroborando esta información, se 

identificó que el IFNG-AS1 y el IFNG mostraron una correlación positiva en la 

expresión de estos dos genes (r2=0.6. p=2.2e-16). Por otra parte, otro par de 

transcritos sobreexpresados positivamente fueron: el gen codificante KLHDC7B y 

LncKLHDC7B con una correlación de r2=0.9 (p=2.2e-16), sugiriendo que el 

lncRNA pudiera regular la expresión del gen codificante KLHDC7B.   

 

Dado que hubo una relación entre los lncRNAs y el subtipo inmunomodulador, el 

cual fue uno de los subtipos tumorales  más frecuentes, y con un número de 

lncRNAs importantes en vías implicadas en el establecimiento del fenotipo inmune 

y por tener un mejor pronóstico clínico [149], se decidió caracterizar a este subtipo 

tumoral. Varias evidencias indican la importancia del par de transcritos 

LncKLHDC7B/KLHDC7B, incluyendo la expresión específica o enriquecimiento del 

LncKLHDC7B en el subtipo IM. Los niveles de expresión del LncKLHDC7B están 

significativamente correlacionados con su gen codificante (localizado en el mismo 

locus) y nuestro análisis de asociación por culpabilidad resalta la correlación  entre 

el lncRNA y las vías clave relacionadas en cáncer.  

KLHDC7B (proteína 7B que contiene dominios Kelch) es un miembro de la 

superfamilia Kelch; las cuales son proteínas relacionadas con procesos celulares 

como el rearreglo del citoesqueleto y degradación de proteínas [150]. Alteraciones 

en este tipo de proteínas han sido asociadas con varios tipos de cáncer, 

incluyendo: cáncer de pulmón, leucemia,  cáncer de próstata, de cerebro y la 

enfermedad de Hodgkin [151]. Hasta donde tenemos conocimiento, el papel de 

KLHDC7B es poco conocido en cáncer de mama. Por una parte se ha detectado 

la hipermetilación y sobreexpresión de este gen en cáncer de mama, sugiriendo 
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un posible papel como marcador epigenético [152] y su papel en la resistencia a 

muerte celular [153].  Sin embargo, el papel funcional del LncKLHDC7B es 

desconocido.  

El LncKLHDC7B es un transcrito de 260 bases y cuenta con dos exones. A nivel 

genómico es un lncRNA de ~1.26 Kb, localizado en el brazo largo q13.33 del 

cromosoma 22 y comparte el mismo locus que KLHDC7B [154, 155]. Diversos 

estudios han demostrado el papel de los lncRNAs como reguladores de la 

expresión de genes en cis o trans [66, 156]. En este estudio, primero 

corroboramos la correlación de la expresión del LncKLHDC7B y KLHDC7B en 

muestras independientes de bases de datos y líneas celulares. Esta 

sobreexpresión fue corroborada en la línea celular HCC1187 con fenotipo 

inmunomodulador. Posteriormente, se silenció el LncKLHDC7B usando sistemas 

de shRNAs, lo que resultó en la subexpresión del gen codificante KLHDC7B. Así, 

los resultados sugieren que el LncKLHDC7B pudiera regular la transcripción de 

KLHDC7B. Adicional a esta evaluación, se analizó el panorama transcripcional 

global por el efecto del silenciamiento del LncKLHDC7B en HCC1187. Se encontró 

que la expresión de genes se modificó después del silenciamiento; lo que podría 

sugerir el papel potencial  en trans por parte del lncRNA.  

 

Mediante análisis de enriquecimiento de vías se identificó procesos celular 

alterados; como muerte celular, necrosis, apoptosis, movimiento celular, 

migración, invasión y organización del citoplasma por el silenciamiento del 

lncRNA. De manera interesante, se observó varios genes miembro de la familia 

Kelch sobre y subexpresados; algunos de ellos, relacionados con procesos de 

migración e invasión celular, así como en apoptosis [157, 158]. Estudios previos 

mostraron que el silenciamiento de KLHL39, otro miembro de la familia Kelch, 

incrementa la migración e invasión celular, pero decrementa la muerte celular por 

anoikis [159]. De acuerdo con nuestros datos, se mostró que el silenciamiento del 

LncKLHDC7B incrementó significativamente la migración e invasión celular, así 

como la resistencia a la apoptosis de manera significativa en las líneas celular 

HCC1187 y MCF-7 (fenotipo luminal). Estas observaciones fueron también 
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apoyadas por otro análisis en la línea celular BT-20 (la cual mostró mayor 

expresión del LncKLHDC7B y KLHDC7B). De manera interesante, el 

silenciamiento del ~30% fue observado por uno de los shRNAs en BT-20. Aunque 

de forma no significativa, se observó un incremento en los procesos de migración 

e invasión y una tendencia a la resistencia a la apoptosis. En general, estas 

observaciones sugieren que el efecto de la inhibición del LncKLHDC7B y 

KLHDC7B pudiera ser aplicable no solo en cáncer de mama triple negativo, si no 

en cáncer de mama en general.  

Estudios previos sugieren que la sobreexpresión de proteínas de la familia Kelch, 

como KLHL2, incrementan la apoptosis [160] o el silenciamiento de KLHDC7B 

favorece la resistencia a muerte [153]. Aquí mostramos que el silenciamiento del 

LncKLHDC7B llevó a la resistencia a la muerte celular; resultados similares han 

sido reportados donde el silenciamiento de miembros de la familia Kelch llevan a 

la resistencia a muerte celular por anoikis y está asociado con menor sobrevida en 

cáncer colon [159].  

 

Estos resultados apoyan el papel potencial del LncKLHDC7B como un gen 

regulador de la expresión de KLHDC7B y su asociación con el rearreglo del 

citoesqueleto, migración e invasión celular. Otra evidencias del papel potencial de 

los genes KLHDC7B y lncRNAs, provienen del trabajo realizado por Guo y 

colaboradores [161], donde describen un nuevo sitio alternativo de splicing 5´ de 

KLHDC7B en carcinoma cervical. Identificando este nuevo sitio, observamos que 

corresponde a una región que codifica a un lncRNA (Tcons_00029745) y se 

relacionó con diferenciación celular y el tamaño del tumor en carcinoma cervical 

[161].      

Nuestros datos indican que el LncKLHDC7B es requerido para inhibir el proceso 

de migración e invasión celular, contribuyendo en la inducción a la apoptosis, 

sugiriendo su importante actividad reguladora en tumores de CMTN con 

enriquecimiento del LncKLHDC7B o probablemente podría ser un proceso 

generalizado en cáncer de mama.  
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Para investigar la correlación de la expresión del LncKLHDC7B o KLHDC7B y la 

significancia clínica en cáncer de mama triple negativo, el análisis de curvas de 

supervivencia fue realizado usando datos públicamente disponibles. Por una parte, 

la baja expresión de KLHDC7B de muestras de CMTN se asoció  a una menor 

sobrevida libre de enfermedad. Mientras la baja expresión del LncKLHDC7B y 

KLHDC7B en pacientes de CMTN presentaron menor sobrevida global de manera 

no significativa. Sin embargo, un análisis general en cáncer de mama mostró una 

mayor sobrevida global de manera significativa en pacientes con alta expresión de 

LncKLHDC7B y KLHDC7B.  

Hasta donde sabemos este es el primer reporte de la asociación de la alta 

expresión de LncKLHDC7B y KLHDC7B con un mejor pronóstico en cáncer de 

mama. Además, un análisis in silico develó las probables implicaciones clínicas de 

la expresión de LncKLHDC7B con drogas oncológicas. Los resultados sugieren 

que hay una mayor sensibilidad a lapatinib y paclitaxel en células que 

sobreexpresan al LncKLHDC7B; sin embargo, la limitación de este análisis fue la 

validación en un modelo in vitro.  

����������	�	
�

En este trabajo se exploró el panorama transcripcional de mRNA y lncRNAs de 

una enfermedad muy compleja y heterogénea representada por el cáncer de 

mama triple negativo. Se identificaron varios lncRNAs diferencialmente 

expresados entre los subtipos de cáncer de mama triple negativo. Al analizar la 

correlación de la expresión de lncRNAs y mRNA en el subtipo inmunomodulador 

de CMTN, se identificó al par de transcritos codificante y no codificante de proteína 

LncKLHDC7B/KLHDC7B. El silenciamiento del LncKLHDC7B llevó a la 

subexpresión de KLHDC7B, un miembro de la familia Kelch. La baja expresión de 

ambos transcritos resultó en el aumento de la migración e invasión celular con 

resistencia a la muerte celular. Estos resultados sugieren que el LncKLHDC7B 

podría regular la agresividad del subtipo IM de cáncer de mama en parte por la 

regulación de la expresión de su gen huésped KLHDC7B. Además, se observó 
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una tendencia constante hacia una mayor sobrevida global en las pacientes con 

mayor expresión de LncKLHDC7B y KLHDC7B.  

 

Aunque la relevancia clínica de la expresión del LncKLHDC7B debe de ser 

analizada mas a fondo, nuestros resultados reafirman que la subexpresión de 

estos transcritos están asociados con un pobre pronóstico en pacientes con 

cáncer de mama triple negativo. Sin embargo, el mecanismo exacto de cómo 

actúa este lncRNA deberá ser dilucidado para entender mejor su acción en 

cáncer.   

 

�	���	������	
 

- Identificar las proteínas asociadas al LncKLHDC7B mediante el ensayo de 

inmunoprecipitación de RNA (RIP) para determinar el mecanismo por el 

cuál el lncRNA hace su función.   

- Realizar ensayos de aislamiento de cromatina por purificación de RNA para 

determinar la unión del LncKLHDC7B en las regiones promotoras de los 

genes alterados por la modulación en su expresión.  

- Continuar con la caracterización de los lncRNAs identificados en cada uno 

de los subtipos de cáncer de mama triple negativo.  

- Evaluar si la activación del receptor de andrógenos modula la expresión de 

los lncRNAs identificados en el subtipo de cáncer de mama triple negativo 

con fenotipo LAR.  

- Aumentar el número de muestras de subtipos de CMTN menos 

representados (Basal tipo 2) para enriquecer en análisis de rutas biológicas 

de los lncRNAs expresados en este subtipo.  
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Tabla 2 . Características clínico-patológicas de la población 

Características 
Número BL1 BL2 IM M MSL LAR UNS 

Valor de p # (Total = 
156) (n=23) (n=12) (n=35) (n=35) (n=11) (n=19) (n=21) 

         Edad (años) 
≤ 50 66 12 3 15 15 5 6 10 0.0835& 
>50 79 8 9 18 18 6 10 10 
NA 11 3 0 2 2 0 3 1 

Grado de tumor 
≤ II 26 1 1 3 7 1 8 5 
> II 110 19 10 26 24 9 8 14 0.0148$ 
NA 20 3 1 6 4 1 3 2 

Tamaño de tumor 
(cm)          

≤ 2cm 64 6 6 12 15 7 9 9 
> 2cm 74 14 5 19 15 3 7 11 0.398$ 

NA 18 3 1 4 5 1 3 1 

Tipo histológico 
CDI 110 16 6 26 27 8 13 14 
Otro 30 3 5 6 5 2 3 6 0.400$ 
NA 16 4 1 3 3 1 3 1 

Seguimiento, 
meses (mediana) 55.8 50.5 56.6 55 48 65.8 59.8 62.1 0.5620@ 

IC 50.7-60.9 34.8- 
66.2 

37.3-
75.8 

43.9- 
66.1 

37.6- 
58.4 

41.6-
90.1 42-77.6 49.2-

75.1  

Dead event 
Yes 30 8 4 9 5 1 1 2 

0.0663$ 
No 112 12 7 23 27 10 15 18 

Unknown 14 3 1 3 3 0 3 1 
BL1: Basal-like1, BL2: Basal-like 2, IM: Inmunomodulador, MSL: Troncales de tipo mesénquima, M: Parecidos a 
mesénquima, LAR: receptor de andrógenos luminal, UNS: no determinados. CDI: carcinoma ductal infiltrante. IC: 
intervalo de confianza 95%. NA: información no disponible. #: Los datos NA no fueron incluidos para determinar la 
significancia estadística. &: prueba de ANOVA, $: Chi- cuadrado. @: prueba Kruskal-Wallis. 
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Tabla 3. Lista de transcritos de lncRNA y mRNA co-expresados positivamente en el subtipo 
inmunomodulador. 
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Anexos 1. Protocolo de clonación y transformación para shRNAs (BLOCK-iT). 

�
1. Generar “ds Oligo” (50µM). 

 
 Vol. 
Oligo Sentido (a 200 µM) 5 µL 
Oligo Antisentido (a 200 µM) 5 µL 
10x Oligo Annealing Buffer 2 µL 
DNase/RNase water-free 8 µL 

Vol.total 20 µL 
Hibridación 
Y dilución  
de oligos 
 

2. Hibridar los ds Oligos a 94oC por 4 minutos. 
3. Dejar a temperar la reacción de 5-10 min (a temp. Ambiente). 
4. Centrifugar por 5 segundos (spin) y mezclar cuidadosamente . 
5. Diluir los oligos 10,000 mil veces  a través de dos diluciones seriadas como se 

indica a continuación: 
a) Tomar 1 µL (50µM) del mix de ds Oligo previamente hibridados y diluirlos en 99 

µL de agua libre de nucleasas (suplido por el Kit). 
b) Tomar 1 µL (500nM) del oligo del paso “a)” y mezclarlo con 10µL de “10x Oligo 

Annealing Buffer”  más 89 µL de agua libre de nucleasas (suplido por el Kit). El 
oligo ahora está a 5nM. 

c) Hacer alícuotas del oligo ya diluido (3 de preferencia) y almacenar a -20ºC.  
(estas alícuotas no lamacenar por mucho tiempo).  

 
 Ligación 

6. Hacer el siguiente mix para la ligación.  
 Vol.  
5xLigation Buffer 4 µL 
pENTR/U6(0.5ngµL) 2 µL 
Ds Oligo (5nM; diluido 1:10000) 1 µL 
DNase/RNase water-free 12 µL 
T4 DNA ligase 1 µL 
 20 µL 
 

7. Mezclar  e incubar por 5 mint. A temp. Ambiente  
8. Colocar la reacción en hielo y proceder hacer la transformación  en E. Coli 

(ONE SHOT TOP10 suplido por el Kit). 
Transformación           
 

9. Centrifugar la reacción de ligación brevemente y colocarlo en hielo. 
10. Descongelar en hielo un vial de células de E. coli ONE SHOT® (50µL). 
11. Colocar de 1-5 µL (se recomiendo 2µL) de cada ligación dentro de un vial de 

células competentes  y mezclar suavemente con ligeros  golpes al tubo. NOTA: 
NO mezclar por pipeteo. Almacenar los remanente de ligación nuevamente a 
-20oC.  

12. Incubar las células en hielo de 5 a 30 minutos ( recomiendo 10 minutos). 
13. Dar un choque térmico a las células por 30 segundos a 42 oC, sin mover la 

reacción.  
14. Pasar el tubo de 42 oC a hielo (mantenerlo por 2 minutos) . 
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15. Agregar 250 µL de medio S.O.C (atemperado, suplido por el kit). 
16. Incubar a 37ºC por 1 hora con agitación (200 rpm).  
17. Sembrar de 20-100 µL (se recomiendo 50µL) del cultivo bacteriano en placas 

de agar LB que contenga 50  µg/mL de kanamicina. Nota: guardar a -80 el 
resto de las células competentes.  

18. Incubar toda la noche a 37ºC.   
 
 
  

Análisis de células transformadas 
 

Por secuenciación 
 

a) Picar de 5-10 colonias resistentes a Kanamicina y cultivarlas toda la noche en 
medio LB (o medio SOB) con 50µg/mL de kanamicina.  

b) Aislar el DNA plasmídico (usar MidiPret.) 
c) Secuenciar el pENTR/U6  de cada construcción. Usar los oligos  U6 Forward y 

el M13 reverse. (recomiendo secuenciar con el M13 para un mejor resultado de 
la lectura). 

d) Confirmar: la secuencia y correcta orientación de la secuencia (oligo ds).  
 

PCR de colonia 
 

a) Preparar la reacción de PCR-TaqPlatinum. 
 
940C x 5 min 
940C x 30 seg 
480C x 30 seg      x 30   
720C x  30seg 
720C x 4 min 
 
 Vol. Por 

1rx 
( ) Rx 

Buffer 10X 2 µL  
MgCl2  50mM 0.6 µL  
dNTPs 10mM 0.4 µL  
U6 Forward (100ng/µL) 0.4 µL  
M13 Reverse (100ng/µL) 0.4 µL  
TaqPlatinum  0.1 µL  
H2O 16.1µL  
Vol.Total 20 µL  

 
 
 

b) Correr 10 µL de producto de PCR en gel de agarosa al 2%. Si se observa un 
amplicón de ~261 pb. Probablemente está el inserto de shRNA. Proceder a 
propagar la colonia y extraer el DNA plasmídico para su secuenciación capilar 
(Sanger).  

 
 

Propagación y extracción de DNA plasmídico.  
 

1. Tomar la colonia bacteriana de interés (positivas a PCR de colonia) y sembrar en 10 mL de 
medio líquido LB con kanamicina (50 µg/mL).  

2. Incubar a 370C de 14 -18 hrs en agitación a ~200 rpm (incubadora del cuarto de las líneas 
celulares). Notas: no cultivar más de 20 hrs las bacterias. 
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Extracción MidiPret 

 
3. Una vez incubado el tubo toda la noche, centrifugar por 35 segundos a 12,000 rpm.  

4. Lavar el Pellet de bacterias con agua libre de nucleasas. 

5. Resuspender el botón de bacterias en 600µL en agua libre de nucleasas. 

6. Agregar 150µL de 7X Lysis Buffer (Azul) y dar vortex por 1 minuto. Esperar 2 minutos. 

(Nota: Después de agregar el buffer 7X lysis B deberá cambiar la tonalidad de un azul 

opaca a mas claro, indicando que la lisis de completó). 

7.   Agregar 400µL de Neutralization Buffer (Amarillo) frío  y mezclar por  vortex por 2 

minutos. La muestra cambiará de amarillo a un color amarillento opaco con poco 

precipitado.  Invertir la muestra 2-3 veces más  para asegurar una neutralización completa. 

8. Centrifugar de 13,000 rpm por 7 minutos. 

9. Colocar la columna Zymo-SpinIIN en el tubo colector.  

10. Transferir el sobrenadante (~900 µL)  en la columna Zymo-Spin IIN  y centrifugar por 15 

segundos. Transferir el sobrenadante restante a la columna.   NOTA: no llevarse detritus 

del pellet.  

11. Decantar el fluido y agregar 200µL de Endo-Wash Buffer a la columna.  Centrifugar por 

30 segundos.  

12. Decantar y agregar 500µL de Zyppy Wash Buffer a la columna. Centrifugar 1 minuto. 

13. Secar la columna a 13,000 rpm por 2 minutos. 

14. Transferir la columna a un tubo nuevo de 1.5mL. Agregar 30 µL de Agua libre de 

nucleasas directamente a la columna e incubar durante 1 minuto a temperatura ambiente. 

NOTA: NO USAR ZYPPY ELUTION BUFFER para secuenciación.  
15. Centrifugar a 13,000rpm por 30 segundos para eluír el DNA. 

16. Guardar a -20.  

 
 

Preparación de medio sólido LB (Lennox L agar) con 50µg/mL de kanamicina. 
 
Para 1 litro:  

a)  Disolver  32 gramos de medio LB agar en 1 litro de agua destilada. 
b)  Esterilizar a calor húmedo (autoclave) a 1210C por 15 minutos. 
c)  Dejar enfriar el medio esterilizado a 600C y agregar 1 ml del antibiótico     
     (concentración stock de 50mg/mL), para obtener una concentración final 
a   
      50µg/mL de kanamicina).  NOTA: usar mechero para evitar 
contaminación del medio    
       estéril.  
d)  Vaciar ~15 mL del medio (antes que se solidifique) en placas de 10 cm 
de    
diámetro. 
e)   Dejar solidificar el medio y hacer prueba de esterilidad dejando las 
placas a 370C toda la noche.  
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f) Al día siguiente, evaluar y desechar las placas que tengan crecimiento 
bacteriano (USAR MECHERO).  
 

Preparación de medio sólido LB (Lennox L agar) con 100µg/mL de ampilicina. 
 
Para 1 litro:  

a)  Disolver  32 gramos de medio 
LB agar en 1 litro de agua destilada. 
b)  Esterilizar a calor húmedo (autoclave) a 1210C por 15 minutos. 
c)  Dejar enfriar el medio esterilizado a 600C y agregar 400 µL del 
antibiótico     
     (concentración stock de 250mg/mL)de ampicilina), para obtener una 
concentración final  a  100µg/mL).  NOTA: usar mechero para evitar 
contaminación del       
       medio  estéril.  
d)  Vaciar ~15 mL del medio (antes que se solidifique) en placas de 10 cm 
de    
diámetro. 
e)   Dejar solidificar el medio y hacer prueba de esterilidad dejando las 
placas a 370C toda la noche.  
f) Al día siguiente, evaluar y desechar las placas que tengan crecimiento 
bacteriano (USAR MECHERO).  
 
 

Preparación de medio líquido LB (Lennox L Broth base)  50µg/mL de 
kanamicina. 
 
Para 1 litro:  

a)  Disolver  20 gramos de medio LB en 1 litro de agua destilada. 
b)  Esterilizar a calor húmedo (autoclave) a 1210C por 15 minutos. 
c)  Dejar enfriar el medio esterilizado a 600C y agregar 1 ml del antibiótico     
     (concentración stock de 50mg/mL), para obtener una concentración final 
a   
      50µg/mL).  NOTA: usar mechero para evitar contaminación del 
medio    
       estéril.  

 
C1V1=C2V2 
 
V1=  Volumen necesario del antibiótico stock para obtener la C2 final. 
C1= Concentración stock del antibiótico (por ejemplo: 50mg/mL = 50,000 
µg/mL). 
V2= Volumen total de medio a preparar( por ejemplo: 500 mL). 
C2= Concentración final del antibiótico (ejemplo: 50µg/mL). 
 
Ejemplo:  
 
V1 =   
 
� agregar 1 mL de antibiótico de concentración inicial de 50 mg/mL  a 
1Litro   de medio LB para una concentración final de  50µg/mL de 
antibiótico. 
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Anexo 2. Secuencias de shRNAs usadas en este estudio. 
 
Nombre Secuencia Blanco 
shRNA-1 5´-CACCGCCTCAGCCCAAGTCTTAACTCGAAAGTTAAGACTTGGGCTGAGGC-3´ lncKLHDC7B 

shRNA-2 5´-CACCGCCCAAGTCTTAACTTCAGCTCGAAAGCTGAAGTTAAGACTTGGGC-3´ lncKLHDC7B 

NC 5´-CACCGGAATTACGGAGTCTTCTTCGCGAACGAAGAAGACTCCGTAATTCC-3´ GPF 
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Abbreviations 

Triple negalive breasl cancer (TNBC) reprcsents an aggrcssive phenolypc 
wilh poor prognosis comJXlrcd with ER. PR, and H ER2-positille tumors, 
TNBC is a helerogencous disease. and gene exprcssion analysi s has idenlified 
seven molecular SublypcS, Accumulating evidencc demonstrdtes that long 
non-coding RNA (lncRNA) are involvcd in regulalion of gene exprcssion 
and cancer biology. conlributing to esscntial cancer cell funetions . In this 
study. we analyzcd Ihe exprcssion profile of IncRNA in TNBC sublypcs from 
156 TNBC samples. and then characterizcd the functional role of 
LncKUIDC78 (ENSGOOOOO226738), A tOlal of 710 IncRNA were found lo 
be dilTercntially cxprcsscd bc:twccn TNBC subtypcs, and a subset o f these 
altercd IncRNA wcrc indepcndently validated, We disco\'crcd that 
ulcKLHDC78 (ENSG(x)()()()226738) acts as a lranscriptional modulator of 
its neighboring coding gene KLI-IDC78 in the immunomodulalory sublYPC, 
Furthermore. ulcKLH DC7E knockdown enhanced migrdtion and invasion. 
and prom Oled rcsistance 10 ccllular death, Our findings confimled the contri
bulion of LI1cKLI-IDC78 to induction of apoptosis and inhibition of cell 

ADAM9, ADAM mstallopeptidase domain 9; AMOT, angiomotin; APP, amyloid beta precursor protsin; Bll, basa¡..¡ike 1; Bl2, bosa ~like 2; 
CAV1, caveolin 1; CCAR2, cell qde and apoptos is regulator 2; CDH3, cadherin 3; CI, confidence interva l; ECM, e Kt racellular m¡¡trix; EPSS, 
epidermal growth factor receptor pathway substra le 8: ER. e st rogen receptor; FDR, fal se discovery rate; FFPE, formalin-fixedp<J"affm
embedded; GAPDH, glyceraklehyds-3-phosphate dshydrogsna58; GBA, guil t-by .... ssociat ion analysis: GEO, gene expresslon omnibus: HER2, 
human epidermal growth factor receptor 2; HR, halard ratio; HTA, human transcriptome array; 1M. irrmunomodula tory; IPA, ingsnuity 
pathway anatys is; KLHDC7B, Kelch domain containm9 7B; KLHL39, Kelch-l ike prOlsin 39; LAR, lummal androgen receptor; lneKLHDC7, long 
non.co:;ling KLHDC7B; IncMAP, lncRNA modulator atlas m pan-cancer; IneR NA, Ion9 non.coding RNA; MHC, major histocompa;ibility 
complex; M, mesenchymal; MMP2, matril< meta llopsptida58 2; MSl, mesenchymal stern-lika: PMAIP 1, phorbol-12.rnyristale-13 .... cetate
induced prote in 1; PR, progesterone re08pto r; QBS, 2-amino-N.qLinolin.a-y~benlenesu lfonamide; RAD21, RAD21 cohesin complex 
component shRNA, short hairpin RNA; TCGA, The Caneer Gsnome Atlas; TGF, transforming growth factor; TN, tripl9-negative; TNBC, triple
negative breast canQlr; TNC, lenasc in C; TNF, t lnlor necrosis factor; U87, sma ll nucleolar RNA U87; UNS, unstab le. 
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Functiona l analysi. ",valed Iha! miR·]22 has a rol~ as a lumor suppressor 
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Population and breast cancer patients ' ®~ 
analysis reveals the diversity of genomic 
variation of the BReA genes in the Mexican 
population 

1. e Femández-Lopez ', S. Romero-CÓlooba' , R. Rebollar-Vega', LA Alfaro-Rl.liz' , S. 1iménez-Morales', 
F. BeIHán-Ana)o'a' , R Arellano-Hama,' , A. Cedro-Tanda' , M. Rio.>-Romero' , M. Ramirez-FlorenciQl, V. Bal.ltiSta-Pii'la2, 
e [K) rri nguez-~es2, F. Vtllt:ga>-cano~/, A. TenoriO-Torres2 and A, Hidalg:¡-Miranda" . 

Ab str .. n 

Intefpre!ation r1 v<Yiants ril.lnmcwn significance ('v\JS) in genetic I~ il. oompI;ca!e;l In ethndly dil.e'se popoJations, 
gM!n!he Iao:;kel irformation regarding!he oornmon specrrum of geoetic varialirn in cJnicalIy relevanl genes. f>ubli::: 
ava i"blily ofdata obta ined ~om righ-tt'rQl..9hPJt genotypi''9 andlor e><ome massw.:- pa ral~ seq~r.g (MPS}ba~ 

projects from _al thcxJ'Jlds ri o<;!bred ~ might be<:ome useful toOO to evallJilte the paIhogenidtyof a VUS, 
bao;ed on ~5 frequency in d ifferl:'nl populaliOl1$. ln lile ca>e of lhe Mexlcar. afld ame! lalino popu lation~ severa l 
lholJsands of sample~ have beo:on genotwed or ¡,equen.ced d uring the lalt few yea,s as par! el drfferef11 effor!S 10 
ldentify common var'1ants awx:lated 10 common disea<,es, In Ihis re¡::ofl, we analyzed Mexlcm population dala 
from a sampl;o of 3985 o utbrl:'d individua~, and add~iona l 66 he red~ary brealt (ar.cer pat ien!! we<e analyzed in 
omer to bene r def,r.e the spect ru m of ())JMlon genomic va ,OIlior. of lile BRo.r afld BOCAl genes , Ou, ana~ 
identifred lile mast ())mmO/l genetic va r¡¡¡nts In ¡he>e d inica lly rl:'M:o.iant ger.es as we ll as ¡he presence arld 
frequency of speclfl( patllogenic mutat ions PrI:'senl in lhe Mex;can pop ulation. Analyo;i~ of the 3985 population 
samples by MPS ldentlfíed three palhogenic mutations in BRo.r, only one populalion sample lhowed a SROIr 
exon 16-17 óe~ion by MLPA Th;s ,es ul ted Ir. a basal prevalence of deiele rio<;s mutalions el 0. 10% (1:<196) for 
BFK:A r and 11 pathogenic m,¡tations In BFeA1, resu ~ ¡ng lo a basal prevaien.ce cA de~erio<;s mutatlons of 0.276% 
(1 :362) for BKA1, combined of 0376% (1:265) Separate ana lys;s of tlle breasl <:arree, palients identif.ed the 
pre<,en.ce of pathogenic m,¡lalions in 18% (12 pathogenlc mutations In 66 patief1ts) oflhe sample~ by MPS and 
13 addrtional a lll:'ralions by MLPA These res u ~s will suppor! a t>ettef interpr€'lalion of clinica l st ud ies foc: used on 
lile deteclion of BRCA mutatiQrl!; io Me:<icao arid latioo poPJ lat iorn Jr.d wil l he!p 10 def,r.e me genera l 
preva lence of deletefio l.lS mutatlons wilhir. these popu IatlOl1$ 

Keywords: BReA. Breast c",cer, Populations, Germlir.e, Genetk: lestiog 
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Functional Integrity and Gene Expression Profiles 
of Human Cord Blood-Derived Hematopoietic Stem 
and Progenitor Cells Generated In Vitro 

ROBERTO DIROo-MALOONAOO,a PATRIOA FLORES-GU2MAN,a JULlfTA CORRAL-NAvARRO,a 

ILEANA MONDRAGÓN-GARCfA,a ALFREDO HIOALGO-MIRANOA,b FREDY OMAR BaTRAN-ANAYA,b 

ALBERTO CEDRo-TANDA,b LOUROES ARRIAGA-PIZANO,c OOETTE BALVANERA-ORTlz,d HECTOR MAVANI G" 
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ABSTRACT 

To date, different experimental strategies have been developed for the ex vivo expansion of 
human hematopoietic stem (HSCs) and progenitor (HPCs) cells. This has resulted in significant 
advances on the use of such expanded cells in transplantation settings. To this day, however, it is 
st ill unclear to w hat elltent those stem and progenitor cells generated in vitro retain the function al 
and genomic integrity of their fres hly isolated counterparts. In trying to contribute to the solving 
of this issue, in the presen t study we have selected and purified three different hematopoietic cell 
populations: HSCs (C034+ C03B' CD4SRA- C071' lin- cells), myeloid progenitor cells (C034' C038· 
CD4SRA+ C071- lin- cells), and erytlToid progenitor cells (C034+ C03B+ C04SRA- C071+ lin- cells), 
obta in ed d irectly from fre sh human umbilical cord blood (UCB) units or generated in vitro under 
particular culture conditions. We, then, compared their funct ional integritv in vitro and the ir gene 
expression profiles. Our results indicate that in spite of being immunophenotipically similar, fre sh 
and in vit ro generated cells showed significant differences, both in functional a nd genetic terms. 
As compared to their fresh counterparts, those HSCs generated in our culture system showed a 
deficient content of long-term culture-initiating cells, and a marked differentiation bias toward the 
m yeloid lineage. In addition, in vitro generated HSCs a nd HPCs showed a limited expansion poten
tia!. Such functional a lte rations correlated with differences in their gene expression p rofi les. These 
observations are re levant in terms of HSC biology a nd may have implications in UCB expansion 
and transplantation . STEM CE l l S T RANSLATIQNAl MEDICINE 2018;7:602-614 

SIGNIFICANCE STATEMENT 

This study presents evidence indicating that in vitro-generated hematopoietic stem and progeni

tor cells differ in functional and genetic terms from their freshly obtained counterparts. These 
tindings have biologic and ciinical implications. 

INTROOUcnON 

Over the last three decades, umbilical cord 
blood (UCa) has become a ma)or source of 
hematopoietic stem and progenitor cells (HSCs 
and HPCs, respectively) for hematopoietic 

transplantation [1, 21. UCB not only contains 
ciinically relevant amounts of primitive hema

topoietic cells that possess great prolifel<ltion 
and expansion potentials [3-61. but such cells 
can be stored in public or private UCB banks 
[7-91. To date, it is estimated that over 40,000 
UCB transplants (UCBT) have been performed 
worldwide. In pediatric patients, UCB trans

plantation has become a first-line therapy for 
specific hematological conditions, with results 

compal<lble to those obtained when using 
adult marrow or mobilized periphel<ll blood 
[101. In contl<lst, most adult patients trans
planted with UCB show prolonged periods of 
neutropenia and thrombocytopenia after trans
plant, which results in increased morbidity and 
mortality [111. This $eems to be due, at least in 
part, to the fact that the absolute numbers of 
HSCs and HPCs in aUca unit are significantly 
lower than in abone marrow or a mobilized 
peripheral blood unit [12}. 

In the last few years, difterent strategies 
have been explored to improve UCBT in adult 
patients. Among them, three approaches have 
already been taken into the ciinic, namelv, dou
ble-unit transplants, intra bone injection of 

ST EM CELLS TRANSLAT IONAL MEDIC INE 2018;7:602-614 www.5temCellsTM.com © 2018 The Authors 
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Insights into the Regulatory Role of 
Non-eoding RNAs in Caneer 
Metabolism 
Fredy o. BeItr*!,Anaya, Alberto Cedro- Ta'Ida, AJTrndo Hidalgo·MI_ • _ 
SandrlI L Ro"""".cOf"doba • 

Ganoor reprIlSOOts a ~ dIsease oógmted from altarations In seMaI genes 
Iea<ir'g lo disturbanoos In ~t ~ palttways h \\mor bIoIogy. favomg 
helerog¡nity !hal p!OOKltes ~WItIy ¡nj ph<mlacobp reslstanco 01 I\mor 

oeIIs. MatabolG r~ nas emarged as !Wl ~anl haIIITl¡fl( o/ C!II"oOO" 

charactertzed by !he presooce 01 _~ !tt=fYsIs, n:rnasoo gM~ ;ni latty 

acId bIosynltllSls, as WfiA as an atara:l rrftocilord1al erug)' p«XluGtIoo. TOO metabolG 
sw!IalBS tila! st.ppOrt llIlIlfgetic reqLiloo1ents 01 canear cets ¡v-e cIoseIy rQalOO 10 

IlIIher acllvallon 01 oncogooes ()f doM'l-modlAallon oIllma-st.pp!ll5SOf genes. nnat¡ 

Ieadr"g lo dysrnglAalm 01 cal proWOOItIrn, metastasis <ni <hg msistanoo sIgnaIs. 
Noo-codi1g RNAs (ncRNAs) haY!! 00l9!g00 as one ifrp(rt!Wlt klnd 01 fTldQ:Ues lhat (31 

fllQlA1te ailemd ganes contrlJutlng, lo the estatJlstrTult 01 rneIatx*: reprograrnnlflg. 
Mornover, ávQoe rmlatdc sqas can If9Jlate ocRNA expressioo and actM\y al 
geootk:, trmscrIptklnaJ, ()f ~ 1eveIs. TOO reg.datay ~pB 01 ncRNAs 

may provIOO a OON llpp«lOCh for underslardtJg and trootmmt 01 diIIQ'OOt types o/ 
maIgf1afIciBs. In tht5 rf1IIf1N WQ !Iscuss !he rngLCatory rolo exe.1oo by r.cRNAs on 
metaboIIc enz;mes iHl pathways Inldved Í'1 gkJcose, Ipkl. ¡nJ arrioo octl rneIatx*sm. 
We aIso rIl'IIew how metaoolk:; stroo> condtIoflS and t\fl"Oflll ricroen'\I!rorml i'lTkJooce 

ncRNA exp'BSSkln and actMty. Flfihllrmool, WII coomoot m Ihe ltlerapwUG polen!lal 

01 metaboIIsm-fOOtlld f1CRNAs In canear. 
.... ____ .. _______ '5 ... __ _ --

, .... ' ...... " ... 

METABOLlC REPROGRAMMING: CANCER METABOLlSM 
CHANGlNG THE ENERGETIC STATE TO FULFllL CELLULAR 
REQUIREMENTS 

o.r<gUl.;ttion of "Uulu m.rgctic. h .. borm pointoo out as 001. cf th. <m<r¡¡ing hallmuko of 
c:men, botb during<arly"HuIu .r.u"fonna.óoo ond ... driving phmotyp< of ~ .umorill"nk 
prngnm' (~ ond Pour--gur, lOO8. Mw>oz_Pin..!o <t .L, 2011). UndeT pII)'1ioiq¡ko1 
conditiOlu. c.o. moin • .m rq¡uIat<d .nd compln rnrtobolic homeo.w;. I>y di~s< .ignoIrng 
¡nih ..... )'I !ha. fw>c'ÍOII • • en"l!rtic Im""'- Mrtabolic ><"""'. OC! rnJ ... nrtwork of roor<""'ti .... 
• ign.lIing asead.., "'" only 10 fulfiU th. m<rg<1K ...... uiI<lIl<n .. of Ihe ,.n •. bu! .100 10 inH ... "". 
«tlulu l".bwaJ" liU .. H growth, proIif ... tion. and d.ath ( Dwnoni<r ... 1. 201J). In con""", 

....... ""'fil-...rl_,., 
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Changes in global gene expression profiles induced by HPV 16 E6 
oncoprotein variants in cervical carcinoma 03-A cells 

Ana Elvira Zdcapdla-Gómez ' , Osear Del Moral-Hernández ' , Nicolás Villegas-Sepúlveda b, 

Alfredo Hidalgo-Miranda o, Sandra Lorena Romem-Córdoba<, Fredy Omar Beltrán_An aya C
, 

Marco Antonio Leyva-Vázquez · , Luz del Carmen Alarcón-Romem <l, 
Berenice lllades-Aguiar· ·· 
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... RTIClE INFO "' B STR"'CT 

M"''' hil,,'Y 
.. """'d 15 .... "" 20'S 
.. ,....-...1 '0 .... ..,.1'" "' .... 1<nI 
'1 N",_, 10'5 
Ac«fIt<d 16 N",_. 20'S 
"' .. ~,..~ .. 11ltC<_lOI' 

_ ."..tyzed ti-.. rirc .. or ti-.. ~p"'>sion or HPV 16 E6 oo<:.,.,..-in nri. nt« M ..... M<. E ..... 176iC1SO. 
¡;'CIS8IC3S!I. E.(;150~.00 ti-.. E_Prototypr in ¡Io!>.1 ~"" ~xpression proru.-. ;o.., in vitro mod~l . E6 
~"" _. ct"ned inla.n exp""'ion ""'_ fu<<<I lo CFP.oo ""'"' rr.nsfKted in 03-... c~1b.. "'fymfirix 
~".o,ip "~m.lR Tr.n.rnptom< lIrr>.y ¡tO pt..tfolm w •• ~5ed ta ."..tyzr ti-.. ~xpr=ioo of ",,~r 245.000 
rndin¡ tr"'5Cript~ w~ foooo tlu.t 11PV16 E6 ""n.n ... ~red thr ~xp ..... ion of 31r7 dihr~nt.~ in 
ro"""ri"", wim ¡;'Pmtotypr. Thr .~~ g<1"o<'5 .'" i"",,1wd in ~Ihlt..r pro<r5"" ..... ted ro the 
drv~lopm~nt or <~IVir;;t1 .. n:inDm ... urn ... oKIl>r>ion. .n¡i~ ..... i~ ."""""is, diff~",nt"tion. ~II cy<1r, 

HPV Ifi u; """'1"""'" ._~ 
Ol-A",1i< 

pralif...-.. ioo. rr.n!<ription.oo pro ..... rr.o.LIt; ..... Our .... uIt. """" tlu.t polyrno.-phic: du."8'" in HPVI6 

CI<tI.oI ", .. """ ... 100 
Co",lal utdnom.I 

E6 IUtIl r" nn. nt< .... ",1IicÍ<11t ro .k~r thr """r..u ~"" ~x pr<'5Si"" profilr in al ..... c~u.. ~pt..ini'" in 
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Illl roductlon 

11 h.l< been widely ,hown lhal áronlc infection by High R.io;k 
Hum"" PApiIIorn.winr; (HR-HI'V) i, lhe main rio;k rdctor ror de",,¡' 
<lping Cf' .... icdl edrcin<lma (ce) dnd ilS precursor lesion, (M!lnger ~I 
dL 20(4). GenOlyI'" 16 <If mc HR_HPV is Ihc ntO<l ronvnon in 
ee .... ic.ll Cdrcinoma I'oOrIdwide (Cr05bie ~I ~L 200: Obcidal CI al. 
2m3).dnd ilS onrogenic J1OU'ntidl io; mainly ",Laled mme drnon <Ir 
<lnroprolcin, E6 dnd E7. Thc .. <lnropracins haw lhe dbi~1y ro bind 
,cverdl e.,uuLar p"""in, ~nd In ",rf"", wim rundamcnldl prorc"es 
whidt promolC """"iGlI c.vcinogene<is. such d' ~poplD<io;. cell 

'CíK«<po>noiM« 'o: "'. u.-. CMdM.t< ~, Q:,;lpMI<i<ItP. Cm __ ]'lO9O. 
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_"""~mMt.«KII (O, 0.1 M",. I_Ht mMId<.t~ 

• .u~ ..... -"", (N. Vill<s~""). 
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B.lItI<s, 2010: Moody dnd Laimin •. 2010), 

S."erdl 'tudies h.we 'ugges",d Ihdl HPV 16 """""" m"Y ron_ 
rribule ro carnr d .... elopmcnl (Xi el al.. 20fJ7~ GenClic 'tudie, h.we 
,hown naturdl dmin<l ddd Vdri""l' <Ir HPV16 m~1 .ve d.l<<ilicd 
dcrording ro Ihe poIymorphie eh""ges in lhe E6 gene ""d lhe LCR 
region (Cor""l CI dL 2(12). Thc ",rerenre HPV 16 II"nome W.l< 
'equeltCt'd in 1985 (Se«lorf N dL 19115) dnd many """"",, h......, 
~n round <ina. lhal time. HPV 16 ",,"dnl' h.wc been d.l<<ilicd 
inro rOllr mdjor ~n""lI'" (Europe.ln--A<i"". Afric.on L Afric"" 2 ""d 
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on me popuLati<ln ,tudicd (Xl el ~L 2007, lO<Il; Come! ~t di , 2m 2: 
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triple-negative breast cancer subtype and its alteration
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Triple negative breast cancer (TNBC) represents an aggressive phenotype

with poor prognosis compared with ER, PR, and HER2-positive tumors.

TNBC is a heterogeneous disease, and gene expression analysis has identified

seven molecular subtypes. Accumulating evidence demonstrates that long

non-coding RNA (lncRNA) are involved in regulation of gene expression

and cancer biology, contributing to essential cancer cell functions. In this

study, we analyzed the expression profile of lncRNA in TNBC subtypes from

156 TNBC samples, and then characterized the functional role of

LncKLHDC7B (ENSG00000226738). A total of 710 lncRNA were found to

be differentially expressed between TNBC subtypes, and a subset of these

altered lncRNA were independently validated. We discovered that

LncKLHDC7B (ENSG00000226738) acts as a transcriptional modulator of

its neighboring coding gene KLHDC7B in the immunomodulatory subtype.

Furthermore, LncKLHDC7B knockdown enhanced migration and invasion,

and promoted resistance to cellular death. Our findings confirmed the contri-

bution of LncKLHDC7B to induction of apoptosis and inhibition of cell
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negative breast cancer; TNC, tenascin C; TNF, tumor necrosis factor; U87, small nucleolar RNA U87; UNS, unstable.
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migration and invasion, suggesting that TNBC tumors with enrichment of

LncKLHDC7B may exhibit distinct regulatory activity, or that this may be a

generalized process in breast cancer. Additionally, in silico analysis confirmed

for the first time that the low expression of KLHDC7B and LncKLHDC7B is

associated with poor prognosis in patients with breast cancer.

1. Introduction

Triple negative breast cancer (TNBC), defined in the

clinic by the negative expression of estrogen receptor

(ER), progesterone receptor (PR), and lack of overex-

pression of human epidermal growth factor receptor 2

(HER2), is a heterogeneous tumor that represents ~ 14–
23% of all breast cancers (BC) (Lara-Medina et al.,

2011; Martinez et al., 2013; Perez-Rodriguez, 2015).

TNBC currently lacks targeted treatment, is more aggres-

sive, has worse global survival in metastatic disease,

affects young women, and a higher proportion of African

American and Hispanic women (Bauer et al., 2007; Dent

et al., 2007; Foulkes et al., 2010; Rastelli et al., 2010).

With the development and advancement of high through-

put technologies, TNBC has been classified into intrinsic

subtypes based on coding gene expression [messenger (m)

RNA] and ontology analysis into the following groups:

two basal-like (BL1 and BL2), immunomodulatory (IM),

mesenchymal (M), mesenchymal stem-like (MSL), lumi-

nal androgen receptor (LAR), and unstable (UNS) sub-

types (Lehmann et al., 2011). Subtyping of TNBC based

on non-coding RNA (ncRNA) expression and research

on its therapeutic implications are still being refined

(Lehmann et al., 2016).

During the development of cancer, major transcrip-

tional alterations can be induced by ncRNA, leading to

changes in global gene expression patterns and genomic

instability (Wapinski and Chang, 2011). A large pro-

portion of RNAs with no coding capacity (Consortium,

2012), such as long non-coding RNA (lncRNA) (Mar-

tin and Chang, 2012), have emerged as key players in

several biological processes. LncRNA have > 200

nucleotides, transcribed by RNA polymerase II, mainly

located within the nucleus but also found in the cytoso-

lic compartment, lack protein-coding potential, and

show lower expression compared with mRNA (Derrien

et al., 2012). The lncRNA species are also considered

to be new protagonists in the development of cancer,

with potential roles in oncogenic and tumor suppressor

pathways (Gibb et al., 2011; Li and Chen, 2013; Wap-

inski and Chang, 2011).

To analyze the differences in lncRNA expression

landscapes in TNBC subtypes, we evaluated lncRNA

expression profiles of 156 TNBC samples. TNBC

subtypes were first defined by mRNA microarray

expression profiling, and differentially expressed

lncRNA were identified between subtypes. A signifi-

cant number of differentially expressed lncRNA were

identified between all subtypes, and some of them were

validated in an independent cohort of TNBC samples.

LncKLHDC7B, an lncRNA that was over-expressed in

the immunomodulatory subtype, was selected for fur-

ther investigation of its functional role in TNBC

through modulation of its expression in cell lines.

Down-modulation of LncKLHDC7B resulted in down-

regulation of its coding gene (KLHDC7B) and in the

alteration of the expression of several other genes, as

well as in an increase in migration and invasion, in

addition to resistance to cell death not only in TNBC

cell lines, but also in other breast tumor subtypes, sug-

gesting its potential role in breast oncogenesis.

2. Materials and methods

2.1. Collection and processing of samples

A total of 156 formalin-fixed, paraffin-embedded

(FFPE) tissues were collected from the Instituto de

Enfermedades de la Mama FUCAM (Mexico) and the

Istituto Nazionale dei Tumori (Italy) by retrospective

collection from 2007 to 2015. Samples were defined as

triple-negative using the current international

histopathological criteria, less than 1% of positive cells

for ER and PR, and HER2. Immunohistochemical

detection of the three markers was carried out using

the following antibodies: ER (clone 1D5, Dako, Den-

mark, Carpinteria, CA, USA), PR (clone PgR636,

Dako, Denmark) and HER2 (K5204, Dako). Cytoker-

atin 5/6 and Ki67 (clone D5/16B4, Dako, Denmark)

were also evaluated to rule out potential false-negative

immunohistochemical reactions. All procedures were

performed according to the Declaration of Helsinki,

and were reviewed and approved by the Ethics and

Research Committees of the National Institute of

Genomic Medicine (approval number CEI2016/13).

A pathologist identified regions of the sample with

the highest amount of cancer tissue, and tissue cores

were obtained with a 2-mm-wide needle with a tissue

arrayer. Tissue cores were used for RNA extraction
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using the AllPrep� nucleic acid purification FFPE kit

(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufac-

turer’s instructions. Subsequently, RNA was quantified

by spectrophotometry (Nanodrop, Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) and stored at �80 °C
until further processing.

2.2. Microarray processing and data analysis

Transcriptional profiles were analyzed using the Affy-

metrix Human Transcriptome Array V2.0, following

the manufacturer’s instructions. Briefly, ~ 200 ng of

total RNA was converted into complementary (c)DNA

and labeled with the SensationPlusTM FFPE Amplifica-

tion and WT Labeling� kit (Affymetrix, Santa Clara,

CA, USA) and hybridized on the array, which detects

both mRNA and lncRNA. Arrays were washed,

stained, and scanned using a Genechip Scanner 3000

7G (Affymetrix). The data were analyzed with the

Robust Multichip Analysis (RMA) algorithm using

Affymetrix default analysis settings and global scaling

as normalization method on a Affymetrix Transcrip-

tome Analysis Console (TAC) V3.0 [Data accessibility

gene expression omnibus (GEO): GSE86948]. The Com-

Bat function was used to remove batch effects using the

SVA package. The boxplots, heat maps, and correlation

analyses were conducted in R software (http://cran.r-pro

ject.org; http://www.bioconductor.org; ggplots cran.r-

project.org) using tools from the Bioconductor project

(http://www.bioconductor.org) (Wickham, 2009).

2.3. Messenger RNA subtyping of triple-negative

breast cancer samples and lncRNA expression

profiles

The Web-based TNBCtype algorithm (http://cbc.mc.va

nderbilt.edu/tnbc/) was used to identify the mRNA-

based subtypes of TNBC in our cases (Chen et al.,

2012). Four of 160 TNBC samples were excluded from

lncRNA expression profile analysis, according to the

bimodal filter of the TNBCtype algorithm (Chen et al.,

2012). After mRNA subtyping, we analyzed the

lncRNA expression profiles between subgroups using

the Affymetrix Transcriptome Analysis Console (TAC)

v.3.0, through comparison of the samples belonging to

a specific subtype against to the rest of the samples

(e.g. IM vs other subtypes). A ≥ 1.5-fold change,

ANOVA P-value less than or equal to 0.05, and false

discovery rate (FDR) < 0.05 were considered as signifi-

cant to detect expression changes between the TNBC

subtypes, except for BL2 where FDR was < 0.5. A

heatmap with the differentially expressed lncRNA is

shown in Fig. 1. TNBC samples from the GEO

database (Data accessibility GEO: GSE76250) were

used for validation of differential gene expression in an

independent cohort (Liu et al., 2016). Gene ontology

and cellular pathway analysis were carried out using

DAVID (Frederick, MD, USA) (Huang da et al., 2009).

Venn diagrams were used to show the relationship

between groups of differentially expressed lncRNA

(Heberle et al., 2015).

2.4. Guilt-by-association analysis

Enrichment pathway analysis was carried out by a guilt-

by-association analysis (Guttman et al., 2009). Briefly,

normalized gene expression of mRNA and lncRNA of

the 156 profiled tumors were used to build a correlation

matrix including only the differentially expressed

lncRNA and mRNA for each subtype. For each

lncRNA, mRNA were ranked according to their Spear-

man correlation coefficient and P value. A significant

correlation between lncRNA and mRNA was consid-

ered as follows: Spearman correlation > 30% and P

value < 0.05. The lncRNA-mRNA co-expression was

computed to define candidate lncRNA prioritization by

identifying which transcripts show a coordinated

expression pattern across a group of samples. The sig-

nificant correlated mRNA were then evaluated in an

enrichment pathway analysis to define their impact on

the signaling process, using ENRICHR (New York , NY,

USA) (Kuleshov et al., 2016) to associate the altered

lncRNA with pathways and signatures that were signifi-

cantly enriched. The co-expression correlations were the

basis for constructing an enrichment pathway analysis

in which each term represents a set of transcripts with a

significant strength co-expression relationship. To com-

pute this weighted correlation analysis, some functions

of the WGCNA package were applied (Los Angeles, CA,

USA) (Langfelder and Horvath, 2008).

2.5. Immunoscore prediction

Gene expression profile of four immune-related classes

(effector cells, immunosuppressive cells, MHC molecules,

and selected immunomodulators) were evaluated to

determine the Immunophenoscore* using the available R-

script deposited on GitHub (https://github.com/mui-icbi/

Immunophenogram).

2.6. Analysis of LncKLHDC7B expression in breast

cancer cell lines

MCF10A, BT20, MDA-MB-468, MDA-MB-231,

Hs578-T, MCF-7, and HCC1187 cell lines were grown

under standard conditions (DMEM or RPMI-1640
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medium, ATCC�, Manassas, VA, USA) according to

each line, supplemented with 10% FBS (ATCC�) and

incubated at ~ 37 °C with 5% CO2. Total RNA was

isolated using the Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA) according the manufacturer’s recommenda-

tion. Subsequently, RNA was quantified by spec-

trophotometry (Nanodrop) and stored at �80 °C until

further processing.

2.7. Reverse transcription polymerase chain

reaction

Complementary DNA was synthesized using SuperScript

III RT-PCR (Invitrogen) following the manufacturer’s

recommendations. Briefly, 100 ng of total RNA was used

to synthesize cDNA in a final reaction volume of 20 lL.
The real time PCR mixture contained 1 lL of cDNA,

Fig. 1. Differential expression of lncRNA across TNBC subtypes. (A) Supervised hierarchical clustering of the differentially expressed

lncRNA in TNBC subtypes. Red represents up-regulation and green down-regulation. Rows correspond to transcripts and columns to

samples, color bar represents each TNBC subtype. (B) Venn diagram shows the common and differential lncRNA between TNBC subtypes.
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5 lL 29 TaqMan Universal Master Mix (Applied

Biosystems), 0.5 lL TaqMan� probes (Hs00536653_s1,

custom from tcon_00029630), and 3.5 lL of nuclease-

free water. GAPDH (Hs99999905_m1) and U87

(Hs03298717_s1) were used as endogenous controls for

coding and non-coding genes, respectively. The fold

change for each gene (KLHDC7B or LncKLHDC7B) in

treated cells relative to control cells was calculated using

the Ct (2^-DDCT) method, where DDCt = DCt treated

cell (shRNA-1 or -2) – DCt control cell (NC); DCt = Ct

coding gene – Ct GAPDH or DCt = Ct non-coding gene

– Ct U87.

2.8. Long non-coding RNA down-regulation with

shRNA

Short hairpin RNA were generated using the BLOCK-

iTTM U6 RNAi Entry Vector Kit (Invitrogen) following

the manufacturer’s instructions. Briefly, pairs of cDNA

oligos were designed containing four nucleotide over-

hangs necessary for directional cloning. We generated

the double-stranded oligo (ds-oligo) and subsequently

performed the ligation reaction of ds-oligo into the

pENTRTM/U6 vector, which was used to transform

competent Escherichia coli One Shot� TOP10 cells.

Sanger sequencing was used to corroborate the pres-

ence and correct orientations of the ds-oligo insert.

Two shRNA were used to silence LncKLHDC7B

(shRNA-1, 50-CACCGCCTCAGCCCAAGTCTTAA

CTCGAAAGTTAAGACTTGGGCTGAGGC-30 and

shRNA-2, 50-CACCGCCCAAGTCTTAACTTCAGC

TCGAAAGCTGAAGTTAAGACTTGGGC-30) and

negative control (NC, 50-CACCGGAATTACGGAGT

CTTCTTCGCGAACGAAGAAGACTCCGTAATTC

C-30), with a sequence that does not target any mRNA

in the human genome GFP.

Silencing of LncKLHDC7B was performed in three

cell lines: HCC1187 (TNBC), MCF-7 (Luminal A) and

BT-20 (TNBC) using two shRNA (shRNA-1 and

shRNA-2), which were transfected using XfectTM

Transfection Reagent Protocol (Clontech, Palo Alto,

CA, USA). Briefly, HCC1187 cells (6.5 9 105 cells per

well), BT-20 (5 9 105 cells per well) and MCF-7

(5 9 105 cells per well) were seeded in 6-well plates

and 3 lg of plasmid was transfected during 24 h.

Nanoparticle complexes were removed and replaced

with complete growth medium. After 48 h post-trans-

fection, expression of LncKLHDC7B was evaluated by

RT-PCR. The RNA was extracted using Trizol

according the manufacturer’s recommendations and

stored at �80 °C until processing. A > 70% decrease

of lncRNA expression was achieved after 48 h post-

transfection using 2–3.5 lg of plasmid. The

experiments were carried out in triplicate. The effect of

silencing LncKLHDC7B on the whole-genome tran-

scriptional landscape in HCC1187 was analyzed with

the HTA 2.0 microarray (Affymetrix; Data accessibil-

ity GEO: GSE114468), as described above. Genes with

a fold change of > 2 and < �2, and a P value <0.05
were considered significant and selected for biological

pathway analysis using Ingenuity Pathway Analysis

(IPA) software and GENETRAIL2 (Stockel et al., 2016).

2.9. Migration and invasion assay

Cell migration and invasion assays were performed

using Transwell migration chambers with 8-lm pores

(Corning, NY, USA). Transfected cells were harvested,

re-suspended in RPMI without FBS at a concentration

of 5 9 104 cells in 100 lL, and seeded into the upper

chamber of the 24-well plate. The lower chamber was

filled with 600 lL RPMI containing 10% FBS. For

the invasion assay, 1 9 105 cells were plated on cham-

bers precoated with 1.6 mg Matrigel (Corning). Cells

were incubated (HCC1187 and MCF-7 for 24 h, BT-

20 for 6 h) for migration assay and (HCC1187 for

36 h, BT-20 and MCF-7 for 48 h) for invasion assay

at 37 °C, in 5% CO2. Each experiment was done in

triplicate. At the end of the experiments, cells that

migrated to the reverse side of the Transwell mem-

brane were fixed with paraformaldehyde (3.7%),

stained with crystal violet, and counted using IMAGEJ

software (Madison, WI, USA) (Schneider et al., 2012).

2.10. Apoptosis assay

Apoptosis was induced with ~ 50 lM of 2-amino-N-qui-

nolin-8-yl-benzenesulfonamide (QBS; A3105, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) for 24 h before the end

of 48 h post-transfection. The cells were then immedi-

ately harvested by trypsinization and washed with PBS.

The cells were re-suspended in binding buffer and

stained with Annexin V and PI (FITC Annexin V/ Dead

cell Apoptosis kit, Invitrogen) for 15 min in the dark at

room temperature. The stained cells were examined by

cytometry. The cells were categorized into early apop-

totic cells and late apoptotic cells (bounded in red lines).

2.11. Statistical analysis

Statistical significance was analyzed using GRAPHPAD

PRISM (version 6, San Diego, CA, USA) and STATA (Ver-

sion 12, College Station, TX, USA) software. Variances

in Kruskal–Wallis tests, ANOVA test, Student’s t test,

and chi-square tests were performed for all comparisons

involving categorical variables. Correlation between
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variables was determined by Spearman’s correlation

coefficient. The Kaplan–Meier method and survival dif-

ferences among groups were assessed by log-rank test. A

P value < 0.05 was considered significant (*P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001).

3. Results

3.1. Population characteristics and TNBC

subtypes distribution

A total of 156 samples derived from patients with TNBC

were included in this study. The mean age of patients was

53 years old (range 26–88) and infiltrating ductal carci-

noma was the most frequent type of tumor. Clinical and

pathological information on TNBC patients included in

this study is shown in Table 1. TNBC subtypes were

identified using the TNBCtype algorithm, which assigned

samples to the six triple-negative breast cancer subtypes.

Analyzing our TNBC cohort, the majority of tumors

were clustered as IM and M (22.4%, n = 35/156), fol-

lowed by BL1 (14.7%, n = 23/156) and LAR subtypes

(12.2%, n = 19/156), BL2 (7.7%, n = 12/156), MSL sub-

type (7%, n = 11/156), and UNS (13.5%, n = 21/156)

(Fig. S1a). The distribution of the TNBC subtypes in our

cohort was similar to previous studies (Lehmann et al.,

2011; Liu et al., 2016; Masuda et al., 2013) (Fig. S1b).

DAVID enrichment analysis (Huang da et al., 2009) was

applied to each of the TNBC subtypes to corroborate

previously reported signaling pathways enriched in each

TNBC subtype (Table S1, Fig. S2).

3.2. Unique lncRNA expression profiles in TNBC

subtypes

Once our tumor cohort was classified into TNBC sub-

types, we identified expression patterns of lncRNA

among the tumor subclasses (Fig. 1A). In particular,

710 lncRNA showed differential expression: 84 were

altered in at least two of the TNBC subtypes, whereas

524 were only altered in a particular tumor subtype

(Fig. 1B, Tables 2 and S2). Comparison between the

LAR subtype and all other subtypes yielded the high-

est number of differentially expressed lncRNA (50.9%,

n = 362/710) followed by M subtype (16.5%, n = 117/

710) and IM subtype (14.5%, n = 130/710). The MLS

subtype showed 98 altered lncRNA, whereas the basal

subtypes (BL1 and BL2) had a lower number of dereg-

ulated lncRNA (19 and 11 transcripts, respectively)

(Fig. 1B, Tables 2 and S2).

Table 1. Clinical-pathological characteristics of the population.

Characteristics

Number BL1 BL2 IM M MSL LAR UNS

P-valuea(Total = 156) (n = 23) (n = 12) (n = 35) (n = 35) (n = 11) (n = 19) (n = 21)

Age (Mean � SD) 145 47.7�10.4 59�14.6 50.1�12.6 55.2�14.2 53.3�10.4 59.1�15.6 51.9�14.6 0.0835b

Tumor grade

≤II 26 1 (3.8) 1 (2.1) 3 (5.5) 7 (5.9) 1 (1.9) 8 (3.1) 5 (3.6)

>II 110 19 (16.2) 10 (8.9) 26 (23.5) 24 (25.1) 9 (8.1) 8 (12.9) 14 (15.4) 0.0148c

Unknown 20

Tumor size (cm)

≤ 2 cm 64 6 (9.3) 6 (5.1) 12 (14.4) 15 (13.9) 7 (4.6) 9 (7.4) 9 (9.3)

> 2 cm 74 14 (10.7) 5 (5.9) 19 (16.6) 15 (16.1) 3 (5.4) 7 (8.6) 11 (10.7) 0.398c

Unknown 18

Type histology

IDC 117 17 (15.9) 6 (9.2) 29 (26.7) 28 (26.7) 8 (8.4) 13 (13.4) 16 (16.7)

Other 23 2 (3.1) 5 (1.8) 3 (5.3) 4 (5.3) 2 (1.6) 3 (2.6) 4 (3.3) 0.168c

Unknown 16

Follow up, month (mean) 55.8 50.5 56.6 55 48 65.8 59.8 62.1 0.562d

CI 50.7–60.9 34.8–66.2 37.3–75.8 43.9–66.1 37.6–58.4 41.6–90.1 42–77.6 49.2–75.1

Dead event

Yes 30 8 (4.2) 4 (2.3) 9 (6.8) 5 (6.8) 1 (2.3) 1 (3.4) 2 (4.2) 0.064c

No 112 12 (15.8) 7 (8.7) 23 (25.2) 27 (25.2) 10 (8.7) 15 (12.6) 18 (15.8)

Unknown 14

BL1, basal-like 1; BL2, basal-like 2; CI, 95% confidence interval; IDC, infiltrating ductal carcinoma; IM, immunomodulatory; LAR, luminal

androgen receptor; M, mesenchymal; MSL, mesenchymal stem-like; SD, standard deviation; UNS, undetermined.
aUnknown data were not included for the statistical significance.
bANOVA test.
cChi-square test P < 0.05 (in bold).
dKruskal–Wallis test.
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To validate the lncRNA expression patterns in the

TNBC subtypes, we corroborated the expression of

some candidates using an independent cohort contain-

ing lncRNA profiles. Consistent with our data, a set of

lncRNA was differentially expressed in the compar-

isons between BL1, BL2, M, MSL, IM, and LAR

tumors in our in silico analysis (Fig. S3). Validation of

the expression of this set of lncRNA in an independent

cohort suggests that they might play important biolog-

ical roles in the establishment of TNBC subtypes.

3.3. Identifying biological pathways associated

with lncRNA in TNBC subtypes

To gain insight into the biological relevance of the

altered lncRNA, we used a guilt-by-association

approach to investigate their relationship to dysregu-

lated mRNA and their possible impact on different

pathways. This analysis revealed a significant associa-

tion between some of the differentially expressed

lncRNA and mRNA, as well as the enrichment in

key breast cancer-related pathways of associated cod-

ing genes for each TNBC subtype. lncRNA altered in

BL1 correlated most strongly with extracellular

matrix organization, cell cycle and transforming

growth factor-beta (TGF-b) signaling. IM lncRNA

are most strongly related to antigen processing, inter-

feron signaling and immune system. LAR contains

lncRNA that are potentially involved in translation

regulation. Altered lncRNA in M tumors are associ-

ated with toll-like receptor and TNF signaling.

Finally, the co-expression correlation network of

altered lncRNA-mRNA in the MSL subtype was

enriched in focal adhesion, ECM receptor interaction,

and PI3K-Akt signaling pathway (Fig. 2, Table S3).

With the exception of the BL2 subtype, where we did

not find any significant association, guilt-by-associa-

tion analyses suggested functions for a set of altered

lncRNA by their weighted co-expression with related

mRNA that defined a group of pathways with rele-

vant correlations with lncRNA expression portraits in

human tumors.

3.4. Co-expression of lncRNA and coding genes

in IM subtypes

Long non-coding RNAs can function as enhancers of

the expression of both adjacent and distant genes. To

prioritize the most biologically relevant lncRNA in the

IM subtypes (one of the most frequent subtypes), as a

first approach we identified lncRNA (intergenic or

intragenic) with possible regulatory functions over

their neighboring genes; thus we analyzed lncRNA–
mRNA pairs positively co-expressed (Fig. S4,

Table S4). This approach defined the positive correla-

tion of KLHDC7B and ENSG00000226738.

3.5. LncKLHDC7B (ENSG00000226738) and

KLHDC7B show a correlated expression pattern

in the immunomodulatory subtype

The lncRNA ENSG00000226738 (which we call

LncKLHDC7B) and its coding gene KLHDC7B were

among one the most correlated pairs evaluated (r2 = 0.9,

Table 2. Up-regulated and down-regulated lncRNA with higher rate

of change between TNBC subtypes.

lncRNA name

Fold

changea
ANOVA

P-value

FDR

P-value

TNBC

subtype

RP11-532E4.2 16.98 0.000133 0.015499 BL1

LINC01956 3.26 6.72E-13 4.54E-08 BL1

LINC01123 1.88 7.11E-07 0.000572 BL1

RP11-619J20.1 �1.65 0.000054 0.009449 BL1

RP11-815J21.4 �1.65 0.000489 0.031038 BL1

RP1-142L7.5 �1.82 0.000059 0.00983 BL1

RP11-116G8.5 2.73 0.000015 0.060613 BL2

RP11-3K16.2 2.22 0.000036 0.089263 BL2

LINC01133 1.69 0.000655 0.307124 BL2

LINC02095 �7.91 0.000565 0.300484 BL2

RP4-620F22.2 9.87 0.00E+00 0.00E+00 IM

RP5-1171I10.5 1.9 1.71E-14 2.95E-12 IM

ELMO1-AS1 1.71 7.48E-10 5.31E-08 IM

RP13-455A7.1 �1.79 0.000545 0.014289 IM

CTD-2033D15.1 �2.98 0.000041 0.001466 IM

IFNG-AS1 1.82 6.93E-12 6.63E-10 IM

RP11-206M11.7 80.48 1.78E-15 1.08E-12 LAR

LINC00993 4.24 8.76E-07 0.000048 LAR

PCAT18 2.56 1.11E-16 8.24E-14 LAR

AF178030.2 �7.68 9.13E-10 1.41E-07 LAR

LINC01152 �2.27 0.000181 0.002271 LAR

VIM-AS1 �1.83 3.63E-07 0.000024 LAR

GAS5 �1.63 0.000023 0.000538 LAR

LINC02095 20.31 1.11E-16 1.50E-12 M

RP11-84E24.2 7.5 0.00E+00 0.00E+00 M

SOX9-AS1 13.71 0.00E+00 0.00E+00 M

H19 2.99 0.000066 0.002324 M

ANO1-AS1 2.13 0.000059 0.00212 M

CASC15 1.82 9.47E-08 0.00001 M

RP11-553K8.5 �3.39 6.12E-10 2.27E-07 M

RP11-989E6.8 �2.97 4.34E-07 0.000037 M

ANKRD44-IT1 �1.86 8.62E-08 0.00001 M

MEG3 4.21 5.29E-11 4.35E-08 MSL

AC133106.2 3.97 1.11E-09 6.08E-07 MSL

DNM3OS 3.73 0.000039 0.003966 MSL

VCAN-AS1 3.22 0.000019 0.002127 MSL

CARMN 2.44 2.25E-11 2.03E-08 MSL

TCONS_l2_00019097 �1.59 0.000161 0.0125 MSL

LINC00302 �1.64 0.000782 0.042797 MSL

TCONS_l2_00003601 �1.89 0.000845 0.045414 MSL

aResults from TAC software (Affymetrix).
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P < 0.0001; Figs S4 and 3A–D). The overexpression of

the pair LncKLHDC7B/KLHDC7B as well as their cor-

relation in the IM subtype was also validated in TCGA

data (Fig. 3C,D, Table S4). We evaluated the expression

of both transcripts in a panel of breast cancer cell lines,

which showed increased expression of both genes in

many tumor cell lines, including IM cell line (HCC1187),

in contrast to a non-tumorigenic epithelial cell line

MCF10A (Fig. 4A). Interestingly, these observations

were reproducible in breast cancer tissues compared with

normal tissue using databases from TCGA (Fig. S6). We

noticed a distinct expression pattern of KLHDC7B and

LncKLHDC7B among the different triple-negative sub-

groups, both in tumors and cell line models (Figs 3A-D,

4A and S6). To further validate the relationship of

LncKLHDC7B with the immunophenotype, we calcu-

lated the immunophenoscore of our profiled cohort. Our

findings showed distinct expression patterns across the

scores, where the highest scores (9 and 10) present a

significant enrichment of LncKLHDC7B, particularly in

the IM subtype (Fig. 3E). Given these results, we selected

the HCC1187 cell line to investigate further the func-

tional role of LncKLHDC7B in the immunomodulatory

subtype.

We then chose the LncKLHDC7B/KLHDC7B pair

for further analysis for the following reasons: (1)

LncKLHDC7B may be a subtype tumor marker of the

IM subtype, but its function is not well described in

the literature; (2) LncKLHDC7B presents a significant

association with its coding gene (localized in the same

locus), which indicates a possible regulatory activity;

(3) our guilt-by-association analysis highlighted corre-

lations between the lncRNA and key cancer-related

pathways such as antigen presentation, natural killer-

mediated cytotoxicity, interferon signaling, and cell

adhesion (Fig. S5). All these data suggest a potential

role for LncKLHDC7B in the TNBC subtype estab-

lishment and biological regulatory programs.
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Fig. 2. Overview of the biological pathways by guilt-by-association analysis across TNBC subtypes by lncRNA-mRNA co-expression. Guilt-

by-association analysis showing the significant enriched pathways of the resulted co-expression mRNA-lncRNA. Pathway enrichment

analysis resulted in significant association with cancer-related signaling. The y-axis label represents pathways and the x-axis label represents

TNBC subtypes. Bubble chart shows biological pathways enrichment by differential expression of lncRNA for each TNBC subtype. Size and

color of the bubble represent the score each pathway and TNBC subtypes, respectively.

Fig. 3. Evaluation of LncKLHDC7B and KLHDC7B expression in TNBC subtypes. (A) LncKLHDC7B and KLHDC7B expression levels in our

cohort and (C) TCGA database. (B) Correlation between gene expression level of LncKLHDC7B and KLHDC7B across TNBC subtypes in our

dataset, and TCGA database (D). (E) Relation across the immunoscore with the expression of LncKLHDC7B in our cohort. Kruskal–Wallis

test was performed to determine significance. The y-axis label represents the normalized expression of the LncKLHDC7B and the x-axis

label represents the immunoscore.
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3.6. Silencing of LncKLHDC7B down-regulates

KLHDC7B and impacts the expression of a large

number of genes

We evaluated the role of LncKLHDC7B on oncogenic

phenotypes in the IM breast cancer HCC1187 cell line

model. The knockdown of LncKLHDC7B was achieved

with ~ 75% silencing efficiency (Fig. 4B) and a 50%

inhibition of the expression of KLHDC7B gene

(Fig. 4B). Furthermore, a complete genomic analysis of

the transcriptomic state after silencing of LncKLHDC7B

revealed an impact on the global expression of 1265 tran-

scripts (Fig. 4C, Table S5), including several transcripts

from the Kelch family. These data demonstrated that

LncKLHDC7B might regulate gene expression both in

cis, mediating the transcriptional activation of the

Fig. 4. Impact of LncKLHDC7B silencing on the TNBC immunomodulatory phenotype. (A) Validation of LncKLHDC7B and KLHDC7B

expression in a panel of breast cancer cell lines. (B) Expression levels of LncKLHDC7B in immunomodulatory phenotype (HCC1187) of

breast cancer cell line after silencing by shRNA system. KLHDC7B coding gen expression is affected by LncKLHDC7B silencing. All data are

shown as the mean � SD of at least three independent experiments. Student’s t test was performed to determine significance *P < 0.05,

**P < 0.01, ***P < 0.001 of NC vs shRNA. (C) Heatmap from transcripts altered by LncKLHDC7B silenced. The microarray was performed

in triplicate for the NC condition (blue bar) and shRNA-1 (yellow bar). Red represents elevated and green down-regulated expression. (D)

Prediction of interactions between lncRNA and mRNA targets sub-expressed by the silencing of the LncKLHDC7B. Continuous and dotted

lines represent a medium and high interaction, respectively.
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KLHDC7B gene, and in trans, by regulating distant

genes located throughout the genome.

Long non-coding RNAs show a diversity of functions

through diverse mechanisms, interactions with other

RNA molecules being some of the most representative.

We applied an mRNA-lncRNA interaction prediction

with a nearest-neighbor method based on thermodynamic

parameters using the LncTar tool (Li et al., 2015). Genes

most significantly down-regulated upon LncKLHDC7B

silencing were evaluated. Our results indicate a high and

medium direct interaction between the mRNA and

LncKLHDC7B (ndG value ≤ �0.1 indicates a true pre-

dicted interaction that could not be considered a chance

event). Thus, their down-modulation might be a direct

consequence of LncKLHDC7B knockdown. The regula-

tor-signaling network mediated by LncKLHDC7B in the

IM cell line model is described in Fig. 4D and Table S6.

This approach provided relevant information to identify

valuable lncRNA–mRNA interactions for predicting

RNA targets and figuring out the possible biological

function of the lncRNA.

3.7. LncKLHDC7Bmodulates the expression of

genes associated with relevant hallmarks of cancer

To investigate the global impact of LncKLHDC7B

inhibition in the IM cell line model, we performed an

Ingenuity Pathway Analysis on up- or down-modu-

lated targets after LncKLHDC7B reduction, which

revealed a significant over-representation of cancer-

relevant pathways related to cell migration, cellular

death, apoptosis, and invasion (Fig. 5A).

3.8. Silencing of LncKLHDC7B increases cellular

migration and invasion, and decreases cell death

LncKLHDC7B knockdown significantly increased the

ability of cells to migrate in comparison with control

HCC1187 cells (Fig. 5B,C). This oncogenic phenotype

could be achieved by the observed up-modulation of

TNC, CDH3, APP, EPS8, and CAV1, as previously

reported (Baek et al., 2010; Chen et al., 2015a; Diaz

et al., 2014; Lim et al., 2014; Zhang et al., 2016). As

shown in Fig. 5C, the invasion ability of HCC1187

cells transfected with shRNA was significantly

enhanced compared with the control group. This phe-

notype might be related to the up-modulation

(Table S5) of genes that have been previously involved

in the invasion process, such as MMP2 (Fagan-Solis

et al., 2013; Kim and Rhee, 2016), ADAM9 (Micocci

et al., 2013), and AMOT (Zhang and Fan, 2015).

Additionally, the depletion of LncKLHDC7B

decreased the number of apoptotic cells, reaching

~ 23% of reduction in HCC1187 cells going through

apoptotic death (Fig. 5D). This effect might be

explained by the down-regulation of genes related to

the induction of apoptosis, such as PMAIP1 (Zhao

et al., 2014), RAD21 (Chen et al., 2002; Pati et al.,

2002), and CCAR2 (known as DBC1) (Kim et al.,

2008), that we observed to be under-expressed after

LncKLHDC7B silencing (Table S5).

To determine whether the silencing effect of

LncKLHDC7B on cellular migration, invasion, and

apoptosis events are exclusive for triple-negative breast

cancer, we silenced lncRNA in two additional cell lines

(BT-20 and MCF-7). Interestingly, the down-regulation

of LncKLHDC7B in theMCF-7 luminal cell line affected

KLHDC7B mRNA expression (Fig. 6A). Moreover,

silencing promoted migration and invasion (Fig. 6B,C)

of MCF-7 cells, as well as a resistance to apoptosis (18–
24%), compared with the control group (Fig. 6D).

However, in the triple-negative cell line BT-20, we

were only able to obtain a 35% of inhibition of

LncKLHDC7B, and we only observed a 34% down-

regulation of KLHDC7B (Fig. S7a,b). In addition, the

migration, invasion, and resistance to apoptosis were

enhanced, albeit non-significantly, by an shRNA

(shRNA-1) that had the greatest effect on the silencing

the lncRNA in this particular cell line (Fig. S7b-d).

3.9. Clinical implications of LncKLHDC7B and

KLHDC7B expression in triple-negative breast

cancer

To investigate the potential clinical implication of

down-regulating LncKLHDC7B and KLHDC7B in tri-

ple-negative breast cancer, we identified and analyzed

public data (Anaya, 2016; Curtis et al., 2012; Lanczky

et al., 2016) with available mRNA or lncRNA expres-

sion profiles and clinical information (disease-free sur-

vival or overall survival). The down-modulation of

KLHDC7B was associated with an increased probabil-

ity of a recurrent or metastatic event (n = 161,

P = 0.0053, Fig. 7A), but not with risk of death

(n = 133, P = 0.212; Fig. 7B) compared with samples

showing a higher expression of the gene. We did not

detect a significant probability of death in tumors with

low expression of the lncRNA in triple-negative breast

cancer samples (Fig. 7C, but a generalized analysis in

breast cancer showed that the low KLHDC7B and

LncKLHDC7B expression was significantly associated

with lower survival (HR 1.910, 95% CI 1.147–3.233,
log-rank test, P = 0.0137 and HR 1.933, 95% CI

1.161–3.273, log-rank test, P = 0.0120, respectively)

compared with patients who presented higher expres-

sion of both transcripts (Fig. S8).
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Previous studies and our results shown above indi-

cated that lncRNA is differentially expressed between

TN breast cancer subtypes, thus lncRNA may be

explored as a new class of clinical biomarkers for ther-

apy response or targets for drug discovery (Arun et al.,

2018; Prabhakar et al., 2017; Wu and Du, 2017). To

identify drug-related lncRNA in breast cancer, we

explored the association of the LncKLHDC7B levels

and drug activity with the lncMAP tool (Li et al., 2018)

(http://bio-bigdata.hrbmu.edu.cn/LncMAP/index.jsp),

which computes the Spearman correlation coefficient

between lncRNA expression and the half maximal inhi-

bitory concentration (IC50) values of 24 drugs approved

for oncology purposes in TNBC cell lines. We observed

a significant negative correlation between the expression

of LncKLHDC7B and concentrations of lapatinib and

paclitaxel (Fig. 7D), which are being evaluated in vari-

ous clinical trials (https://clinicaltrials.gov/ct2/home).

4. Discussion

Triple-negative breast cancer is a heterogeneous disease

at the cellular, molecular, and clinical levels (Lehmann

et al., 2011). Long non-coding RNA have recently

emerged as important players implicated in relevant

biological processes (Martin and Chang, 2012) as well

as potential cancer biomarkers or therapeutic targets

(Arun et al., 2018; Chandra Gupta and Nandan Tri-

pathi, 2017; Prabhakar et al., 2017; Wan et al., 2016;

Wu and Du, 2017). In the present study, we classified

TNBC using mRNA expression profiles (Chen et al.,

2012) and identified several lncRNA expressed in speci-

fic tumor subtypes. The most frequent subtypes in our

sample collection were mesenchymal-like and

immunomodulatory, consistent with previous reports

(Lehmann et al., 2011; Liu et al., 2016; Masuda et al.,

2013). Regarding tumor subgrouping and clinical char-

acteristics, we did not detect any significant association

between TNBC subtypes and tumor size, histology or

survival data, except for tumor grade.

A class comparison analysis identified a profile of

710 differentially expressed lncRNA among the 156

samples belonging to different TNBC subtypes. A

guilt-by-association analysis revealed the possible bio-

logical pathways associated with the lncRNA

expressed for each of the TNBC subtypes except for

BL2, possibly due to lack of correlation between the

expression of mRNA and lncRNA.

Overall, our findings indicate that lncRNA expres-

sion patterns can distinguish TNBC subtypes and that

lncRNA might be involved in important pathways

related to tumor biology, contributing to the regula-

tory circuits between lncRNA and mRNA. There was

a quite interesting relationship between lncRNA and

the immunomodulatory subtype, one of the altered

tumor groups in the context of lncRNA transcriptional

landscape, in which lncRNA activity seems to impact

an important number of pathways involved in the

establishment of the immune infiltrated phenotype.

Given these results, we decided to further characterize

the IM subtype.

In the IM subtype, LncKLHDC7B and KLHDC7B

were up-regulated with positive correlated expression

(r2 = 0.9, P < 0.0001; Fig. S4), suggesting that the

antisense lncRNA might regulate the expression of the

KLHDC7B coding gene.

Several lines of evidence indicated the importance of

the LncKLHDC7B/KLHDC7B pair of transcripts,

including that LncKLHDC7B expression is specific for

the IM subtype (or, based on our analyses, on breast

cancer in a generalized way). LncKLHDC7B expres-

sion levels are significantly correlated with its coding

gene (localized in the same locus) and our guilt-by-

association analysis highlighted a correlation between

lncRNA and key cancer-related pathways.

KLHDC7B (Kelch Domain Containing 7B) is a pro-

tein member of the Kelch superfamily, proteins related to

cellular processes such as cytoskeletal rearrangement and

protein degradation (Adams et al., 2000). Alterations in

this protein superfamily have been associated with vari-

ous types of cancer, including leukemia, lung, prostate,

brain, and Hodgkin’s disease (Gupta and Beggs, 2014).

To the best of our knowledge, the only report that associ-

ates this gene with breast cancer, reported the hyperme-

thylation and over-regulation of this gene in mammary

tumors, suggesting a possible role as an epigenetic mar-

ker (Kim et al., 2010). However, the role of its non-cod-

ing antisense LncKLHDC7B was unknown.

LncKLHDC7B is a 260-base transcript and has two

exons. At the genomic level LncKLHDC7B is an

Fig. 5. Enrichment and functional analysis for the silencing of LncKLHDC7B in HCC1187 cell line. (A) Enrichment of biological process from

transcriptional alteration by LncKLHDC7B silencing in HCC1187 cell line (IPA analysis). The size of the circle represents the number of

genes involved in the biological process; the color indicates the statistical significance. (B) Transwell migration and (C) invasion assay

showed that LncKLHDC7B silencing increases the migration and invasion of HCC1187. Representative images are shown on the left and

quantification on the right. Scale bar: 50 lm. (D) Flow cytometric analysis of apoptosis (early and late) in HCC1187 cell transfected with

control and shRNA-1 and -2 after Annexin V/PI staining. All data are shown as the mean � SD of at least three independent experiments.

Student’s t test was performed to determine significance of NC vs shRNA: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Fig. 6. The silencing of LncKLHDC7B modulates breast cancer cell migration and invasion as well as resistance to apoptosis in MCF-7. (A)

The expression of LncKLHDC7B and KLHDC7B in MCF-7 cells transfected with NC or shRNA-1 or -2 was determined by qRT-PCR. (B)

Transwell migration and (C) invasion assay showed that LncKLHDC7B silencing increases the migration and invasion of MCF-7.

Representative images are shown on the left and quantification on the right. Scale bar: 25 lm. (D) Flow cytometric analysis of apoptosis

(early and late) in MCF-7 cell transfected with control and shRNA-1 and -2 after Annexin V/PI staining. All data are shown as the

mean � SD of at least three independent experiments. Student’s t test was performed to determine significance of NC vs shRNA:

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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antisense lncRNA of ~ 1.26 Kb, located on the long

arm of chromosome 22q13.33, sharing a locus with the

KLHDC7B gene (Kent et al., 2002; Volders et al.,

2015). Different approaches have demonstrated the

potential role of lncRNA as regulators of the expres-

sion of genes in cis or in trans (Engreitz et al., 2016;

Gupta et al., 2010). We first corroborated the positive

correlation in the expression of LncKLHDC7B and

KLHDC7B in independent tumor datasets and in cell

lines. This over-expression was corroborated in the

immunomodulatory HCC1187 cell line. Subsequently,

we silenced the LncKLHDC7B using shRNA, which

resulted in the repression of the KLHDC7B coding

gene. Thus, LncKLHDC7B might be acting as a cis

transcriptional regulator of its coding gene KLHDC7B.

We also analyzed the effects of LncKLHDC7B knock-

down on the global transcriptional landscape in

HCC11887 cells. We found that expression of several

genes was modified after silencing the lncRNA, suggest-

ing its potential role as a transcriptional regulator in

trans. Enrichment pathways analysis identified a signifi-

cant up-modulation of cell death, necrosis, apoptosis,

cell movement, migration, invasion, and organization of

cytoplasm upon lncRNA silencing. Interestingly, we

observed the deregulation of several genes of the Kelch

family both upwards and downwards, some of them

related to processes such as cell migration and invasion,

as well as apoptosis (Lian et al., 2016; Ohta et al., 2010).

Previous studies showed that silencing KLHL39,

another member of the Kelch family, increased cell

Fig. 7. Clinical implications of the sub-expression of LncKLHDC7B and KLHDC7B in TNBC. (A) Kaplan–Meier analysis curve of the disease-

free survival (DFS) of TNBC according to KLHDC7B expression. (B) Kaplan–Meier analysis of overall survival (OS) according to KLHDC7B

expression. (C) Kaplan–Meier analysis of prognostic relevance of LncKLHDC7B expression from public data. (D) In silico prediction of

susceptibility to USFDA-approved treatment drugs related with LncLHDC7B expression in triple-negative breast cancer cell line.
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migration and invasion, and decreased cell death by

anoikis (Chen et al., 2015b). In accordance with these

data, we showed that silencing LncKLHDC7B signifi-

cantly increased the cellular migration and invasion, as

well as the resistance to apoptosis in HCC1187 and

MCF-7 cells. These observations are also supported by

our analysis of the BT-20 cell line (which showed

higher expression of LncKLHDC7B and KLHDC7B),

where a ~ 30% silencing was obtained by one of the

shRNA, although in a non-significant way, of migra-

tion and cellular invasion with a tendency toward

resistance to apoptosis. In general, these observations

suggest that the effect of LncKLHDC7B and

KLHDC7B inhibition might be applicable beyond the

triple-negative subtype.

Previous studies suggest that the overexpression of

protein members of the Kelch family, such as KLHL2,

increases apoptosis (Tseng and Bixby, 2011) or, in the

case of silencing KLHDC7B, favors death resistance,

as previously published (Jeong et al., 2018). Here, we

show that the silencing of LncKLHDC7B led to resis-

tance to cell death. Similarly, it has been reported that

silencing of members of the Kelch family leads to

death resistance by anoikis and is associated with

lower survival in colorectal cancer (Chen et al.,

2015b).

These results support the potential role of

LncKLHDC7B as a gene expression regulator of

KLHDC7B, and its association with cytoskeletal rear-

rangement, cell migration, and invasion. Further evi-

dence of the potential role of the LncKLHDC7B–
KLHDC7B correlated expression in cancer comes from

the recent description of a novel 50 alternative splicing

site in the KLHDC7B gene in cervical squamous cell

carcinoma. This novel splice site coincides with the

location of a lncRNA (Tcons_00029745) and was

related to cellular differentiation and tumor size in this

disease (Guo et al., 2015).

Our data indicate that LncKLHDC7B is required

for cell migration and invasion inhibition, and con-

tributes to apoptosis induction, suggesting its impor-

tant regulatory activity in TNBC tumors with

enrichment of LncKLHDC7B, or maybe a generalized

process in breast cancer.

To explore further the altered expression of

LncKLHDC7B and KLHDC7B and their clinical

implication in breast cancer, we evaluated the correla-

tion between their expression and survival probability

in a public database. Down-regulation of KLHDC7B

was associated with lower disease-free survival and

LncKLHDC7B was closely associated with poor clini-

cal outcome in triple-negative tumors and breast can-

cer in general. As far as we know, this is the first

report of the association of KLHDC7B or

LncKLHDC7B expression with poor prognosis in

breast cancer. In addition, we analyzed the clinical

implication of LncKLHDC7B expression and oncologi-

cal drugs. Our results suggest a higher sensitivity to

lapatinib and paclitaxel in cells over-expressing the

LncKLHDC7B; however, the limitation of this

approach was the lack of in vitro validation.

5. Conclusions

We explored the lncRNA expression landscape of the

very complex and heterogeneous disease represented

by triple-negative breast cancer, and identified several

lncRNA with subtype-specific expression. Through this

analysis we unveiled a correlation in the expression of

diverse lncRNA with their corresponding coding

genes in the IM subtype, including LncKLHDC7B-

KLHDC7B. Silencing of LncKLHDC7B led to altered

expression of KLHDC7B, a member of the Kelch fam-

ily, and increased cell migration and invasion with

decreased apoptosis, indicating that LncKLHDC7B

may modulate the aggressiveness of breast cancer IM

subtype at least in part by regulating the expression of

its host gene KLHDC7B. We observed a consistent

trend toward shorter survival for patients with low

expression levels of LncKLHDC7B and KLHDC7B.

Although the clinical relevance of LncKLHDC7B

expression remains incompletely understood, our

results reaffirm the down-modulation of these tran-

scripts in patients with aggressive clinical TN tumors

and suggest their association with poor outcomes.

These data must be further characterized to elucidate

the exact mechanism involved in these observations.
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