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RESUMEN. 
 

Los esferoides multicelulares tumorales (MCTS) constituyen un modelo In vitro que tiene la ventaja 
de incorporar distintos elementos microambientales presentes en los tumores In vivo, los cuales son 
difíciles de replicar en cultivos en monocapa. Dentro de los elementos microambientales que 
podemos destacar en los MCTS son: una disminución en la concentración parcial de oxígeno en las 
regiones internas de los esferoides, una disminución en el pH en esta región derivado del 
metabolismo anaeróbico, gradientes en las concentraciones de nutrientes y factores de crecimiento 
debido a su difusión al interior del MCTS, cambios en las uniones intercelulares y en la secreción de 
matriz extracelular, así como una heterogeneidad proliferativa caracterizada por la aparición de 
poblaciones quiescentes, apo-necróticas y proliferativas. La presencia de este microambiente 
complejo trae consigo una la adquisición de rasgos fenotípicos de mayor agresividad por las células 
cancerosas, como un incremento en la proporción de la población de células troncales tumorales 
(CSC), una mayor capacidad migratoria e invasiva y resistencia a fármacos antineoplásicos. 
Previamente, nuestro grupo reportó que MCTS de la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, traía 
consigo un cambio en los niveles de expresión de una gran cantidad de RNAs largos no codificantes 
en comparación con un control en monocapa. Esto nos llevó a cuestionarnos si estas moléculas 
regulatorias podrían estar implicadas en la adquisición de distintos rasgos fenotípicos de mayor 
agresividad, en respuesta a este microambiente del MCTS. Para ello seleccionamos un lncRNA, 
lncRNA-HAL, el cual es un transcrito no codificante que se localiza en el primer intrón del gen MNT 
(Max Network transcriptional repressor). Mediante ensayos de hipoxia, acidosis e inhibición 
farmacológica de HIF-1α demostramos que lncRNA-HAL es un transcrito principalmente inducido 
por la hipoxia y regulado parcialmente por el factor de transcripción HIF-1. Mediante la separación 
de las distintas poblaciones del esferoide (quiescentes de proliferativas, células troncales y no 
troncales) observamos que lncRNA-HAL se expresa principalmente en las células no-proliferativas, 
con fenotipo troncal y que se localizan en las regiones internas hipóxicas del esferoide. El análisis 
del cambio en el perfil transcripcional de las células MCF-7 al silenciar lncRNA-HAL usando siRNAs, 
mostró que lncRNA-HAL podría regular la proliferación, la migración y la supervivencia en 
condiciones de estrés de la línea MCF-7. Análisis mediante curvas de crecimiento y perfiles de ciclo 
celular de las células silenciadas para lncRNA-HAL mostró que este transcrito podría inducir un 
fenotipo quiescente. Interesantemente el silenciamiento de lncRNA-HAL también causó una 
disminución en la población de células troncales tumorales, la expresión de marcadores de 
troncalidad, y la capacidad de crecimiento clonogénico. Sugiere que lncRNA-HAL podría regular la 
adquisición o mantenimiento de un fenotipo de célula troncal proliferativamente quiescente. Con 
el fin de determinar el posible mecanismo de lncRNA-HAL, analizamos su localización subcelular, se 
encontró que se encuentra enriquecido en la fracción nuclear, y su localización parece no estar 
regulada por cambios en el microambiente. Además, mediante un ensayo de ChIRP observamos que 
lncRNA-HAL interactúa principalmente con histonas (H1.1 y H2B) sugiriere una interacción con 
cromatina, así como con hnRNP´s (hnRNPU, hnRNPD y hnRNPA3) y RNA helicasas de la familia DDX 
(DDX5/17). Previamente ha sido descrita que la interacción de distintos lncRNA con estas hnRNP´s 
y DDX5/17 permite la regulación a nivel transcripcional y de la estabilidad del mRNA de distintos 
genes blanco. En este estudio se analizó por primera vez la función de lncRNA-HAL en la adquisición 
de un fenotipo tumoral altamente tumorigénico como resultado de la hipoxia que se presenta en el 
microambiente de un cultivo tridimensional. 
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ABSTRACT 
 

Multicellular tumor spheroids (MCTS) is an In vitro Cell culture model which incorporates different 
microenvironment cues present in In vivo tumors and usually absent in monolayer cultures. This 
microenvironmental cues developed in MCTS are: A diminished oxygen perfusión in the inner 
regions of spheroids, a pH decrease due to anaerobic metabolism, concentration gradients of 
nutrients and growth factors, changes in intercellular unions and in extracellular matrix 
composition, as well as a proliferative heterogeneity distinguished by the appearance of quiescent, 
apo-necrotic and proliferative populations.  This complex microenvironment allows the acquisition 
of more aggressive phenotypic traits by tumor cells, like an increase in cancer stem cells (CSC) 
populations proportion, a higher migratory and invasive phenotype and antitumoral drug 
resistance. Previously, our group found that MCTS culture of MCF-7 breast cancer cells caused an 
important change in the expression levels of several long non-coding RNAs (lncRNAs), compared 
with a monolayer control. With these findings in mind, we wondered if this novel regulatory 
molecule could be implicated in the acquisition of these aggressive phenotypic traits, in response to 
MCTS microenvironmental cues.  We selected lncRNA-HAL, which is a non-coding transcript located 
in the first intrón of the MNT gene (Max Network transcriptional repressor). We found that lncRNA-
HAL is mainly induced by hypoxia, but not by acidosis, partially regulated by HIF-1. The separation 
of the different regions and cell populations of MCTS showed that this gene is expressed mainly in 
the non-proliferative populations, with stem cell phenotype and located in the inner regions of 
spheroids. The silencing of lncRNA-HAL using shRNAs showed that this transcript regulates the 
expression of several genes, implicated in the regulation of proliferation, migration, and survival 
under stress in MCF-7 cells. The results obtained showed that lncRNA-HAL could be regulating the 
acquisition or maintenance of a quiescent phenotype. Also, lncRNA-HAL silencing causes important 
decrease in the proportion of CD24-/CD44+ CSC population, accompanied by a decrease in 
clonogenic growth and expression of stemness markers. This suggests that lncRNA-HAL could be 
regulating the acquisition or maintenance of a quiescent CSC phenotype. In order to propose a 
possible mechanism for lncRNA-HAL, we evaluated its intracellular localization, finding a nuclear 
localization for this transcript. Finally, using a ChIRP assay we found that lncRNA-HAL interacts with 
different proteins; Histones (H1.1 and H2B) suggesting an interaction with chromatin, hnRNP´s 
(hnRNPU, hnRNPD, and hnRNPA3) and RNA helicases of DDX family (DDX5/DDX17). The interaction 
of these proteins with different lncRNAs has been described previously, and it has been found that 
it allows the transcriptional regulation or mRNA stability regulation of several target genes. In this 
study, we studied for the first time, lncRNA-HAL function in the acquisition of a tumoral phenotype 
highly tumorigenic as a result of hypoxic stimulus present in MCTS microenvironment. 

 

ABREVIATURAS 
ncRNAs. RNAs no codificantes 
lncRNAs. RNAs largos no codificantes 
lncRNA-HAL. lncRNA activado por hipoxia 
CSC. Célula troncal tumoral 
HIF. Factor inducido por hipoxia 
TNBC. Cáncer de mama triple negativo 

hnRNP. Ribonucleoproteina heterogenea 
nuclear 
DDX. Helicasas de RNA con motivos dead box 
ChIRP. Aislamiento de cromatina por 
purificación de RNA
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CAPITULO I. INTRODUCCIÓN 
 

Cáncer de mama 

El cáncer, lejos de ser un padecimiento único constituye un grupo de más de 100 enfermedades 
diferentes, las cuales se caracterizan por una proliferación y diseminación descontrolada de las 
células de un tejido particular, es esta última la principal causa de muerte en pacientes con 
neoplasias. Las primeras descripciones médicas del cáncer como enfermedad provienen de los 
papiros conocidos como “Edwin Smith” y “George Ebers” provenientes de la cultura egipcia y que 
han sido datados del 1600 A.C. Posteriormente en Grecia, Hipócrates acuñó el término “Karkinoma” 
para denominar diversos tumores malignos, debido a su semejanza con la estructura de los 
cangrejos. Durante este periodo y hasta el siglo XVII se consideraba que el cáncer era un 
padecimiento resultante del exceso de bilis negra. En el siglo XVII el fisiólogo Gaspare Aselli 
descubrió los vasos linfáticos y sugirió que anormalidades en los mismos eran la causa de la 
aparición de neoplasias, poniendo así fin a la teoría de que el cáncer era causado por cambios en los 
humores corporales. El desarrollo de nuevos microscopios durante el siglo XIX permitió la 
visualización de las células y de las funciones celulares. La incorporación de estas nuevas tecnologías 
al estudio del cáncer permitió la visualización de la célula cancerosa, y demostró que estas eran 
diferentes en apariencia a las células normales del mismo tejido. Durante inicios del siglo XX se 
realizaron grandes avances en la compresión de aspectos estructurales y químicos de la biología 
celular. Así mismo el desarrollo de cultivos In vitro de células cancerosas permitió la evaluación de 
fármacos antitumorales In vitro y la evaluación de compuestos carcinogénicos. En 1911 se describió 
un retrovirus como la causa de cáncer en pollos, mientras se continuaba con la identificación de 
carcinógenos físicos y químicos. 

A partir de estos avances durante el siglo XX se logró identificar al cáncer como una enfermedad de 
origen multifactorial, en la cual influyen aspectos genéticos, epigenéticos y ambientales, que tienen 
como consecuencia la alteración en la expresión y función de genes celulares que regulan 
proliferación, diferenciación, integridad genómica, y la muerte celular. Históricamente, se han 
diferenciado estos genes en dos grandes grupos: el de los oncogenes y el de los supresores 
tumorales (1).  

Los oncogenes se han definido como aquellos genes que al tener alteraciones en su secuencia o 
cambios en sus mecanismos regulatorios conducen a un rasgo oncogénico. Es decir, aquellos genes 
cuya función en la célula es inducir la proliferación de la célula, la supervivencia, un estado 
indiferenciado. Dentro de este grupo de genes podemos encontrar a proteínas como Src, H-Ras, K-
Ras, c-myc, Fos, Abl, Jun entre muchos otros. La mayoría de los oncogenes identificados son 
proteínas que responden a estímulos externos y conducen al crecimiento, supervivencia, 
proliferación y desdiferenciación de las células. En este grupo de genes frecuentemente se 
presentan cambios en su secuencia, como mutaciones activadoras, duplicaciones génicas y cambios 
epigenéticos o regulatorios que conducen a un incremento aberrante en su expresión. 

En cambio, los genes supresores de tumor como su nombre lo indica son genes que codifican para 
moléculas funcionales que también son reguladoras de procesos como la proliferación, la 
diferenciación, la muerte celular y la integridad genómica. En este caso, a diferencia de los 
oncogenes, los genes supresores de tumor tienen una función negativa sobre estos procesos, es 
decir, que funcionan como frenos a la proliferación descontextualizada, inducen una identidad 
celular, en condiciones adecuadas inducen la muerte de las células dañadas y también censan y 
reparan los daños al DNA con el fin de mantener la integridad de la información genética. Dentro de 
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este grupo podemos encontrar a genes como Rb, p53, Bad, APC, BRCA2, entre muchos otros. En los 
genes supresores de tumor se han descrito cambios en su secuencia como mutaciones inactivantes 
o sin sentido, deleciones completas, o bien cambios en su regulación transcripcional que conducen 
a su represión, tal como la metilación de las islas CpG en los promotores de estos genes (2). 

Los tumores se han clasificado en dos grandes grupos: los tumores líquidos y los tumores sólidos. 
En el primer grupo se agrupan todas las neoplasias hematológicas, mientras en el segundo grupo se 
agrupan los tumores derivados de epitelios (carcinomas) y mesénquima (sarcomas), los cuales 
finalmente son a los que nos referimos con el término de cáncer. La gran mayoría de los tumores 
sólidos son derivados de los distintos epitelios del cuerpo, como el epitelio alveolar, el epitelio del 
colón, el epitelio gástrico, el epitelio pancreático, el epitelio hepático (3).  

El cáncer de mama es un tumor sólido que se origina a partir de las células epiteliales de los ductos 
mamarios y de los lóbulos mamarios. El cáncer de mama es la principal neoplasia en la población 
femenina a nivel mundial, y el segundo cáncer con mayor incidencia en toda la población del mundo. 
En el 2012 se estimó que el cáncer de mama presentó un incremento de 1.6 millones de nuevos 
casos, colocándose como el tumor más frecuente en poblaciones femeninas tanto de regiones 
desarrolladas (794,000 casos totales) como en desarrollo (883,000 casos totales). Además, el cáncer 
de mama es la principal causa de muerte por cáncer en la población femenina de países en 
desarrollo (324,000 muertes en el 2012) y la segunda causa de muerte en países desarrollados 
(198,000 muertes en el 2012) después del cáncer de pulmón (4, 5). En México el cáncer de mama 
desplazó al cáncer cervicouterino como la principal causa de muerte por neoplasias en la población 
femenina desde el 2006. Anualmente, en México se estima una incidencia de 35.4 nuevos casos por 
cada 100,000 mujeres. En el año 2013 se registraron 5,405 defunciones, observándose una tasa de 
defunciones de 16.3 por cada 100,000 mujeres (6). 

El tratamiento contra el cáncer de mama generalmente incluye la remoción quirúrgica con el fin de 
extirpar el tumor, seguida de un esquema de tratamiento localizado con radiación o bien el 
tratamiento sistémico farmacológico, que puede ser de terapia hormonal o bien de quimioterapia 
(7). Sin embargo, la estratégica clínica que ha obtenido mejores resultados en el tratamiento del 
cáncer de mama es la detección temprana de dicha enfermedad, que permite iniciar el tratamiento 
durante etapas iniciales del cáncer, justo cuando el tratamiento puede tener un efecto curativo 
sobre la enfermedad. La mastografía se ha convertido en el sistema diagnóstico por excelencia, ya 
que ha logrado disminuir la mortalidad por cáncer de mama en un 29-30% de la población tamizada 
(8). Sin embargo, la cobertura de dicho sistema de tamizaje ha sido limitada en México, donde se 
estima que cerca del 15% de la población femenil tiene acceso a este sistema de diagnóstico, lo que 
da como resultado que el 70% de los diagnósticos de cáncer de mama ya son tumores localmente 
avanzados en los que el tratamiento tiene un efecto limitado. Es por este motivo que el cáncer de 
mama en México constituye un grave problema de salud pública (9). 

Microambiente tumoral en cáncer de mama 

Todas las células de los tejidos de un organismo multicelular se encuentran rodeadas e interactúan 
con el microambiente tisular. Este microambiente se conforma por las señales hormonales y de 
moléculas de señalización presentes en los espacios extracelulares, la matriz extracelular con su 
composición y su estructura mecánica, la membrana basal de los epitelios, las concentraciones de 
nutrientes como oxígeno, glucosa, aminoácidos, y las células estromales y del sistema inmune como 
fibroblastos, adipocitos, endoteliales, macrófagos, linfocitos y células dendríticas. En el caso del 
epitelio mamario, este no entra en contacto directo con la lámina basal y el estroma, ya que este 
epitelio se encuentra rodeado por una capa de células conocidas como células mioepiteliales, las 
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cuales median la interacción entre el epitelio y su microambiente. El microambiente del tejido 
mamario es sumamente importante para la morfogénesis, desarrollo y funcionamiento correcto del 
tejido (10). 
Diversos estudios han demostrado que el microambiente del tejido mamario es un elemento 
importante para limitar el fenotipo tumorigénico de células transformadas. Se ha observado que las 
células mioepiteliales pueden mantener un microambiente restrictivo para la diseminación de 
células invasivas, por su función en la deposición de la lámina basal. Así mismo, las células 
mioepiteliales pueden ejercer un efecto antiproliferativo gracias a la secreción de TGF-β y de 
diversos inhibidores de proteasas como TIMP-1, Nexin-II, Alfa-1 antitripsina, neogenina y MEPI (11, 
12). La matriz extracelular también es un ejemplo de un componente del microambiente que puede 
ser restrictivo para el fenotipo tumorigénico. Se ha demostrado que el cultivo de células epiteliales 
de mama en una matriz extracelular rica en laminina conduce a un arresto en la proliferación celular, 
y una diferenciación en estructuras polarizadas parecidas a alveolos mamarios (13).  
Los tumores mamarios no sólo están compuestos por células tumorales, sino que también están 
compuestos por una gran variedad de componentes microambientales que regulan el proceso de 
progresión tumoral. Además, al igual que la célula cancerosa, el microambiente tumoral cambia 
conforme la enfermedad avanza y se diferencia del microambiente del tejido normal. Esto genera 
una transición de un microambiente normal que brinda las señales necesarias para el correcto 
funcionamiento de la célula, a un microambiente tumoral que se vuelve permisivo y promotor del 
desarrollo de las células tumorales. En este sentido, un buen ejemplo que puede plasmar esta idea 
es la aparición de regiones de hipoxia en los tumores. El crecimiento de los tumores trae consigo 
que la perfusión sanguínea sea insuficiente para mantener niveles de oxígeno normales en ciertas 
regiones del tumor, lo que causa que las células pasen a condiciones de hipoxia. La hipoxia en el 
contexto de la célula cancerosa puede funcionar como una presión selectiva que permite la 
aparición y aumento de células con rasgos tumorigénico más agresivos, un fenotipo metastásico o 
bien un fenotipo semejante a una célula troncal.  
Los componentes del microambiente tumoral se pueden agrupar de manera general en 3 grupos 
principales: 1) Componentes celulares como fibroblastos asociados a cáncer (CAF), adipocitos, 
células endoteliales, células mioepiteliales, macrófagos, linfocitos. 2) Los componentes de la matriz 
extracelular, constituida por todo el conjunto de proteínas de soporte, glucoproteínas y 
proteoglucanos. 3) Factores fisicoquímicos como concentraciones de metabolitos, factores de 
crecimiento, citocinas y nutrientes, gradientes de pH y oxígeno. En la figura 1 se esquematizan los 
principales componentes del microambiente tumoral en cáncer de mama. 
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Figura 1. Microambiente tumoral del cáncer de mama. Se muestran los principales componentes del 
microambiente tumoral descritos en este texto. Componentes fisicoquímicos como los gradientes de Oxígeno, 
pH y nutrientes; la matriz extracelular y su composición; Componentes celulares, como fibroblastos asociados 
al cáncer, células epiteliales luminales, células mioepiteliales, células endoteliales, macrófagos asociados al 
tumor, linfocitos y adipocitos. 
 
 
Hipoxia y acidosis en el microambiente tumoral 

 
El crecimiento de la masa tumoral causa cambios en el microambiente tanto celular como 
fisicoquímico. La importancia del microambiente tumoral durante la carcinogénesis se ha descrito 
ampliamente (14). Dentro de los diferentes componentes del microambiente tumoral, uno de los 
más estudiados ha sido la concentración de O2 en los tumores. Algunos estudios han medido la 
presión parcial de O2 en tejidos sanos y en tumores, mostrando que todos los tumores presentaron 
bajos niveles de O2 (10mmHg) en comparación con el tejido mamario normal (aprox. 65mmHg). Esta 
disminución en la concentración de O2 se debe a que el crecimiento de la masa tumoral conduce a 
una mala perfusión de oxígeno en regiones distales al vaso. Además, los nuevos vasos formados son 
estructural y funcionalmente anormales. De este modo existen regiones en los tumores en los que 
la difusión de oxígeno y diversos nutrientes se ve fuertemente disminuida (15). La hipoxia causa una 
respuesta celular que esta mediada por cambios importantes en el programa transcripcional de la 
célula y que le permite adaptarse tanto fisiológica como metabólicamente a las bajas 
concentraciones de oxígeno. Este programa transcripcional se encuentra regulado principalmente 
por los factores de transcripción de la familia HIF (Hipoxia Inducible Factor), los cuales son dímeros 
constituidos por una subunidad sensible a oxígeno (HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α) y una subunidad HIF-
1β cuya expresión es constitutiva. En condiciones de normoxia la subunidad α es continuamente 
degradada, debido a la unión con la proteína Von Hippel-Lindau (VHL) que recluta una ubiquitin 
ligasa. La interacción de VHL con HIF-1α depende de la hidroxilación en residuos específicos de 
asparagina de HIF-1α catalizado por la enzima Prolil Hidroxilasa 2 (PHD2). PHD2 utiliza oxígeno y α-
cetoglutarato como sustratos, por lo que la disminución en la concentración de oxígeno conduce a 
una disminución en la actividad de PHD2, lo que estabiliza a HIF-1α(16). El incremento en la 
concentración de HIF-1α le permite dimerizar con HIF-1β, translocarse al núcleo y activar la 
expresión de genes que contengan elementos de respuesta a hipoxia (HRE) en sus promotores. La 
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hidroxilación de HIF-1α también impide la interacción de HIF-1α con la proteína p300 y disminuye 
considerablemente su actividad transcripcional (17). La activación de HIF-1 trae consigo el 
incremento en la expresión de cientos de genes (se ha observado que HIF se une a los promotores 
del 40% de los genes responsivos a hipoxia) e inhibe la expresión de otros tantos, sin embargo se ha 
observado que el efecto de HIF sobre los genes que reprime y algunos de los que activa esta mediado 
indirectamente por la expresión de represores transcripcionales, factores de transcripción y 
microRNA´s (18, 19). La adquisición del fenotipo hipóxico promueve el crecimiento tumoral, la 
formación de nuevos vasos sanguíneos, evasión del sistema inmune y el fenotipo metastásico (20-
22).  
La activación de los factores HIF trae consigo la expresión de genes que conducen a un incremento 
en el fenotipo maligno de las células tumorales, e impactan en una gran variedad de funciones 
celulares tales como: 1) transporte de oxígeno y metabolismo de hierro (ceruloplasmina, 
eritropoyetina, transferrina y el receptor de transferrina). 2) Angiogénesis (adrenomedulina, 
angiopoietina-2, ciclooxigenasa-2, FGF-3, HGF, NOS, TGF-α, β, VEGF-A y su receptor. 3) Glucolisis y 
metabolismo de glucosa (aldolasa A, enolasa, Glut-1, Glut-3, gliceraldehído 3 fosfato 
deshidrogenasa, HK-1, HK-2, LDH-A, PFK-C, PFK-L y piruvato kinasa). 4) Factores de transcripción 
(anexina V, NIK, ciclina G2, DEC1, FOS, HIF-1α, HIF-2α, IGF binding protein, KIP1, lipocortina, NF-kB, 
NIP3, NIX, WAF1. 5) Metabolismo y resistencia a pH ácido (acetil coA thiolasa, adenilato kinasa 3, 
aminopeptidasa-A, Anhidrasa carbónica 9, fosforibosil pirofosfato sintasa, tirosina hidroxilasa. 6) 
Factores de crecimiento y citocinas (IGF-2, IL-6, IL-8, factor inhibidor de macrófagos, PDGF-β, 
estaniocalcina). 7) Vías de respuesta a estrés (150-kDa ORP, GADD153, HAP-1, Tioredoxina). 8) 
Adhesión celular, matriz extracelular, citoesqueleto y proteasas (CD99, Colágena 5α1, Ku70, Ku80, 
MMP-9, MMP-13, Prolina-4 hidroxilasa, TF, receptor de urokinasa, vimentina, α-integrina) (23).  
El perfil transcripcional inducido por hipoxia tiene como finalidad permitir la supervivencia de las 
células mientras el estrés hipóxico se resuelve, sin embargo, la expresión, también por HIF, de 
proteínas apoptóticas como BNIP3 permiten a la célula entrar en apoptosis en el caso de que el 
estrés no se resuelva, o incluso se agrave. Este fenómeno ha generado diversas hipótesis que 
sugieren que la hipoxia podría ser una presión selectiva que además de inducir un fenotipo maligno 
más agresivo, también tiene la capacidad de seleccionar clonas resistentes a apoptosis, glucolíticas 
y con un fenotipo troncal, y por tanto ser un fenómeno de suma relevancia en el proceso de 
progresión tumoral (24).  
La hipoxia puede jugar un papel importante en la generación y evolución del microambiente 
tumoral. Se ha demostrado que la hipoxia puede participar en el reclutamiento de células 
estromales, gracias a la secreción de quimiocinas como el factor de crecimiento placentario (PGF) y 
CXCL16, que reclutan a células troncales mesenquimales desde la médula ósea, así como la 
secreción de CSF-1 que recluta macrófagos (16, 25, 26). Además, el microambiente hipóxico impacta 
en la composición y propiedades mecánicas de la ECM, esto debido a la inducción de las enzimas 
lisil hidroxilasas que permiten el entrecruzamiento de las moléculas de colágeno tipo 1 (5, 27). 
Otros componentes fisicoquímicos del microambiente tumoral que usualmente acompaña a la 
hipoxia es una disminución en el pH del tumor (acidosis). La acidosis usualmente es resultado de la 
producción glucolítica de ácido láctico debido al cambio hacia un metabolismo anaerobio (efecto 
Warburg). Usualmente el pH tumoral se encuentra en el orden de 6.5-6.9, y esta desviación del pH 
fisiológico es suficiente para inducir una fuerte presión selectiva sobre las poblaciones de células 
tumorales (28). El fenómeno de acidosis no ha sido tan ampliamente estudiado como la hipoxia, 
algunos reportes han demostrado el efecto de la acidosis sobre el desarrollo de cáncer de mama. 
Por ejemplo, un estímulo acidótico (pH 6.8) en varias líneas celulares de cáncer de mama es capaz 
de inhibir la interacción de la prolactina con su receptor y su posterior señalización con pSTAT5, 
afecta la invasión, la transición epitelio mesénquima (EMT) y la resistencia a fármacos 
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antineoplásicos (24, 29). Así mismo, ha sido descrito que la acidosis induce la adquisición de un 
fenotipo invasivo en células de cáncer de mama, en parte mediado por la activación acidótica de 
Akt (Serine/Threonin kinase 1), quien posteriormente induce la estabilización y translocación al 
núcleo de NF-kB y la adquisición de un fenotipo metastásico (30). Además, se ha reportado que la 
acidosis puede inducir un microambiente inmunosupresor modula la función de los macrófagos 
asociados al tumor (31). 
 
La matriz extracelular en el microambiente tumoral 

 
La matriz extracelular (ECM) es uno de los principales componentes del microambiente tumoral, y 
tiene repercusiones importantes en la adquisición de rasgos malignos, así como el crecimiento y 
desarrollo de tumores mamarios. Durante la progresión de los tumores mamarios, la matriz 
extracelular experimenta varios cambios, muchos de los cuales tienen características similares a 
aquellas observadas durante la involución de la glándula mamaria posterior a la lactancia (32). En 
cáncer de mama, se ha observado un incremento en rigidez de la matriz debido a un incremento en 
la deposición de proteínas fibróticas como colágeno tipo I, III y V, elastina, vitronectina, y 
fibronectina oncofetal, pero también una disminución en colágeno tipo IV y laminina-111. Este 
incremento en la rigidez puede incrementar la fuerza de tensión la cual conduce a un incremento 
en la agrupación de integrina y la activación de FAK (Focal Adhesion Kinase) lo que induce un 
incremento en la invasión mediada por PI3K (33). Hay también un incremento en la remodelación 
de la matriz extracelular derivado de la secreción de metaloproteasas (MMP), que liberan factores 
de crecimiento anclados a la ECM. El fenotipo invasivo en cáncer de mama usualmente se acompaña 
de la degradación de laminina-111, con el incremento concomitante en la producción de laminina-
332 por los miofibroblastos. Este incremento de laminina-332 promueve la activación de la vía PI3K-
Akt, además de un incremento en la migración e invasión vía Integrina α3 (34, 35). La Tenascina C 
(TNC), un componente de la ECM que usualmente se sobreexpresa durante la regeneración tisular, 
y se encuentra en muy bajos niveles en tejidos mamarios sanos, se sobreexpresa en cáncer de 
mama, especialmente en los frentes invasivos y, colocaliza en áreas de remodelación de la matriz e 
iinduce la producción de MMP-9 y MMP-13 (36).  
 
El componente celular del microambiente celular 

 

El componente celular del microambiente celular es tan importante como la matriz extracelular y 
los elementos fisicoquímicos para el desarrollo y progresión de los tumores. Semejante a lo que 
ocurre en la glándula mamaria normal, uno de los tipos celulares más abundantes en el 
microambiente tumoral son los adipocitos. Mediante experimentos de cocultivos utilizando 
adipocitos y células de cáncer de mama, se demostró la activación de los adipocitos, induce un 
fenotipo secretor, acompañado de una disminución en la expresión de marcadores de adipocitos y 
la secreción de proteasas como MMP11 e IL-6, los cuales mostraron tener un rol en la adquisición 
de un fenotipo invasivo (37). Estos datos experimentales fueron confirmados posteriormente por 
inmunohistoquímica de tumores mamarios, observando que los adipocitos producen proteasas de 
ECM e IL-6 (37, 38). Otro estudio mostró que, en mujeres postmenopáusicas, el dejido adiposo 
sobreexpresa la aromatasa (P450Arom) lo que incrementa la producción de estrógenos (39). La 
adiponectina es otra hormona producida por el tejido adiposo que participa en la progresión del 
cáncer de mama (40). 
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Otro tipo celular relacionado con los adipocitos son las células troncales derivadas de tejido adiposo 
(ADCSs), que pueden diferenciarse en adipocitos, condrocitos y fibroblastos.  Las ADSCs son atraídas 
por las células tumorales, y secretan citocinas como SCDF-1 (stromal Cell-Derived Factor 1), el cual 
actúa de manera paracrina para promover las capacidades migratorias, invasivas y metastásicas de 
las células de cáncer de mama (41). En un estudio pionero, la estimulación de ADSCs con exosomas 
derivados de las células tumorales, indujo la adquisición de un fenotipo semejante a miofibroblastos 
en las ADCSs, con la subsecuente producción de factores oncogénicos como SDF-1, VEGF, CCL5 y 
TGF-β (42). 
Los fibroblastos son comúnmente encontrados en el estroma del cáncer de mama. Los fibroblastos 
normales usualmente tienen bajas tasas proliferativas y metabólicas, y un fenotipo que suprime la 
progresión del tumor. Sin embargo, cuando los fibroblastos asociados al tumor (CAFs) se activan, 
comienzan a proliferar, secretan grandes cantidades de componentes de la matriz y adquieren 
capacidades contráctiles y cambian hacia un fenotipo promotor del tumor (miofibroblastos) (43). 
Durante el cierre de heridas o la inflamación, la presencia de fibroblastos activos o miofibroblastos 
es transitoria, pero en cáncer es permanente. Se ha reportado que el perfil de expresión de 
fibroblastos normales y CAFs es muy diferente. Los CAFs muestran una supresión en la expresión de 
Fibulina-1, y un incremento en la expresión de Dickkopf-1, Neurregulina, PAI2 y uPA (44). Los CAFs 
promueven la progresión tumoral a través de diversos mecanismos, incluida la secreción de 
proteasas de remodelación de matriz como la MMP-9, la cual incrementa su capacidad invasiva (45). 
Además, los CAF´s inducen la secreción de TNF-α y TGF-β en células de cáncer de mama, que a su 
vez inducen aún más la producción de MMP-9 por los CAF´s (46). Los fibroblastos pueden también 
promover la angiogénesis tumoral a través de la secreción de SDF-1, que recluta a progenitores 
endoteliales hacia el tumor (47). Recientemente se ha demostrado que al igual que las células 
tumorales, los CAFs presentan un cambio metabólico hacia la glucólisis (efecto Warburg), y los 
metabolitos producidos son secretados y usados por las células tumorales con metabolismo aerobio 
para mantener su propio metabolismo (48). De las células del microambiente tumoral los CAFs son 
los más estudiados de todos, y su función durante el desarrollo de los tumores, parece ser necesario 
para la progresión del cáncer de mama. 
Los macrófagos son parte de las células inmunes residentes del estroma de cada tejido y son una 
fracción prominente de las células en el microambiente de virtualmente todos los tumores. Hay dos 
clases principales de macrófagos funcionales, M1 y M2. Los macrófagos M1 responden a IFN-γ, TNF-
α, y TLR4, y son capaces de activar linfocitos T citotóxicos y células NK, así como inducir una 
respuesta antitumoral. Los macrófagos M2 son células inmunomoduladoras que inducen la 
diferenciación de células T reguladoras e inhibe la respuesta antitumoral (49). El fenotipo M2 
corresponde a la mayoría de los macrófagos asociados al tumor (TAM), los cuales secretan factores 
de crecimiento que promueven la angiogénesis, crecimiento, invasión, migración, metástasis e 
inmunosupresión en cáncer de mama (50). Los TAMs inducen la neovascularización, ya que secretan 
VEGF e inducen el reclutamiento de células endoteliales (51). Además, los TAMS producen IL-17, 
una citocina previamente asociada con autoinmunidad. La secreción de IL-17 incrementa la 
capacidad de invasión en matrigel de células de cáncer de mama, por un mecanismo independiente 
de MMP-2, MMP-3, MMP-9 y TNF-α. (29). Los TAMs pueden comunicarse a través de la secreción 
de exosomas, la activación de macrófagos por IL-4 induce la secreción de exosomas que contienen 
miRNAs, específicamente miR-223, los cuales llevan el mensaje a las células de cáncer de mama para 
promover invasión y migración a través de la vía Mef2C/β-Catenina (52). Los TAMs son 
componentes importantes del microambiente tumoral, y una de sus funciones principales es inducir 
un ambiente inmunosupresor que inhibe la respuesta inmune antitumoral. 
 
Esferoides multicelulares tumorales  
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Durante décadas el estudio del cáncer ha utilizado como modelo experimental líneas celulares 
tumorales crecidas en monocapa. Sin embargo, los cultivos en monocapa difieren 
considerablemente de las condiciones fisiológicas presentes en los tumores In vivo. Es el 
microambiente uno de los elementos que más difieren (53). Se sabe que una característica 
importante de los tumores es su organización espacial en tercera dimensión, y las uniones 
intercelulares que se derivan de esta organización. Este tipo de organización espacial está ausente 
en los modelos de cultivo en monocapa. Las microrregiones de hipoxia, y la acidosis resultante, que 
se observan comúnmente en los tumores también se encuentran ausentes. La matriz extracelular 
producida durante los cultivos en monocapa es muy pobre en comparación con la que se observa 
en los tumores In vivo. Sin mencionar la ausencia de otros tipos celulares como adipocitos, 
fibroblastos, macrófagos o células endoteliales. A pesar de estas limitaciones, ciertamente, los 
sistemas en cultivo en monocapa han permitido generar una gran cantidad de conocimiento 
respecto a la biología de los tumores (54).  
En la década de los 80´s, Sutherland y colaboradores diseñaron un sistema de cultivo In vitro que 
permite incorporar algunas de las características del microambiente tumoral a un modelo 
experimental In vitro (55, 56). A este sistema se le conoció como esferoides multicelulares tumorales 
(MCTS) dada la arquitectura que tomaban las colonias formadas, los MCTS son colonias esféricas 
formadas cuando se crecen ciertas líneas celulares en un sistema libre de anclaje, usualmente 
superficies recubiertas con agar o superficies no adherentes. El crecimiento en forma de esferoide 
permite el desarrollo de uniones intercelulares más complejas (57). Se ha observado que distintas 
moléculas de unión intercelular como E- y N- Cadherina, y β-integrina son importantes para la 
formación de la estructura tridimensional de los esferoides (58). Tanto E-Cadherina como N-
Cadherina son indispensables para la formación de esferoides en las líneas MCF-7, BT-474, T-47D y 
MDA-MB-361. En contraste, MDA-MB-231 y SK-BR-3 son líneas que requieren de una matriz para 
formar MCTSs y utilizan β-integrina como unión (59). Estas uniones son de suma importancia para 
el fenotipo tumoral de las células en esferoides (60-63). En células no transformadas de epitelio 
mamario, se observó que la formación de uniones adherentes en los esferoides se regula por la 
activación de la cinasa PI3K, la cual mantiene la expresión de E-cadherina y β-Catenina (64). Además, 
la resistencia multicelular (de la cual se hablará más adelante), también es mediada por estas 
uniones intercelulares. En un estudio se observó que la resistencia a fármacos antitumorales 
observada en las células crecidas como MCTS podía ser revertida utilizando anticuerpos contra las 
uniones de E-cadherina (58). Se ha reportado a presencia de desmosomas en los esferoides, y la 
proteína de los desmosomas CSPP-L parecería ser necesaria para la correcta polarización celular (60, 
65). En la figura 2 se esquematizan las principales características microambientales de los esferoides 
multicelulares tumorales. 
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Figura 2. Estructura y características microambientales de los esferoides multicelulares tumorales. Se 
muestra la estructura esférica de los esferoides, donde se observa la formación de uniones intercelulares 
tridimensionales y la matriz extracelular dando estructura al esferoide. Así mismo, se esquematizan los 
gradientes que se forman del exterior al interior del MCTS (O2, Nutrientes, factores de crecimiento, pH y 
desechos). La heterogeneidad poblacional que se presenta en los MCTS está constituida principalmente por 
células quiescentes, apo-necróticas y proliferativas. 
 
Se ha reportado la producción de una matriz compleja durante el crecimiento de los esferoides. 
Diversos estudios han mostrado que gran parte de los componentes de la ECM, son producidos 
durante el cultivo en forma de MCTS y se asemejan bastante a la matriz presente In vivo (66). Una 
gran diferencia entre los MCTS y los tumores In vivo, consiste en que In vivo la matriz es producida 
por las células mesenquimales presentes en el tumor, mientras que en los esferoides esta es 
secretada por las células tumorales. El primer reporte de la presencia de matriz extracelular en el 
modelo de MCTS fue realizado en células de glioma (U-118 MG), en este estudio se observó que los 
esferoides contenía una matriz compuesta por fibronectina, laminina, colágeno y 
glucosaminoglicanos. Los autores sugieren que la matriz presente en los esferoides asemejaba la 
ECM presente en tumores In vivo (67). En MCTS´s de cáncer de próstata, se observó que al parecer 
esta matriz se encuentra también recubriendo la superficie de los esferoides (60). Posteriormente, 
se observó que esferoides de líneas celulares de glioma generaban una mayor cantidad de ECM que 
sus contrapartes en monocapa. En estos MCTS se encontraron proteínas de la matriz como 
fibronectina y proteoglicano de Dermatan sulfato las cuales no se encuentran en los cultivos en 
monocapa (68). En otro estudio en el que se evaluó los componentes de la ECM en gliomas In vivo, 
en monocapa y en esferoides, se observó que cada sistema experimental conducía a una 
composición diferente de la ECM (69). En osteosarcoma, se observó que la composición y cantidad 
de ECM en los esferoides se encontraba en un punto intermedio entre tumores In vivo 
(xenotrasplantes) y los cultivos en monocapa (70). Además, se ha observado que la ECM de los 
esferoides es una barrera importante para la entrega de nanopartículas cargadas con fármacos, y el 
tratamiento previo con colagenasas mejora la eficiencia de este sistema de tratamiento (71). En 
conjunto esta evidencia experimental sugiere que el cultivo en forma de MCTS causa una deposición 
mayor de ECM y con mayor complejidad. 
Una de las características microambientales más tempranamente descritas en el modelo de MCTS, 
fue la generación de gradientes de concentración de nutrientes, factores de crecimiento, oxígeno y 
pH, entre las células de la periferia de los esferoides y las células de las regiones internas (72). El 
fenómeno de hipoxia es el que más atención ha atraído sobre la biología de los esferoides. Cuando 
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los MCTS sobrepasan ciertas dimensiones, entre 400 y 500um, la difusión de oxígeno, y ciertos 
nutrientes se ve restringida a las células de las capas más superficiales de los esferoides, esto debido 
en parte a la difusión de dichos nutrientes y a la tasa metabólica de las células de la superficie, las 
cuales metabolizan el oxígeno y los componentes del medio de cultivo antes de que lleguen a las 
células internas (72, 73). Esto conduce a una heterogeneidad en los fenotipos de las células crecidas 
en forma de esferoide, dónde las células de las regiones internas presentan un fenotipo hipóxico 
con un metabolismo primordialmente anaeróbico y las células de la superficie que se encuentran 
bien oxigenadas y con un metabolismo aerobio (74, 75). La concentración de oxígeno decae 
progresivamente conforme las células se alejan de la periferia, lo que conduce al desarrollo de un 
centro anóxico con células principalmente moribundas (76). Esto ha hecho que diversos autores 
consideren el modelo de MCTS como una aproximación al fenotipo de los tumores avasculares o 
bien a ciertas microrregiones hipóxicas y acidóticas de los tumores in vivo. La adaptación celular a 
la hipoxia conduce a la adquisición de un fenotipo más agresivo, reprogramación metabólica, 
características de células troncales cancerosas, invasividad y metástasis, así como un fenotipo de 
resistencia a distintos fármacos antineoplásicos (77). 
La hipoxia en las regiones internas de los MCTS conduce a un cambio metabólico que resulta en la 
acidificación del medio extracelular, fenómeno conocido como acidosis. Se ha descrito en esferoides 
de distintos tipos celulares que conforme disminuye la concentración de oxígeno, se da una 
acidificación proporcional en el microambiente (78). En otro estudio se observó que la adquisición 
de un fenotipo glucolítico y resistente a la acidosis es necesario para la adquisición de un fenotipo 
invasivo. Este fenómeno se comprobó en tumores In vivo, donde la expresión de GLUT1 y NHE-1 
(genes implicados en la adquisición de un fenotipo glucolítico y de resistencia a acidosis) se observó 
en células de focos premetastásicos con condiciones normóxicas (24). Incluso el cultivo de MCTS 
bajo condiciones de lacto-acidosis incrementa la multiresistencia a fármacos (79). 
En los primeros estudios realizados con el modelo de los MCTS se observó que conforme el diámetro 
de los esferoides incrementaba, había una disminución en la cantidad de células en fase S del ciclo 
celular, así como un incremento en la cantidad de células en la fase G1. Este fenómeno se 
relacionaba con la disminución paulatina en el oxígeno y glucosa en las regiones internas de los 
esferoides que conducen a la adquisición de distintos fenotipos no proliferativos (80). El 
microambiente presente en los esferoides conduce al desarrollo de una heterogeneidad 
poblacional, en la cual se observa que las células de las capas superficiales de los MCTS son células 
proliferativas, las células de regiones más internas, donde ya hay una hipoxia importante, son 
células que se encuentran en un estado no proliferativo conocido como quiescencia y por último un 
grupo de células que se encuentran en el centro del esferoide que constituyen un centro apo-
necrótico (81). Se ha observado que esta heterogeneidad no está presente desde un inicio en los 
esferoides, sino que es resultado de los cambios paulatinos que se presentan en los mismos. En 
esferoides pequeños, de menos de 300um de diámetro, la expresión de Ki67 se distribuye de 
manera homogénea en todo el esferoide. En cambio, en esferoides de más de 400um, la expresión 
de Ki67 se restringe a las células de la periferia, el resto son poblaciones no proliferativas (82). Esta 
heterogeneidad poblacional presente en los MCTS regula el microambiente y este a su vez regula la 
heterogeneidad. En un estudio en el cual se modeló matemáticamente el efecto de la baja 
concentración de nutrientes y la acidosis en las poblaciones proliferativas y quiescentes de los 
esferoides, se observó que la hipoxia y la acidosis causan la aparición de las poblaciones quiescentes 
y necróticas. Mientras, que el balance entre las poblaciones proliferativas y quiescentes es 
responsable de la generación de acidosis en ciertas regiones del esferoide (83). Un grupo de 
proteínas conocidas como inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKI´s) regula el fenotipo 
quiescente, en esferoides de carcinoma mamario de ratón y humano, se observó que la quiescencia 
era regulada por la expresión de los CKI´s, p18 y p27, cuya expresión se localizaba en las regiones 
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internas de los esferoides. En cambio, la expresión de p21 se restringía a la región proliferativa, lo 
cual indica que p27 y p18 son los principales reguladores del fenotipo quiescente (84). Además, la 
compresión mecánica que se presenta en los esferoides, es capaz de inducir un fenotipo de arresto 
en G1 tardío (punto de restricción) acompañado de la expresión de p27 en las células del centro del 
esferoide (85). Se ha demostrado en esferoides de cáncer de próstata que P-glicoproteína (un 
transportador asociado con resistencia a fármacos) se sobreexpresa en la población quiescente de 
los esferoides, y dicho incremento en la expresión de P-glicoproteína depende de la expresión de 
p27 y p21, e implica que la heterogeneidad proliferativa se acompaña de la adquisición de fenotipos 
más agresivos (86). 
El cultivo de células tumorales en forma de MCTS y el microambiente trae consigo la aparición de 
rasgos tumorales de mayor agresividad. Se ha observado en distintos tipos de tumores, que el 
cultivo de las células como esferoides conduce a un fenotipo con multiresistencia a fármacos, de 
reprogramación metabólica, con mayor capacidad metastásica y un incremento en las poblaciones 
de células progenitoras (87). Uno de los primeros fenómenos que se observó en los MCTS, fue una 
resistencia mayor al tratamiento con fármacos antineoplásicos que sus contrapartes en monocapa 
(88, 89). Inicialmente se pensó que el incremento en la resistencia se debía principalmente a una 
barrera de difusión que impedía la penetración de los fármacos a zonas internas de los esferoides, 
ya que diversos grupos habían reportado un gradiente de concentración de adriamicina en las 
diferentes capas de células del esferoide (90, 91). Posteriormente, se observó que la diferencia en 
la sensibilidad a diversos fármacos no sólo se debía a la penetración sino al microambiente completo 
(92, 93). Distintos grupos han demostrado que las diferentes poblaciones de los MCTS presentan 
distintas sensibilidades al tratamiento con fármacos antineoplásicos y son las poblaciones no 
proliferativas las menos sensibles (94). En un estudio más reciente se observó que la población 
quiescente de los MCTS de cáncer de colón presentaba una sensibilidad considerablemente menor 
a distintos fármacos como vinblastina, doxorubicina, cisplatino y 5-fluorouracilo, que la población 
proliferativa y la misma línea crecida en monocapa (95). Además, el silenciamiento de p27 en las 
células tumorales conduce a una sensibilización de las mismas al tratamiento con ciclofosfamida 
(96). Sin embargo, no sólo la adquisición de un fenotipo quiescente es responsable del fenómeno 
de resistencia, se ha reportado que la hipoxia generada en los MCTS es responsable de una 
sobreexpresión de P-glicoproteína (ABCB1), lo que incrementa la resistencia (97, 98). Se ha 
reportado que en modelos tridimensionales, la hipoxia conduce a un fenotipo resistente a fármacos, 
gracias a la inducción de proteínas antiapoptóticas como BCL-2, survivina y una disminución en la 
actividad de la caspasa 3 (99). Otros componentes del microambiente también se han asociado con 
la resistencia, por ejemplo, el tratamiento de MCTS con hialuronidasa sensibiliza a las células 
(resistentes debido a la estructura tridimensional) al tratamiento con fármacos alquilantes (100). 
Este fenómeno de resistencia, se le ha llamado resistencia multicelular y se define como una 
disminución en la sensibilidad de las células cancerosas a diversos fármacos antineoplásicos, y que 
deriva de la interacción de las células tumorales con su microambiente (101). En nuestro grupo 
hemos observado que células tumorales crecidas como MCTS son menos sensibles al tratamiento 
con fármacos como Taxol, Cisplatino o Tamoxifen. Lo interesante de este estudio fue la observación 
de que esta resistencia se mantenía aun cuando estos fueran disgregados y cultivados en monocapa 
hasta por 5 pases (102). Estos resultados sugieren que las características de mayor agresividad 
observada en el cultivo de esferoides se encuentran reguladas en parte por mecanismos 
epigenéticos que pueden transferirse a las generaciones siguientes. 
Otra característica fenotípica adquirida por las células crecidas como esferoides, es la de una 
migración e invasión incrementadas (103). En células MCF-7 de cáncer de mama, se observó que el 
cultivo en forma de MCTS conduce a un incremento en la capacidad migratoria en comparación con 
los cultivos en monocapa (104). Además, se ha observado que el cultivo de la línea MCF-7 como 
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MCTS conduce a un incremento en la expresión de genes de transición epitelio mesénquima (EMT) 
(β-Catenina, SNAIL), de migración (Vimentina, Citoqueratina y fibronectina) y de invasión (MMP-1, 
VEGF), con respecto a un cultivo en monocapa (105). Un fenómeno interesante fue que este 
fenotipo invasivo se encontraba enriquecido en las poblaciones proliferativas de los esferoides. 
También se ha observado que tanto la hipoxia como la hipoglicemia presente en regiones internas 
conducían a la adquisición de un fenotipo con un efecto warburg atenuado y una capacidad invasiva 
incrementada (106). Se ha demostrado que la hipoxia generada en los esferoides trae consigo 
cambios importantes en la expresión de genes reguladores de EMT como vimentina, N-cadherina y 
Fibronectina así como la producción de VEGF (107, 108). En cáncer de ovario, se observó que las 
células capaces de formar esferoides compactos presentaban un fenotipo invasor con 
características de transición epitelio-mesénquima (109). Esta evidencia experimental demuestra 
que el microambiente tumoral recapitulado en el modelo de esferoides trae consigo diversos 
fenotipos que se acompañan de rasgos migratorios e invasivos. 
En los MCTS también se ha descrito una heterogeneidad metabólica. En un estudio pionero en el 
que se analizó el proteoma de las células de las poblaciones proliferativas (capas superficiales), 
poblaciones intermedias (población entre las capas superficiales y la región perinecrótica), 
poblaciones perinecróticas (poblaciones no proliferativas hipóxicas) y las células del centro 
necrótico de esferoides de la línea HT29 (cáncer de colon), se observaron grandes cambios en el 
metabolismo de las distintas poblaciones del esferoide. En comparación con las células de las capas 
superficiales, se observó que las células de la capa perinecrótica presentaban un incremento en la 
expresión de diversas proteínas de la vía de la glicolisis, así como actividades incrementadas de 
enzimas como malato deshidrogenasa, piruvato cinasa y citrato sintasa. Este resultado sugiere que 
las células perinecróticas presentan un fenotipo glucolítico y que utilizan diversas vías anapleróticas 
para producir metabolitos necesarios para vías anabólicas. En este estudio, se observó que en el 
centro necrótico existen pequeñas poblaciones de células viables, las cuales presentaban al igual 
que las células de la región perinecrótica un fenotipo hipóxico y glucolítico. Sin embargo, en esta 
población de células se observó un incremento en procesos como autofagia y metabolismo de 
ácidos grasos (110). Esto se ha observado en esferoides de cáncer de ovario, en los que se demostró 
un incremento en metabolitos de rutas glucolíticas, así como en aminoácidos de rutas anapleróticas 
como serina y glutamina, en comparación con cultivos en monocapa (111). El efecto Warburg se ha 
demostrado en el modelo de MCTS, en los cuales se ha observado que en respuesta a la hipoxia, las 
células utilizan predominantemente la glucolisis como medio para obtener energía, y esto se 
acompaña con una fuerte disminución en la fosforilación oxidativa (112). Además, se ha observado 
que al colocar esferoides en condiciones de hipoxia severa (0.1% O2), se acentúa aún más el efecto 
warburg previamente reportado (113). Estos estudios demuestran que el modelo de MCTS presenta 
una gran heterogeneidad poblacional, en la que células de diferentes regiones de los esferoides 
presentan distintos fenotipos proliferativos y metabólicos, que recapitulan más eficientemente la 
complejidad y heterogeneidad de los tumores In vivo. 
Otro fenotipo de gran importancia para la evolución de todos los tipos de tumores, son las 
poblaciones de células tumorales que presentan un fenotipo troncal y que han sido nombradas 
células troncales cancerosas (CSC, por sus siglas en inglés). De acuerdo con la hipótesis de las CSC, 
en todos los tumores existe una pequeña fracción de CSCs, que preservan la capacidad de 
autorrenovarse (lo que genera progenie celular con el mismo fenotipo troncal) y de diferenciarse 
en células tumorales no troncales (114). Se ha observado que esta población de CSC es responsable 
de la iniciación en distintos tipos de cáncer, así como de la reincidencia posterior al tratamiento 
quirúrgico o farmacológico. Esta capacidad tumorigénica se ha definido experimentalmente como 
la capacidad de iniciar un tumor nuevo en un modelo animal inmunosuprimido, y se ha observado 
que es necesario un número mucho menor de células cancerosas con un fenotipo de CSC para iniciar 
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un tumor nuevo, que de células con un fenotipo no troncal (115). Además, la población de CSC es 
en parte responsable de la resistencia al tratamiento antineoplásico, del fenotipo metastásico y en 
general de la progresión de los tumores (116). El modelo de esferoides se ha utilizado ampliamente 
como un sistema que permite enriquecer a la población de CSC, y se usan habitualmente medios de 
cultivo definidos, en los que el suero se reemplaza por factores de crecimiento específicos (117, 
118). En este modelo de esferoides, llamados clonogénicos, se ha observado que usualmente las 
células capaces de iniciar los esferoides son células que expresan marcadores de CSC y mantienen 
varias características de las mismas (119-123). Por esta razón el modelo de MCTS ha sido utilizado 
poco para estudiar la biología de la población de células troncales tumorales. Sin embargo, algunos 
estudios han demostrado que el cultivo como MCTS induce un incremento en la población de CSC, 
en cáncer de mama (124). Es importante destacar que a pesar de que hay pocos estudios que 
abordan la población de CSC en el modelo de MCTS, el microambiente que se presenta podría tener 
como consecuencia el incremento en esta población. 
Todas estas características que se han descrito a lo largo de esta sección han demostrado que el 
modelo de MCTS constituye una herramienta de gran utilidad en el estudio de la biología de los 
tumores sólidos. Se ha considerado que los MCTS incorporan al modelo In vitro elementos 
microambientales que no están presentes en los modelos en monocapa, lo cual brinda una 
complejidad mayor al estudio de fenómenos fisiológicos en modelos In vitro. Sin embargo, el modelo 
de MCTS presenta el inconveniente de que no logra recapitular completamente el microambiente 
presente en los tumores In vivo, como la interacción de todas las poblaciones celulares que no son 
células tumorales, la matriz extracelular secretada por otros tipos celulares como fibroblastos, así 
como distintas hormonas paracrinas presentes en el cuerpo de los individuos. Distintos estudios han 
demostrado la semejanza del modelo de MCTS con sus contrapartes In vivo (125). En un estudio 
pionero se evaluó los perfiles transcripcionales de células de cáncer de pulmón crecidas en 
monocapa, MCTS y como xenotrasplantes In vivo, se observó que el modelo MCTS permitía 
recapitular mejor distintos perfiles transcripcionales observados en los xenotrasplantes. Estos 
perfiles transcripcionales se relacionaban con las funciones celulares de respuesta a hipoxia, 
proliferación, progresión del ciclo celular, angiogénesis, adhesión celular, y activación de 
interleucinas (126). En cáncer de ovario, el análisis mediante RNAseq entre células tumorales 
crecidas en monocapa y como esferoides demostró que existe una gran diferencia entre los perfiles 
transcripcionales de ambas condiciones. En este estudio se logró identificar tres nuevos procesos 
celulares enriquecidos en los esferoides, la respuesta al estrés oxidativo, mecanismos de 
mantenimiento de la integridad genómica y procesos epigenéticos como metilación del DNA y 
acetilación de histonas (127). Diversos estudios utilizan abordajes proteómicos han aportado más 
evidencia a la idea de que el crecimiento en forma de esferoides causa cambios importantes en el 
fenotipo de las células cancerosas y este fenotipo guarda mayor semejanza con el fenotipo de los 
tumores In vivo (128-130). En la mayoría de estos estudios se ha buscado explicar el efecto del 
microambiente de los MCTS sobre el fenotipo celular únicamente a través de la función de 
transcritos que codifican para proteínas, o bien las funciones directas de las mismas. Por otro lado, 
poco se ha estudiado de la participación de un grupo de transcritos que no codifica para proteínas 
conocido como RNAs no codificantes (ncRNA). Estos transcritos, son moléculas de RNA que no se 
traducen en proteínas o péptidos, pero que llevan a cabo una función biológica actuando como 
moléculas de RNA, y son clasificados en base a su longitud en ncRNAs pequeños (moléculas con una 
longitud menor a 200nt) y RNAs largos no codificantes (lncRNAs, moléculas de RNA con una longitud 
mayor a 200nt) (131). Dentro de los ncRNAs pequeño, el grupo que ha sido más ampliamente 
estudiado es el de los microRNAs (miRNAs). Un trabajo pionero de nuestro grupo de trabajo, mostró 
que el cultivo de la línea celular de cáncer de mama MCF-7 en forma de MCTS condujo a un cambio 
en el nivel de expresión de 33 miRNAs en comparación con un cultivo en monocapa. Además, el 
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estudio específico de dos de estos miRNAs (miR-221-3p y miR-187) mostró que estás moléculas 
participan en la adquisición de un fenotipo invasivo, la supervivencia a la privación de factores de 
crecimiento y la regulación de la muerte celular (72). Este estudio mostró que la expresión de RNAs 
no codificantes, como era de esperar, responde al cambio en el microambiente presente en los 
MCTS y además, que estas moléculas están implicadas y son importantes para la adquisición de un 
fenotipo tumoral con rasgos de mayor agresividad (132). En otro estudio realizado por nuestro 
grupo de trabajo, en el que se evaluó el perfil transcripcional de esferoides tempranos (6 días de 
cultivo) de células MCF-7, se observaron cambios importantes en la fracción de RNAs codificantes 
(mRNAs) cuya ontología génica mostró que estaban asociados con la adquisición de un fenotipo 
invasivo, así como con un metabolismo oxidativo fuertemente sobreregulado. Sin embargo, se 
observó que también existían cambios importantes en la fracción de ncRNAs conocida como 
lncRNAs (RNAs largos no codificantes), con un total de 687 lncRNAs desregulados (Figura 1). 
Interesantemente, una fracción de los lncRNAs cuya expresión se vio afectada en los MCTS, 
presentaba un fenómeno de co-expresión con genes aledaños, un análisis más detallado reveló que 
algunos de estos lncRNAs regulaba en cis a sus genes vecinos (104). Sin embargo, dada la 
complejidad funcional y molecular de los lncRNAs es necesario realizar un análisis a mayor 
profundidad para poder determinar su función específica en el fenotipo tumoral presente en los 
MCTS.  
Posteriormente, se decidió evaluar el perfil transcripcional de esferoides de la línea MCF-7 pero con 
un crecimiento más prolongado, con el fin de evaluar transcritos que se asociaran con el 
microambiente del esferoide y la adquisición de la heterogeneidad presente en los esferoides 
maduros. En este estudio se analizó el transcriptoma de esferoides previa aparición de la hipoxia 
(10 días), posterior a la aparición de la hipoxia pero sin presentar centro necrótico (12 días) y 
esferoides con un microambiente como se ha descrito y además presentan ya un centro necrótico 
(20 días), y se comparó con un control confluente crecido en monocapa (133). Al igual que en el 
estudio anterior, se observó que una gran cantidad de mRNAs modificaba su expresión en respuesta 
al microambiente que se presenta, observando vías activadas como HIF-1, p53, cMyc, STAT3, entre 
muchas otras, que indican precisamente el efecto de dicho microambiente sobre el fenotipo celular. 
Interesantemente una gran cantidad de lncRNAs también modificó su expresión en cada uno de los 
puntos evaluados mediante RNA-seq (Figura 3A). Lo que muestra que una gran cantidad de lncRNAs 
asociados con un fenotipo tumorigénico son regulados por estímulos microambientales. Como era 
de esperar, varios lncRNAs se expresan o dejan de expresarse específicamente en un tiempo del 
desarrollo del esferoide ante señales microambientales específicas (Figura 3B). Sin embargo, 
también se observó grupos de lncRNAs que o bien se compartían entre los estadios iniciales o entre 
los estadios tardíos del análisis, y un pequeño grupo de lncRNAs cuya expresión se modificó durante 
todo el desarrollo de los esferoides (Figura 3B). En el presente trabajo decidimos enfocarnos en este 
grupo de 76 lncRNAs cuya expresión cambió durante todo el desarrollo del esferoide, y evaluar el 
efecto de uno de estos lncRNAs en el fenotipo tumoral adquirido durante el crecimiento en forma 
de MCTS. 
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Figura 3. Cambio en la expresión de lncRNAs durante el crecimiento de esferoides de la línea MCF-7. A) se 
muestra el número de lncRNAs que incrementaron su expresión (fracción negra) y que disminuyeron su 
expresión (fracción blanca) en cada punto evaluado durante el crecimiento de los esferoides. B) Diagrama de 
Venn donde se muestra el número de lncRNAs que son específicos de cada fase del desarrollo de los 
esferoides, o bien que se comparten entre dos o más fases. 
 
RNAs largos no codificantes y su función biológica. 

 
Antecedentes históricos de la investigación en lncRNAs. 

El concepto del dogma central de la biología molecular, propuesto inicialmente por Francis Crick en 
1958 y posteriormente por François Jacob y Jacques Monod, propone que el flujo de la información 
génica transita del DNA al RNA durante el proceso de transcripción y posteriormente del RNA a 
proteína durante la traducción (134). Esta idea ha conducido a que históricamente las moléculas de 
RNA sean consideradas únicamente como intermediarios entre el gen y la proteína que codifica. 
Distintas moléculas de RNA no codificante (ncRNA) fueron caracterizadas tempranamente, en 1955 
el descubrimiento del primer RNA ribosomal por Georges Palades (rRNA) y el descubrimiento del 
RNA de transferencia (tRNA) por Mahlon Hoagland y Paul Zamecnik en 1957, incluso antes de la 
invención del término mRNA por François Jacob y Jacques Monod en 1960 (135). Posteriormente, 
en 1984(136), el equipo de Masayuki Inouye descubrió en E. Coli el primer ncRNA. Este ncRNA fue 
una molécula de RNA pequeño nombrado micF, el cual reprime la traducción de un mRNA que 
codifica para una Porina (OmpF), mediante la unión directa de micF con el sitio de unión del 
ribosoma en el mRNA de OmpF (136). Posteriormente, a finales de los 1980s se descubrió un 
fenómeno de impronta génica. En este contexto se descubrió que el gen Igf2R se expresaba del alelo 
paterno, mientras que el alelo materno expresaba el gen H19, y la impronta del alelo materno de 
Igfr2 dependía de la expresión de H19 y la deleción de H19 resultaba en letalidad prenatal (137). La 
caracterización inicial de H19 mostró que este transcrito no se unía a ribosomas a pesar de contar 
con marcos de lectura abierto (ORFs) pequeños, pero comparte características de un mRNA como 
el ser transcrito por la RNApol II, y procesado (presenta 5´cap, 3´poliadenilado y presenta un 
procesamiento por splicing) (138). H19 constituye el primer ejemplo de un ncRNA largo (lncRNA) 
descubierto en eucariontes, sin embargo, su función como molécula de RNA permaneció sin 
estudiar hasta el descubrimiento de otro RNA asociado con la compensación de dosis génica en 
mamíferos, el lncRNA XIST. El proceso de inactivación del cromosoma X en mamíferos fue 
descubierto en 1961 por Mary Lyon y consiste en la represión epigenética de la mayoría de los genes 
localizados en uno de los dos cromosomas X de las hembras (139). La inactivación del cromosoma X 
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es regulada por un locus único conocido como el centro de inactivación del cromosoma X. A 
principios de los 1990s se descubrió que este locus transcribía un lncRNA, al cual se conoció como 
transcrito específico del cromosoma X inactivo (Xist). Este transcrito se expresa durante el desarrollo 
temprano a partir de uno de los cromosomas X, y conduce al silenciamiento casi total de este 
cromosoma (140, 141). Estos trabajos pioneros, en los cuales se describieron las funciones 
regulatorias de dos lncRNAs en mamíferos que diferían significativamente de las funciones 
“housekeeper” de los ncRNAs descubiertos hasta ese momento, permitieron demostrar una nueva 
diversidad funcional para moléculas de RNA no codificante. 
La publicación del genoma humano, inicialmente el 96% de las regiones de eucromatina en el 2001 
y la secuencia completa en el 2003, trajo consigo un cambio importante en la forma de concebir la 
complejidad genómica del Homo sapiens (142). Uno de los hallazgos más inesperados de la 
secuenciación del genoma humano fue el pequeño número de genes que codificaban para proteínas 
en comparación con las proyecciones iniciales. En un estudio temprano en el que se utilizaba la 
repartición de islas CpG para predecir el número de genes, se estimó un total de entre 70,000-80,000 
genes codificantes de proteínas (143). En un inicio el proyecto del genoma humano predijo 
alrededor de 31,000 genes codificantes de proteínas, pero este número se redujo a 22,287 genes 
codificantes de proteínas en el 2004 (142, 144). Otro fenómeno importante que fue descrito a partir 
de los datos del proyecto del genoma humano fue el denominado transcripción pervasiva, que 
consiste en que la mayoría del genoma es transcrito, independientemente de si codifica para 
proteína o no (145). Fenómeno que fue corroborado tiempo después por los grandes consorcios 
como FANTOM y RIKEN (146, 147). El descubrimiento de la transcripción pervasiva generó grandes 
debates respecto a la funcionalidad biológica de estos ncRNA, por lo que durante varios años se 
consideró que la mayor parte de estos RNAs eran únicamente ruido transcripcional y se denominó 
al DNA no codificante como DNA basura (148). Recientemente el proyecto ENCODE, estimó que 
cerca de un 93% del genoma humano se transcribe y se asocia con la producción de un único 
transcrito. De este total de transcritos, cerca del 1.2% corresponde a exones de genes codificantes, 
cerca de un 39% se transcribe en regiones intrónicas y UTR´s, y finalmente un 54% de transcritos 
mapean fuera de genes codificantes para proteínas (Figura 4) (149). Posteriormente, con el 
desarrollo del proyecto NONCODE, una base de datos encargada de recopilar y anotar a nivel 
genómico los distintos tipos de RNAs no codificantes (especialmente lncRNAs), se observó en su 
versión más reciente, mediante una curación sistemática de distintos datos genómicos, que en el 
genoma humano se han mapeado alrededor de 96,308 genes de lncRNAs y producen alrededor de 
172,216 transcritos de lncRNAs (150).  
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Figura 4. Proporción de secuencias codificantes y no codificantes en el genoma humano. Regiones 
no transcritas del genoma corresponden a un 7%, Secuencias que corresponden a exones de genes 
codificantes corresponden a un 1.2% del genoma, Regiones que corresponden a secuencias 
intrónicas y UTR´s de genes codificantes corresponden a un 39% y regiones que se transcriben, pero 
no corresponden a un gen codificante corresponden 54%. Modificado de Jarroux, J., et al., 2017 
(135). 
 
Biología y función de los lncRNAs 

El creciente interés de una gran parte de la comunidad científica en descubrir el papel biológico de 
estas moléculas ha conducido a que se genere un gran cuerpo de conocimiento sobre las 
características biológicas de los lncRNAs. La familia de los lncRNAs que por definición son aquellas 
moléculas de RNA que no tienen la capacidad para producir proteínas y que tienen un tamaño mayor 
a los 200 nt (esto con el fin de diferenciarlas de las moléculas de ncRNA pequeñas como miRNAs), 
es en realidad un grupo heterogéneo de moléculas con distintas propiedades genómicas, 
regulatorias y funcionales, que dificultan una organización conceptual unificadora de las mismas. En 
la presente sección, se hablará de aquellos conceptos generales que se han utilizado para 
caracterizar y organizar el conocimiento de los lncRNAs. 
A pesar de que por definición los lncRNAs no codifican para proteínas, se ha demostrado que 
algunos lncRNAs pueden asociarse con ribosomas y producir péptidos pequeños, pero son pocos los 
ejemplos funcionales (151). Un ejemplo, es el lncRNA dwarf que se expresa en músculo cardiaco y 
que codifica para un péptido de 34 aminoácidos (DWORF), el cual se asocia con la función de SERCA 
y la contracción del músculo (152). Sin embargo, en este contexto cabría esperar la generación de 
un concepto de bifuncionalidad, que explique una función doble de ciertos lncRNAs, tanto como 
moléculas de RNA y como péptidos pequeños con funciones biológicas independientes. 
La gran mayoría de los lncRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II, sin embargo, algunos 
lncRNAs como NDM29 (asociado a neuroblastoma humano) son transcritos por la RNA polimerasa 
III (153). Así mismo, muchos lncRNAs anotados son objeto de procesamiento postranscripcional, 
observándose la presencia de CAP en el extremo 5´, el corte y empalme alternativo y la adición de 
una cola de poli(A) en el extremo 3´ (154). Sin embargo, diversos estudios han demostrado que una 
gran cantidad de lncRNAs no presentan poli(A) en el extremo 3´ y usualmente son invisibles en 
abordajes que analizan únicamente transcritos poliadenilados (155). Además, algunos lncRNAs son 

7%
1.20%

39%54%



19 
 

considerados dimorficos en el sentido de que se pueden encontrar en formas poliadeniladas o no-
poliadeniladas, como es el caso de NEAT1 y MALAT (156). En un estudio reciente, en el que se 
evalúan las distintas modificaciones postraduccionales del dominio CTD de la RNApol II en función 
del proceso de transcripción de los lncRNAs, se observó que la transcripción de los lncRNAs puede 
en algunos casos ser muy parecida a la de los mRNAs. Sin embargo, existe una gran cantidad de 
genes de lncRNAs en los que el proceso transcripcional resulta diferente, en el sentido de que 
presentan diversos sitios de inicio transcripcional, la elongación de la RNApol II se detienen en 
distintas zonas del gen y los fenómenos de procesamiento no ocurren en puntos específicos del 
transcrito y constituyen así unidades transcripcionales con dinámicas propias (157). Esta diversidad 
transcripcional de los lncRNAs dificulta la generalización conceptual de distintas características, y 
permite evidenciar la heterogeneidad propia de este grupo de moléculas. 
En lo que respecta a la regulación a nivel de cromatina de los genes de lncRNA, las marcas 
postraduccionales de histonas son muy semejantes a lo observado en genes codificantes de 
proteínas. Se ha observado que los promotores de los lncRNAs se encuentran dentro de regiones 
hipersensibles al tratamiento con DNAsa I, sugieren regiones desprovistas de nucleosomas. Además, 
se ha observado que los promotores de los lncRNAs presentan niveles inferiores de la trimetilación 
de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3), en comparación con los promotores de los genes 
codificantes, esto puede ser por el nivel inferior de expresión de los lncRNAs. En el caso de aquellos 
lncRNAs que se expresan en regiones enhancer o en promotores (eRNAs y PROMPTs, 
respectivamente), se ha observado que presentan altos niveles de la monometilación en la lisina 4 
de la histona H3, y acetilación de la lisina 27 de la histona H3 (H3K4me1 y H3K27ac, 
respectivamente), que se consideran marcas de unidades transcripcionales asociadas a enhancers 
o promotores (158). Generalmente el cuerpo de la mayoría de los genes de lncRNAs, con excepción 
de los eRNAs y PROMPTs, presenta un incremento en la marca de trimetilación de la lisina 36 de la 
histona H3 (H3K36me3) (159). 
Una característica importante de la expresión de los lncRNAs consiste en sus dinámicas específicas 
de expresión y decaimiento. La medición del tiempo de vida media de los lncRNAs en ratón por 
inhibición transcripcional con actinomicina B, mostró que los lncRNAs presentaban una vida media 
dentro del rango de los 30 minutos a las 48 hrs, rango similar al de los mRNAs, los lncRNAs presentan 
una estabilidad menor de 4.8 hrs, comparada con la vida media de 7.7hrs para los mRNAs. Además, 
la proporción de lncRNAs clasificados como inestables (vida media menor a 2 hrs) comprendía un 
alto porcentaje, mientras que pocos (Neat1) fueron clasificados como estables (vida media mayor a 
12 hrs) (160). Distintos ensayos en los que se analizó el transcriptoma global de distintos tejidos han 
demostrado que los lncRNAs, en comparación con los transcritos codificantes, presentan una 
expresión más específica en relación con el patrón espaciotemporal de desarrollo o con el tipo 
celular o de tejido. Existe una pequeña minoría de lncRNAs cuya expresión es ubicua, como TUG1 o 
MALAT1 (161-163). La mayoría de los lncRNA expresados de forma ubicua presentan una expresión 
elevada, pero en el caso de los lncRNAs cuya expresión es más restringida se observa una expresión 
baja, incluso al nivel de ser de unas cuantas copias por célula (164). Esta alta especificidad en la 
expresión sugiere que estos transcritos participan en mecanismos muy precisos de regulación y que 
requieren una modulación fina por el contexto celular. 
El RNA es una molécula dinámica que puede plegarse y adoptar estructuras complejas, las cuales 
son necesarias para definir la función de la molécula, así como su estabilidad, localización celular y 
con qué moléculas puede interactuar (165). Distintos grupos han demostrado que la estructura 
secundaria del lncRNA constituye la unidad funcional de los mismos, y usualmente esta estructura 
se conserva durante la evolución de los organismos (166). En un estudio en el que se comparó la 
secuencia del lncRNA HOTAIR entre 33 secuencias distintas de mamíferos, mostró que aun cuando 
existen cambios en la secuencia, se conservaban motivos estructurales, en especial en las regiones 
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de unión a proteínas (167). Sin embargo, existen ejemplos en los que cambios recientes en la 
secuencia de lncRNAs que impactan en la estructura genera nuevas funciones y especializaciones 
para este tipo de genes. HAR1 (Human accelerated región 1) es una región de evolución reciente, 
que expresa un lncRNA en la neocorteza en desarrollo de los primates. En humanos, este transcrito 
tiene una estructura estable que no se observa en otros primates y que se relaciona con la 
adquisición de ciertas características de la especie (168). Sin embargo, aún falta el desarrollo de más 
y mejores herramientas que permitan predecir adecuadamente la estructura que un transcrito 
puede adoptar en condiciones fisiológicas. 
 
Clasificación de los lncRNAs 

El descubrimiento de los lncRNAs como un tipo completamente nuevo de transcritos generó la 
necesidad de clasificarlos y agruparlos en grupos que pudieran dar un sentido a su biología. Una de 
las primeras clasificaciones de los lncRNAs tiene como base la localización genómica y su relación 
con genes codificantes de proteínas. Esta clasificación es utilizada por GENCODE/Ensembl, pero 
también se usa con frecuencia para clasificar transcritos ensamblados de novo. Los lncRNAs en base 
a su localización relativa a los genes codificantes, se dividen en dos grandes grupos: aquellos cuya 
unidad transcripcional no se intercepta con ningún gen codificante y se denominan intergénicos 
(long intergenic ncRNAs, lincRNAs), y aquellos cuyas unidades transcripcionales se interceptan con 
las unidades transcripcionales de genes codificantes y se denominan intragénicos. en la figura 5 se 
esquematiza la clasificación de lncRNAs respecto a su localización (159). En el caso de los lncRNAs 
intragénicos, estos se pueden dividir a su vez en más subtipos y dependen de la posición y relación 
con el gen codificante:  

 lncRNAs antisentido: asRNAs o ancRNAs, estos transcritos se encuentran en la cadena antisentido a 
un gen codificante y se sobrelapan total o parcialmente con este. En este grupo se han incluido los 
llamados NATs (Natural antisense transcripts), los cuales a su vez se subdividen en cis-NATs (que 
afectan la expresión de los transcritos con los que se interesecta) y trans-NATs (que regulan la 
expresión de transcritos en otra posición genómica (169). Se ha descrito que cerca del 70% de los 
genes codificantes presentan una transcripción antisentido, produciendo NATs, los cualespueden 
activar o inactivar la expresión de los genes sentido (170). 

 lncRNAs bidireccionales: Estos transcritos se originan de la cadena opuesta de un gen codificante, 
pero no se sobrelapan o se sobrelapan parcialmente con el extremo 5´ del gen codificante. Estos 
lncRNAs se producen usualmente a partir de promotores bidireccionales y se han considerado como 
transcritos poco estables (171, 172). Distinta evidencia sugiere que la transcripción bidireccional de 
lncRNAs tiene un efecto en la regulación del gen codificante adyacente, sugieren que este fenómeno 
constituye una capa más de regulación transcripcional (173). 

 lncRNAs Intrónicos: los lncRNAs intrónicos se producen a partir de intrones de transcritos 
codificantes, y pueden constituir unidades transcripcionales independientes del gen hospedero, o 
bien, se producen durante el procesamiento de los transcritos codificantes. Los RNAs intrónicos 
circulares (ciRNAs) son un ejemplo de RNAs que se producen a partir de intrones en lazo (174). En el 
caso de los lncRNAs intrónicos cuya expresión es independiente de su gen blanco, se les ha llamado 
RNAs no codificantes totalmente intrónicos (TIN), y se ha observado que estos pueden transcribirse 
de intrones de un 74% de los genes anotados en RefSeq (175). Incluso se ha propuesto la existencia 
de al menos 78,147 lncRNAs intrónicos en humano (176). 

 Transcritos sobrepuestos en sentido (overlapping sense transcripts): Estos transcritos incluyen 
algunos exones o la mayoría de los intrones de un gen codificante, y son transcritos en la misma 
dirección que el gen codificante. Un ejemplo de estos transcritos es SOX2-OT, el cual contiene en su 
primer intrón al gen codificante de SOX2. SOX2-OT se ha propuesto como un regulador de la 
expresión de SOX2 (177). 
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Figura 5. Clasificación de los lncRNAs en relación con su localización respecto a genes codificantes. 
Se muestra de forma esquemática los distintos tipos de lncRNAs (azul) en relación con su posición 
respecto a un gen codificante de proteína (naranja). Modificado de Jarroux, et al., (2017) (135). 
 
Otra clasificación útil de los lncRNAs que se ha planteado, y diversos grupos la utilizan para 
caracterizar adecuadamente distintos lncRNAs, se basa en la residencia de los genes de lncRNAs en 
distintos elementos reguladores, es decir si se expresan a partir de elementos regulatorios como 
enhancers o promotores. Esta clasificación incluye los siguientes subtipos: 

 lncRNAs derivados de pseudogenes: Los pseudogenes son remanentes genómicos de genes 
codificantes ancestrales que han perdido la capacidad codificante, muchos de ellos se transcriben 
dando lugar a lncRNAs (pseudogene derived lncRNAs). Dada la semejanza de estos pseudogenes con 
los genes codificantes parentales, los lncRNAs derivados de pseudogenes pueden regular la expresión 
de ciertos mRNAS mediante la interacción con miRNAs, o bien la producción de endo-siRNAs (178). 

 T-UCRlncRNAs: En el genoma humano se han descrito hasta el momento 481 regiones ultra 
conservadas (UCR) entre humano, ratón, y rata (179). Estas regiones se transcriben en los así 
llamados T-UCRlncRNAs (180). En neuroblastoma se ha observado una expresión diferencial de estos 
T-UCRlncRNAs entre tejidos sanos y tumores. Además, se ha demostrado que la expresión de estos 
transcritos responde a estímulos ambientales como el tratamiento con ácido retinoico, y regulan el 
efecto biológico de una disminución de n-Myc (181). 

 RNAs que contienen repetidos teloméricos (TERRA): Los telómeros de todos los eucariontes se 
transcriben en RNAs no codificantes conocidos como TERRA. Estos lncRNAs se producen a partir de 
ambas cadenas del DNA telomérico y dependen de la fase del ciclo celular (182). Se ha observado 
que los ncRNAs TERRA forman híbridos RNA-DNA en los extremos de los cromosomas, promoviendo 
la recombinación y retrasa el fenómeno de senescencia. Sin embargo, en células carentes de 
telomerasa y reparación homóloga, la expresión de TERRA induce el acortamiento de los telómeros 
y acelera la senescencia (183). 

 lncRNAs centroméricos: Distintos estudios han mostrado que los repetidos centroméricos se 
transcriben activamente durante mitosis tardía hasta G1 temprana y producen distintos lncRNAs. 
Estos lncRNA interactúan con distintas proteínas del centrómero como CENP-A/CENP-C y HJURP, y 
se ha observado que participan en el ensamblaje correcto de los cinetocoros (184-187). 

 Transcritos antisentido de promotores y pre-rRNA (PAPAS): Se ha observado que loci de DNA 
ribosomal se transcribe en antisentido por la RNApol II, lo que produce una población heterogénea 
de lncRNAs llamados PAPAS (promoter and pre-rRNA antisense). La expresión de estos transcritos 
inducen quiescencia mediante el reclutamiento de Suv4—20h2 y el posterior silenciamiento de los 
genes de rRNA (188). 

 lncRNAs asociados a regiones enhancer (eRNAs): Los enhancer son un tipo de elementos 
regulatorios en Cis, que activan la expresión de genes distales. Se ha observado que muchos 
enhancers se transcriben en RNAs no codificantes llamados eRNAs. Los enhancers que son transcritos 
usualmente presentan marcas de histonas específicas como el enriquecimiento de la acetilación de 
la lisina 27 de la histona H3 y la monometilación de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1). Se ha 
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propuesto que los eRNAs regulan la interacción de los enhancers de los que se transcriben con sus 
promotores blanco, además de regular el ambiente de la cromatina en los promotores, el 
reclutamiento de factores de transcripción y la iniciación de la RNApol II (189). 

 lncRNAs asociados a promotores (PALRs): Al igual que los enhancers, muchos promotores de genes 
codificantes se transcriben y producen lncRNAs, tanto de la cadena sentido como de la antisentido, 
y pueden sobrelaparse con el extremo 5´de los genes codificantes (190). En este grupo de lncRNAs 
también se encuentran los PROMPTs (transcritos río arriba de los promotores) y los uaRNAs (RNAs 
antisentido río arriba), los cuales son transcritos muy inestables, que pueden llegar a requerir la 
depleción del exosoma nuclear para poder estudiarlos (191). La diferencia entre los PROMPTs y los 
uaRNAs constituye en que los primeros se encuentran en sentido al gen codificantes y los segundos 
en antisentido. Se ha propuesto que la degradación de los PROMPTs dependiente de poliadenilación 
permite asegurar la direccionalidad en la producción del RNA codificante en promotores 
bidireccionales (192). En el caso de los uaRNAs, se ha observado que también pueden regular la 
direccionalidad de los promotores y la posterior expresión del gen codificante adyacente (193). 

 
La clasificación de los lncRNAs ha sido un tema de intenso estudio que ha generado diversos 
sistemas de clasificación. Estos sistemas de clasificación se ha revisado extensamente en otros 
textos, por lo que no se considera necesaria su revisión en el manuscrito presente. 
 
Mecanismos de acción de los lncRNAs 

Como se ha discutido previamente, generalmente los lncRNAs presentan niveles bajos de expresión 
en comparación con otros RNAs, y tienen una expresión tejido-específica más restringida a ciertas 
líneas celulares o tejidos. Esto sugiere que la regulación de la expresión de los lncRNAs es finamente 
modulada, y a su vez los lncRNAs regulan finamente distintos procesos celulares. Actualmente, se 
desconoce la función y mecanismo de acción de la gran mayoría de los lncRNAs. Sin embargo, la 
caracterización funcional de muchos de ellos ha permitido identificar distintos mecanismos de 
acción que de manera esquemática engloban la función de varios grupos de lncRNAs. 
Una de las principales funciones de muchos de ellos, es la regulación transcripcional de genes 
blanco, mediante la modulación del ensamblaje de la maquinaria transcripcional o la modulación 
de la acción de factores de transcripción en regiones promotoras o enhancers. Los lncRNAs pueden 
regular la transcripción y actuan como factores en Cis, o factores en Trans. La regulación en Cis por 
lncRNAs ocurre cuando el lncRNA regulatorio y el gen blanco se transcriben a partir del mismo locus 
(194). HOTTIP es un ejemplo claro de un lncRNA que actúa en Cis, este lncRNA se expresa en el 
clúster de los genes HOXA ante ciertos estímulos ambientales. Cuando HOTTIP se expresa, el 
enhancer del que se transcribe cambia los promotores blanco a los que se une. HOTTIP además 
interactúa con WDR5, lo que permite localizar al complejo MLL en los promotores blanco y activar 
su expresión (195). Además, muchos NATs tienen una función en Cis sobre el gen en sentido. Por 
ejemplo, el lncRNA ANRIL se transcribe en antisentido a los genes de CDKN2A y CDKN2B, e 
interactúa con la proteína CBX7 del complejo represivo Polycomb 1 (PRC1) y Jarid2 del complejo 
represivo Polycomb 2 (PRC2), lo que conduce al silenciamiento epigenético de los genes en sentido 
(170). 
En el caso de los lncRNAs que presentan funciones en Trans, se sabe que distintos lncRNAs pueden 
regular la expresión de genes blanco que se encuentran en sitios distales de su unidad 
transcripcional, incluso en otros cromosomas (196). Este es el caso del lncRNA HOTAIR, un lincRNA 
que se encuentra en el locus HOXC, pero reprime la expresión de varios genes en el locus HOXD (en 
otro cromosoma) mediante el reclutamiento de los complejos PRC2 y LSD1 (197). Incluso, en cáncer 
de mama se demostró que regula más genes fuera del locus HOXD (198). Otro ejemplo de lncRNA 
con funciones en Trans, son aquellos transcritos que interactúan directamente con proteínas o 
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miRNAs, y de esta manera regulan la función de las mismas. Por ejemplo, el lncRNA NKILA, que se 
expresa como resultado de la activación del factor de transcripción NF-kB, interactúa con el 
complejo NF-kB/IkB e inhibende esta manera la fosforilación de IkB por IKK (199). 
Además de esta diferenciación funcional de los lncRNAs entre aquellos que llevan una función en 
Cis o en Trans, se ha descrito una variedad más grande de funciones lo que ha permitido identificar 
ciertos mecanismos funcionales generales que pueden explicar la función de varios lncRNAs (200). 
Las distintas funciones de los lncRNAs descritas hasta la fecha son los siguientes. 

 lncRNAs señales: La alta expecificidad en la expresión de los lncRNAs indica que pueden servir como 
señales moleculares, que permiten integrar las señales de desarrollo, el contexto celular y el contexto 
microambiental, con el fin de producir una respuesta celular adecuada. Algunos transcritos dentro 
de esta clase actúan como moléculas regulatorias, mientras que en otros casos es la transcripción el 
fenómeno regulatorio y el lncRNA un producto secundario. Se ha pensado que los lncRNAs en este 
grupo pueden funcionar como marcadores de eventos biológicos específicos. Como ejemplo de este 
grupo de lncRNAs se utiliza comúnmente a lncRNAs implicados en el proceso de impronta génica, 
como es Kcnq1ot1, Air o Xist. En el caso de Air, está implicado en la impronta del gen Igf2r en el alelo 
paterno. En placenta se ha observado que la expresión de Air, a partir del segundo intrón del gen 
Igf2r, recluta a modificadores epigenéticos como G9a y PRC2 y reprimen epigenéticamente la 
expresión de Igf2r (194). En los tejidos embrionarios, se ha observado que la transcripción de Air es 
suficiente para silenciar la expresión del gen sobrelapado (201). En este ejemplo, Air funciona como 
una señal que regula la impronta del gen Igf2r en un contexto espaciotemporal específico. 

 lncRNA señuelo: Estos lncRNAs llevan a cabo su función al unirse a una molécula efectora, 
usualmente una ribonucleoproteína o factor de transcripción (RNP o TF), y mediante esta interacción 
impide que la molécula efectora lleve a cabo su función biológica. Un ejemplo de este tipo de lncRNAs 
es PANDA, este transcrito es regulado por p53 ante un estímulo de daño al DNA, la transcripción de 
PANDA inhibe la expresión de genes proapoptoticos y permiten que primero se dé un arresto en el 
ciclo celular y se intente reparar el daño. PANDA se une directamente al factor de transcripción NF-
YA y lo secuestra impidiendo que lleve a cabo su función proapotótica (202). 

 lncRNAs guías: Estos lncRNAs se unen a proteínas y dirigen el complejo nucleoproteico a blancos 
específicos. Los lncRNAs guías pueden tener funciones tanto en Cis (como los eRNAs) como en trans. 
Además de que su función la pueden llevar a cabo a través de complejos activadores como tritorax 
(Trx) o represivos como Polycomb (PRC), o incluso a través de distintos factores de transcripción. 
HOTTIP es un lncRNA guía que se transcribe a partir de un enhancer del clúster de los genes HOXA, y 
regula la formación de un bucle entre el enhancer y distintos promotores. Además, HOTTIP interactúa 
con el complejo MLL y lo localiza en los promotores de los genes blanco de HOTTIP, lo que activa su 
transcripción(195). HOTAIR cumple su función como RNA guía en Trans, este lincRNA se transcribe a 
partir del clúster de los genes HOXC y reprime la transcripción de cerca de 40kb del locus HOXD en 
un cromosoma diferente. HOTAIR funciona como guía de los complejos PRC2 y LSD1 (197). 

 lncRNAs de andamiaje: Distintos lncRNAs pueden servir como plataformas moleculares en las que 
distintos componentes moleculares son ensamblados. La formación de estos complejos 
macromoleculares resulta importante para el control preciso de distintas vías de señalización (203). 
Se ha propuesto que los lncRNAs de andamiaje son moléculas con una alta complejidad, que 
presentan distintos dominios funcionales que les permiten interactuar con varias moléculas 
efectoras. NEAT1 es un lncRNA altamente expresado en distintos tejidos, el cual es importante para 
el ensamblaje de los paraspeckles (204, 205).  

 lncRNAs esponjas de miRNAs: Los lncRNAs al igual que los mRNA son blancos de miRNAs y son 
regulados a nivel postranscripcional por estas moléculas. Recientemente, se ha descubierto que 
estos lncRNAs, a los que se les ha llamado competing endogenous RNAs (ceRNAs), pueden competir 
por la unión de miRNAs con otras moléculas de RNA como los mRNAs. Esto implica que la expresión 
de un ceRNA titularía un miRNA o una familia de miRNAs, lo que deja una concentración activa menor 
del miRNA y por consiguiente liberan del silenciamiento otros mRNAs (206). lincRNA-ROR induce un 
fenotipo de CSC (Cancer Stem Cells) gracias a que funciona como lncRNA esponja de diversos miRNAs 
supresores de tumor, dentro de los que destacan algunos miembros de la familia Let-7 (207). 
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Existen distintos ejemplos de lncRNAs que cumplen su función biológica a través de varios 
mecanismos funcionales. HOTAIR como se mencionó antes funciona como guía de los complejos 
PRC2 y LSD1, que regula su localización en blancos específicos, pero también HOTAIR funciona como 
una molécula de andamiaje que permite la formación de un complejo que incluye a PRC2 y LSD1. 
 
lncRNAs en cáncer 

Como se ha mencionado en secciones previas, los lncRNAs son moléculas que responden a estímulos 
fisiológicos específicos, lo que les confiere una alta especificidad en su expresión. Esto también es 
cierto para la función de estás moléculas en distintos estados patológicos, donde se ha observado 
que su expresión fuera de contexto se correlaciona con un fenotipo patológico o la progresión de 
una enfermedad (208, 209). En cáncer se han demostrado cambios en la función de una gran 
cantidad de lncRNAs, que se asocian con la progresión de la enfermedad. Es importante mencionar 
que al igual que ocurre con las proteínas, existen lncRNAs cuya ganancia de función o incremento 
de expresión trae consigo la adquisición de rasgos tumorales, comportándose, así como oncogenes. 
Mientras que otros lncRNAs tienen una función supresora de tumor, observándose que su pérdida 
de función o disminución en la expresión conducen a la adquisición de un fenotipo tumoral(154). 
Con el fin de esquematizar la asociación de los lncRNAs con el fenotipo canceroso, se utilizarán los 
hallmarks del cáncer descritos por Hanahan D., y Weinberg, RA. (2011) (210). 
 

1. Señalización proliferativa sostenida: Una de las primeras características descritas de las células 
cancerosas es su capacidad de proliferar constantemente y con una cierta independencia de estímulos 
externos (210). El lncRNA SRA (Steroid Receptor Activator) se sobreexpresa en tejidos mamarios 
cancerosos, y estos altos niveles de SRA se asocia con una señalización anormal de los receptores de 
estrógeno y progesterona (ER y PR) (211). Sin embargo, más recientemente se ha demostrado que SRA 
codifica para una proteína que también puede funcionar como coactivadora o correpresarosa. El 
balance entre el transcrito no-codificante y la proteína se debe principalmente a una regulación por 
splicing alternativo (212). En cáncer de próstata se ha observado que PCAT-1 (prostate cáncer 
associated transcript 1), un lncRNA con una elevada expresión en la enfermedad, regula la expresión de 
genes asociados a ciclo celular y mitosis, y su silenciamiento disminuye la tasa proliferativa de las células 
cancerosas (213). 

2. Evasión de supresores de crecimiento: Además de mantener una señalización proliferativa sostenida, 
las células tumorales usualmente adquieren la capacidad de evadir aquellas señales que permiten 
suprimir el crecimiento (210). ANRIL (antisense non-coding RNA in the INK4 locus) es un lncRNA que se 
codifica en antisentido al locus de P14-p15, y su expresión elevada en distintos tumores se asocia con 
su silenciamiento. ANRIL puede interactuar con PRC2 y PRC1 y guiarlos al locus de INK4 y silenciar la 
expresión a nivel epigenético (214, 215). Además, tienen funciones como supresores de tumor, GAS5 
(Growth arrest-specific 5) es un lncRNA que interactúa con el dominio de unión al DNA del receptor de 
glucocorticoides (GR) compitiendo con los elementos de respuesta a glucocorticoides y reprime la 
actividad transcripcional del GR (216). La expresión de GAS5 en células de cáncer de próstata y de mama 
induce el arresto en el crecimiento y el aumento en la apoptosis (217). 

3. Adquisición de inmortalidad replicativa: En comparación con las células normales, que sólo pueden 
llevar a cabo un número limitado de divisiones celulares debido al acortamiento de los telómeros, las 
células cancerosas adquieren la capacidad de dividirse indefinidamente. Esto gracias a que cerca del 
90% de todos los tumores expresan de manera anormal la enzima Telomerasa e impide así el 
acortamiento de los telómeros. El 10% de los tumores restantes utilizan in alargamiento alternativo de 
los telómeros (ALT), una vía de alargamiento no conservativa que involucra la transferencia de repetidos 
entre cromátides hermanas (210). La holoenzima Telomerasa, tiene dos componentes, una 
transcriptasa reversa (TERT) y un lncRNA conocido como TERC. La transcriptasa reversa utiliza una 
pequeña región de TERC como templado para sintetizar los telómeros (218). Esto ha hecho que el gen 
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de TERC se encuentre amplificado en distintos tipos de tumores (219, 220). Otro lncRNA asociado con 
la función de los telómeros, son TERRA, se localizan en los telómeros y participan en la formación de 
heterocromatina (221). Además, se ha observado que TERRA es un inhibidor de la actividad de la 
telomerasa que puede actuar en el telómero en el que se transcribe o bien a nivel global (222). 

4. Capacidad Invasiva y metástasis: En tumores malignos, eventualmente algunas poblaciones celulares 
del tumor primario adquieren la capacidad de invadir tejidos aledaños sanos, entrar en el torrente 
sanguíneo y colonizar tejidos distantes. Este fenómeno conocido como metástasis es un proceso 
biológico que incluye distintas etapas y procesos diferentes (210). MALAT1 (Metastasis Associated Lung 
Adenocarcinoma transcript 1), se ha identificado como un marcador de metástasis y supervivencia en 
cáncer de pulmón de células no pequeñas (223). MALAT1 localiza en los speckles nucleares, un grupo 
de estructuras que regulan el procesamiento postranscripcional de los pre-mRNAs, dónde se ha 
observado que participa en la regulación del splicing por la modulación de los niveles de los factores de 
splicing serina/arginina (224). HOTAIR puede localizar al complejo PRC2 y LSD1 a otros genes en Trans, 
y gracias a esta función regula la adquisición de un fenotipo metastásico en cáncer de mama y 
hepatocelular (198, 225). 

5. Inducción de angiogénesis: Conforme la masa tumoral incrementa sus dimensiones, los vasos 
sanguíneos comienzan a ser insuficientes para la irrigación adecuada de las células tumorales, por lo 
que se comienzan a presentar regiones hipóxicas. Para continuar creciendo el tumor tiene que reactivar 
procesos de vasculogénesis y angiogénesis (210). Algunos de estos reguladores angiogénicos son 
proteínas de señalización como VEGF-A (vascular endotelial growth factor A) (226). Un lncRNA que 
participa en el proceso de angiogénesis es aHIF, el NAT complementario al 3´UTR de HIF-1α. Se ha 
observado que la sobreexpresión de aHIF induce la degradación del mRNA de HIF-1α, y ambas moléculas 
constituyen un mecanismo de retroalimentación negativa (227). . El transcrito antisentido de la eNOS 
(La óxido nítrico sintasa epitelial), llamado sONE o NOS3AS, regula la expresión de eNOS a nivel 
postranscripcional y reprime la expresión de eNOS en células no endoteliales (228, 229). 

6. Resistencia a la muerte celular: La muerte celular programada, es un mecanismo que puede eliminar 
las células cancerosas en respuesta a distintos estímulos, como el daño al DNA (inducido por fármacos 
antineoplásicos como Cisplatino), y resulta común que las células cancerosas adquieran mecanismos 
para lograr evadir la apoptósis (210). PCGEM1 (prostate specific transcript 1) se sobreexpresa en 
tumores prostáticos responsivos a andrógenos, induce un retraso en la activación de p53 y p21, así 
como una disminución en la cantidad de Caspasa 7 cortada y PARP (230). PANDA (p21 associated ncRNA 
DNA damage activated), un lncRNA blanco de p53, al expresarse se une con NF-YA y lo secuestra, e 
impide así la inducción de varios genes proapoptoticos responsivos a este factor de transcripción (202). 

 
Hasta el momento, se han descrito una gran cantidad de lncRNAs con funciones en cáncer, además 
de que varios de ellos pueden participar en la adquisición de más de un Hallmark por parte de las 
células cancerosas. Distintos estudios han demostrado que la expresión fuera de contexto de 
distintos lncRNAs puede causar cambios en el fenotipo celular tan profundos como ocurre con las 
proteínas oncogénicas o supresoras de tumor. 
 
lncRNAs y el microambiente tumoral 

Gran parte del esfuerzo en el estudio de los lncRNAs con funciones biológicas relevantes en cáncer 
se ha enfocado en analizar la actividad biológica de estas moléculas en las células cancerosas 
aisladas del microambiente tumoral. Pocos estudios han investigado la participación de los lncRNAs 
en las redes de señalización que se dan entre las células tumorales y los distintos componentes de 
su microambiente. En esta sección, describiremos brevemente algunos de los estudios que han 
demostrado que los lncRNAs participan en la interacción de la célula cancerosa y su microambiente. 

 Matriz extracelular y lncRNAs: El estudio del papel de los lncRNA en el “crosstalk” que se da entre la 
célula cancerosa y la matriz extracelular (ECM) aún ha sido pobremente estudiada. HOTAIR se ha 
asociado con la adquisición de un fenotipo metastásico en cáncer de mama (198). Sin embargo, la 
línea altamente metastásica MDA-MB-231 presenta una baja expresión de HOTAIR cuando se crece 
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en monocapa. Pero cuando MDA-MB-231 se cultiva en 3D utilizando una ECM rica en laminina (lrECM 
3D) se observa un incremento en la expresión de HOTAIR, el cual requiere una señalización a través 
de integrina α2 y Src. La interacción con esta proteína de la ECM conduce a la expresión de una nueva 
isoforma de HOTAIR, HOTAIR-N, la cual tiene un efecto pro-invasivo en líneas claudin-low como MDA-
MB-231 (231, 232). 

 Fibroblastos asociados a cáncer (CAF´s) y lncRNAs: En cáncer de ovario, se ha observado que los 
CAF´s participan en la metástasis gracias a la secreción de CXCL14. CXCL14 causa la inducción de 
LINC00092 en las células tumorales, el cual a su vez interactúa con la enzima glucolítica PFKFB2, 
reprograma el metabolismo energético y promueve el fenotipo metastásico (233). En carcinoma oral 
escamoso (OSCC) los CAF´s secretan un factor de crecimiento llamado Midkine (MK), el cual se ha 
asociado con la resistencia a cisplatino. Este factor de crecimiento induce la sobreexpresión de ANRIL, 
el cual induce la expresión de los transportadores MRP1 y ABCC2 (234). En cáncer de mama la 
expresión de HOTAIR también es responsiva a señales provenientes de los CAF´s, ya que la secreción 
de TGF-β por los CAF´s induce la expresión de HOTAIR vía la unión de SMAD2/3/4 su promotor (235). 
En cáncer de ovario, la comparación de los perfiles transcripcionales de CAF´s con fibroblastos 
normales, descubrió un conjunto de 39 lncRNAs asociados con el fenotipo de los CAF´s y se observó 
que se asociaban con el fenotipo promotor de metástasis de los CAF´s (236). Utilizando una estrategia 
semejante, pero con una cohorte menor y en cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLCs), se 
encontraron 766 lncRNAs que se asocian con el fenotipo de los CAF´s, pero la predicción por 
correlación reveló que se asociaban con la regulación de la respuesta inmune (237). 

 Macrófagos asociados al tumor (TAM´s) y lncRNAs: En cáncer de ovario se observó que los 
macrófagos M2 reclutados al tumor secretan EGF, lo que conduce a un incremento en la 
proliferación, migración e invasividad. La señalización a través de EGF/EGFR condujo a una 
disminución en la expresión del lncRNA LIMT (lncRNA inhibiting metástasis), el cual es un inhibidor 
de la EMT (238). En cáncer de vejiga, la metástasis a ganglios linfáticos se asocia con la sobreexpresión 
del lncRNA LNMAT1 (lymph node metástasis associated transcript 1). LNMAT1 promueve metástasis 
a ganglios porque induce la expresión de CCL2. La secreción de CCL2 recluta macrófagos al sitio del 
tumor, los cuales secretan VEGF-C (239). MALAT1 se ha asociado con la capacidad pro-tumorigénica 
de los TAMs, el cual induce la secreción de factores pro-tumorigénicos como FGF por parte de TAM´s 
(240). El lncRNA NIFK-AS1 se expresa en macrófagos de cáncer endometrial, donde se ha observado 
que la disminución en la expresión de NIFK-AS1, causa un incremento en la expresión de miR-146a y 
por consiguiente un bloqueo en la polarización M2 mediada por IL-4, un fenotipo inmunosupresor 
(241).  

 Linfocitos infiltrantes: Los tumores desarrollan mecanismos que les permite evadir la eliminación 
por el sistema inmune (242). lnc-EGFR participa en la adquisición de un fenotipo inmunosupresor en 
los linfocitos infiltrantes de cáncer hepatocelular. Lnc-EGFR, se sobreexpresa en linfocitos T de 
tumores hepatocelulares e induce un fenotipo Treg y reprime la diferenciación a linfocitos T 
citotóxicos gracias a que mantiene activa la señalización a través de EGFR y la función del eje AP-
1/NF-AT1 (243). lnc-Sox5 se sobreexpresa en células de cáncer colorrectal, y regula la infiltración de 
linfocitos citotóxicos CD3+CD8+T a través de la indolamina 2,3 dioxigenasa (244). Lnc-Tim3 es otro 
lncRNA expresado en linfocitos infiltrantes CD8 de carcinoma hepatocelular, la expresión de lnc-Tim3 
induce el agotamiento de linfocitos citotóxicos CD8 y la aparición de un microambiente 
inmunosupresivo (245). NKILA, es un lncRNA inducido por distintas vías proinflamatorias y que regula 
negativamente la vía de NF-kB. Su expresión en linfocitos T citotóxicos y Treg Th1 de tumores 
mamarios y de pulmón inhibe la señalización por NF-kB e induce un fenómeno conocido como 
muerte celular inducida por activación (AICD) (246).  

 Hipoxia: Existen una gran cantidad de reportes que han descrito la función de lncRNAs en la 
respuesta y adaptación de las células cancerosas a la hipoxia presente en el tumor. Incluso HIF-1 y 
HIF-2 regulan la expresión de una gran cantidad de lncRNAs (247). El primer lncRNA regulado por 
hipoxia que se describió fue H19, en cáncer de vejiga. La hipoxia incrementa la expresión de H19, el 
cual a su vez regula la expresión de Kip2 y FGF18 (248). El gen HIF1α presenta dos lncRNAs 
antisentido, uno en posición 5´(5ásHIF-1α) y otro en posición 3´(3´asHIF1α) y ambos pueden regular 
la expresión de su gen hospedero (249). lncRNA-LET usualmente presenta una expresión baja en 
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distintos tumores, debido a que la activación hipóxica de HDAC3 lo reprime. La inhibición de lncRNA-
LET causa la estabilización de la proteína NF-90, la cual participa en la adquisición de un fenotipo 
invasivo (250). linc-ROR se sobreexpresa en células cancerosas en hipoxia e induce la supervivencia 
debido a la inhibición de miR-145. linc-ROR se secreta en vesículas de las células hipóxicas y puede 
transferir el fenotipo hipóxico a células en condiciones normales (251). HIF1α regula directamente a 
LINK-A, este lncRNA sirve como molécula de andamiaje para la formación de un complejo de 
señalización en la membrana citoplásmica que induce el mantenimiento del fenotipo hipóxico y la 
estabilización de HIF-1α incluso en condiciones normóxicas, es decir, cuando la hipoxia ya fue 
resuelta por una neovascularización (252). 

 
Los lncRNAs son moléculas reguladoras clave que participan en las complejas redes de regulación 
que se dan entre las células tumorales y su microambiente, además de que participan en la 
adquisición de rasgos fenotípicos más agresivos por parte de las células cancerosas en respuesta a 
un microambiente específico. Por esta razón se considera que el microambiente presente en los 
MCTS de cáncer de mama inducirá la expresión de diversos lncRNAs que a su vez mediarán la 
adquisición de rasgos fenotípicos de mayor agresividad por parte de las células tumorales. 
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CAPÍTULO II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS. 
 
HIPOTESIS. 
Los lncRNAs regulan los cambios transcripcionales y fenotípicos que conducen a la adquisición de 

rasgos más agresivos, en respuesta al microambiente de un esferoide multicelular tumoral. 

 

OBJETIVOS. 
Determinar la participación de lncRNAs expresados diferencialmente en MCTS de la línea MCF-7 en 

la adquisición de rasgos fenotípicos más agresivos como respuesta al microambiente del esferoide. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES. 
 1.- Seleccionar un lncRNA cuya expresión cambió en esferoides de todas las fases. 

 2.- Analizar qué cambios en el microambiente (hipoxia, pH y agregación) causan cambios en 

los niveles de expresión del lncRNA. 

 3.- Determinar que procesos celulares (proliferación, población de progenitores, migración, 

sensibilidad a muerte) son regulados por el lncRNA utilizando ensayos de pérdida de 

función. 

 4.- Analizar el posible mecanismo de regulación del lncRNA. 
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CAPITULO III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Estrategia experimental. 

Brevemente, del grupo de 76 lncRNA cuya expresión cambió durante todo el cultivo en forma de 
esferoide se seleccionó un lncRNA que fue nombrado lncRNA-HAL. La estrategia que se siguió para 
este fin se discute detalladamente en la sección de resultados. Se demostró mediante RT-qPCR la 
sobreexpresión de lncRNA-HAL en los esferoides y se estudió que variables microambientales 
(hipoxia y acidosis) son las responsables de esta sobreexpresión. Posteriormente se separaron 
mediante citometría de flujo y microdisección laser las diferentes poblaciones de los MCTS y se 
determinó la expresión de lncRNA-HAL en cada población. 

Con el fin de estudiar la función biológica de lncRNA-HAL se generó un modelo de perdida función 
mediante shRNAs. En este modelo se evaluó el efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL sobre el 
transcriptoma de las células MCF-7 mediante un ensayo de RNA-seq. A partir de los resultados 
obtenidos del ensayo de RNA-seq se comprobó el cambio en la expresión de distintos genes 
mediante RT-qPCR, y el efecto sobre ciertas características celulares se evaluó mediante ensayos de 
biología celular y molecular como: Curvas de crecimiento, perfiles de ciclo celular, ensayos de 
migración e invasión, citometría de flujo de distintos marcadores de superficie y ensayos para 
estudiar el fenotipo de CSC. 

Posteriormente, con el fin de sugerir una posible vía de señalización a través de lncRNA-HAL se 
identificaron las proteínas que interactúan con este transcrito. Para esto se realizó un ensayo de 
aislamiento de cromatina mediante purificación de RNA (Chromatin Isolation by RNA purification, 
ChIRP), en el cual se precipitó a lncRNA-HAL, con sus proteínas unidas, usando un juego de sondas 
biotiniladas. La identidad de las proteínas purificadas se analizó mediante espectrometría de masas. 
Este ensayo nos permitió identificar las proteínas que interactúan con lncRNA-HAL en las células 
MCF-7. 

Cultivo celular en monocapa. 

La línea celular MCF-7, proveniente de un carcinoma mamario humano, se cultivó en medio RPMI 
1640 (Cellgro, no. cat. 10-040, MA, USA) con 5% de Suero fetal bovino (SFB) en condiciones estándar 
de cultivo (37°C, 5%CO2). Las células MDA-MB-231 se cultivaron en medio DMEM (Cellgro, no. cat. 
10-013, MA, USA) suplementado con 10% de SFB en condiciones estándar de cultivo. Las curvas de 
crecimiento para MCF-7 se realizaron con una siembra inicial de 5x104 células en cajas Petri de 
35mm, el conteo celular se realizó diariamente durante 4 días.  

Cultivo de esferoides. 

Los esferoides de la línea celular MCF-7 se generaron utilizando una técnica modificada del “líquido 
sobrelapante”. Células en monocapa con no más de tres pases de cultivo se tripsinizan (0.025% de 
tripsina/1mM EDTA/1x PBS) durante 5 minutos a 37°C y se centrifugan a 2100 rpm por 5 minutos. 
Posteriormente, se siembran 2x106 células en frascos de 12.5 cm para cultivos en suspensión en 
medio Leibovitz´s L-15 (Cellgro no. cat. 10-045-CV, MA, USA). Los cultivos se incuban en agitación 
orbital de 60 rpm a 37°C. Cada dos días se realizó cambio de medio y los agregados celulares amorfos 
se removieron. La curva de crecimiento de los esferoides se realizó midiendo diariamente los 
diámetros de 30 esferoides en un microscopio invertido Axio Scope A1(Carl Zeiss, Jena, Germany) 
utilizando el software AxioVision versión 4.8.2.0. 
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Silenciamiento del lncRNA-HAL mediante shRNAs.  

Los shRNAs para el lncRNA-HAL se diseñaron utilizando el algoritmo e-RNAi. Las secuencias 
seleccionadas son las siguientes: 

shlncRNA-1 

gatccGAGACAGGCAGAATCAAGATTCAAGAGATCTTGATTCTGCCTGTCTCT TTTTTACGCGTg 

shlncRNA-2 

gatccGCGAAACTCTGTTGGAAAATTCAAGAGATTTTCCAACAGAGTTTCGCT TTTTTACGCGTg 

 

Los oligonucleótidos se alinearon en un termociclador (95°C durante 30 seg, 72°C durante 2 min, 
37°C durante 2 min y 25°C durante 2 min) y posteriormente se clonaron en el vector pSIREN-RetroQ 
(Clontech, CA, USA), previamente digerido con BamHI y EcoRI. Para la transfección del plásmido se 
utilizó el agente de transfección X-Fect (Cat. 631317 Clontech laboratories, CA, USA) siguiendo las 
instrucciones del proveedor. Para generar transfecciones estables, las células se seleccionaron con 
puromicina 0.6 ug/ml durante 7 días. Posteriormente, se eligieron las tres clonas con la menor 
expression del lncRNA-HAL. De estas tres clonas se hizo un “pool” de los shRNA utilizados y se les 
asignó el nombre de shlncRNA-HAL1 y shlncRNA-HAL2. 

 PCR en Tiempo Real (RT-qPCR) 

El RNA total se extrajo con TRIzol (Cat. 15596026, Thermo, MA, USA). El cDNA se sintetizó con 1 µg 
del RNA total utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse transcription kit (Cat. 4368813, 
ThermoFisher, MA, USA). 

Las secuencias de los primers utilizados para el PCR se muestran en el apéndice 1. 

El PCR en Tiempo Real se realizó utilizando SYBR Select Master Mix (Cat 4472, Thermo, MA, USA) 
con las siguientes condiciones: paso de desnaturalización a 95°C durante 5 minutos seguido de 40 
ciclos de amplificación a 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 minuto. 

Condiciones de hipoxia, acidosis y privación de suero. 

Para los ensayos de hipoxia, los cultivos en monocapa de la línea MCF-7 a confluencia del 70% se 
transfirieron a una cámara de hipoxia Bactrox hipoxia chamber, 13.7 Cu.Ft. 388L (Chel Lab, OR, USA) 
en donde se ajustaron los niveles de oxígeno a 1%, 0.5% y 0.1% durante 24hrs. Para los ensayos de 
sobrevivencia, se sembraron 10,000 células (shl lncRNA-HAL y shLuc) en placas de 96 pozos y se 
incubaron en las diferentes condiciones de hipoxia. Después de 24 horas, la viabilidad celular se 
analizó mediante un ensayo de MTS utilizando el kit Cell titer 96 Aqueous Non-radioactive cell 
proliferation assay (G5430, Promega, WI, USA).  

Para los ensayos de acidosis se utilizó medio RPMI 1640 con HEPES (35mM) al que se le ajustó el pH 
a 7.4, 6.9, 6.7 y 6.5 con HCl. Las células MCF-7 en monocapa (shHAL and shLuc) a confluencia del 
70% se incubaron con estos medios ácidos durante 24 horas en condiciones estándar de cultivo. 

Para los ensayos de privación de suero, se sembraron 5,000 células (shHAL and shLuc) en placas de 
96 pozos y se incubaron durante 24 horas en condiciones estándar de cultivo con medio RPMI 1640 
suplementado con 5% de SFB. Posteriormente, el medio se reemplazó por medio sin suero y sin rojo 
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fenol. Los cultivos se mantuvieron en estas condiciones durante 5 y 7 días, renovando el medio de 
cultivo cada 2 días.  

 

Ensayos de citometría celular. 

Para el análisis de inmunofenotipificación celular con CD44/CD24, las células MCF-7 cultivadas en 
monocapa se tripsinizaron y se contaron. Se tiñeron 1x106 células con anti-CD44-FITC (1:10) (130-
095-195) (Miltenyi Biotec, Cologne, Germany) y anti-CD24-PE (1:5) (555428) (Miltenyi Biotec, 
Cologne, Germany) durante 30 minutes. Posteriormente, 5x104 eventos se analizaron en un 
citómetro  FACS Aria (Becton Dikinson, CA, EUA).  

La separación de las subpoblaciones celulares de los esferoides MCF-7, se realizó a partir de MCTS 
de 20 días de cultivo que se disgregaron con 3ml de acutasa a 37°C y agitación orbital de 60 rpm 
durante 45 minutos, seguido de 2 minutos de tripsina 0.025% y disgregación mecánica. 2x106 de las 

células obtenidas se fijaron con PFA 4% (Paraformaldehído 4%) durante diez minutos a temperatura 
ambiente y se permeabilizaron con metanol frío a una concentración final del 90% por treinta 
minutos en hielo. Posteriormente, las células se tiñeron con los anticuerpos primarios conjugados 
Ki-67 (Alexa® 488, 11882S, cell signaling technology, USA) y p27Kip1 (PE, 12184S, cell signaling 
technology, USA) durante una hora a temperatura ambiente en buffer de bloqueo (PBS con NaCl 
2M y BSA 0.5%) para mantener la integridad del RNA. Las poblaciones celulares se separaron en un 
Citómetro FACSAria y se colectaron en PBS con NaCl 4M y 1% BSA para evitar la degradación del 
RNA. El RNA se extrajo utilizando el kit miRNeasy FFPE siguiendo las instrucciones del proveedor, 
utilizando 240 µl de buffer PKD. La expresión de genes en las distintas poblaciones del esferoide se 
realizó como se describe en la sección de qRT-PCR. 

Separación por micro disección de las capas externas e internas de MCTS de MCF-7. 

Los esferoides de 20 días de cultivo se lavaron en PBS, se fijaron en paraformaldehído 4% y se 
embebieron en parafina para realizar cortes de 10 micras. Los cortes fueron montados en 
portaobjetos y después desparafinados. Se realizó la separación de las capas celulares externas 
positivas al marcador Ki67 y de las capas celulares internas positivas al marcador P27. La micro 
disección se realizó de manera circular a una distancia de 45-50 µm de la periferia en 122 MCTSs 
con diámetros de 350-420 µm utilizando un microdisector láser (P.A.L.M. Microlaser. Carl Zeiss 
MicroImaging. Bernreid, Germany, GmbH). Las condiciones utilizadas para la micro disección fueron 
las siguientes: Velocidad de 20, Energía de 68 y Foco de 83. Después del corte, cada una de las 
poblaciones se recolectaron manualmente en 500 µl de RNAlater y el RNA se extrajo utilizando el 
kit miRNeasy FFPE como se mencionó en la sección anterior.  

Análisis de Transcriptoma completo por RNA-seq 

El RNA de 5x106 células se extrajo utilizando TRizol (Cat. 15596026, Thermo, MA, USA). El RNA 
ribosomal se eliminó con el kit Ribo-Zero rRNA Removal (Cat MRZH116, Illumina, CA, USA). Las 
librerías de cDNA se construyeron con el kit TruSeq Stranded total RNA library prep (RS-122-2201, 
Illumina, CA, USA). Posteriormente, las librerías obtenidas se cuantificaron por fluorometría (Qubit 
fluorometer, Invitrogen) y se secuenciaron en el NextSeq 500 (Illumina, CA, USA). Una vez que las 
lecturas se curaron, los datos de RNA-seq se mapearon en el genoma humano utilizando el software 
Star aligner. La expression diferencial de genes se calculó mediante análisis empíricos utilizando al 
algoritmo EdgeR. Los análisis de vías y procesos biológicos relacionados con la expression diferencial 
de genes se realiza con el software Ingenuity Pathway Analysis (IPA). 
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Ensayos de TUNEL y Ciclo celular. 

Para los ensayos de TUNEL y ciclo celular, se crecieron cultivos en monocapa de las células MCF-7 
shLuc y las células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL. 96 horas después, las células se tripsinizaron 
y 2x106 células se fijaron con para formaldehído 1% durante 15 minutos en hielo y se 
permeabilizaron con etanol 70% (v/v) durante 45 minutos a -20°C. Las células se tiñeron con el kit 
APO-BrdU TUNEL Assay (A23210, Thermo, MA, USA) con una primera incubación de una hora a 37°C 
con la enzima TdT y el BrdUTP, seguida de la incubación con el anticuerpo anti-BrDU/Alexa Fluor 
488 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la tinción con yoduro de propidio se 
realiza durante 30 minutos a temperature ambiente. El ciclo celular y el ensayo de TUNEL se 
evaluaron de manera simultánea en un citómetro FACSaria (BD, CA, EUA) registrando por lo menos 
20000 eventos por muestra. Los datos obtenidos se analizaron con el software ModFit para el perfil 
de ciclo celular y con FlowJo para el TUNEL. (Systems, California, USA).  

 

Ensayos de migración y degradación de gelatina fluorescente. 

Los ensayos de migración se realizaron utilizando Cámaras de Boyden. Las células se privaron de 
suero y rojo fenol 24 horas antes del ensayo, posteriormente se sembraron 3.5x104 células en los 
insertos de la cámara (poro de 0.8 µm, catálogo 3422, Corning, NY, USA) en RPMI 1640 sin SFB. 
Como quimioatrayente se utilizó en el pozo inferior de la cámara RPMI 1640 suplementado con 15% 
de SFB. Las células se incubaron 24 horas en este sistema y después las células que no migraron se 
retiraron mecánicamente con un hisopo mientras que las células que migraron se fijaron con PFA 
(Para-formaldehído) 4% y se tiñeron con cristal violeta. Las células teñidas se contaron en un 
microscopio estereoscópico.  

Ensayo de clonogenicidad en agar suave. 

Para el ensayo de formación de colonias se mezclaron 5x103 células MCF-7 shLuc y MCF-7 lncRNA-
HAL silenciadas en medio DMEM con agarosa de bajo punto de fusión (LMP) al 0.3%. La mezcla se 
colocó en placas de 6 pozos previamente recubiertos con agarosa LMP al 0.5% con DMEM. Después 
de 28 días de cultivo, las colonias formadas se tiñeron con 1 ml de cristal violeta 0.1% y se contaron 
con el software ImageJ.  

Ensayo de formación de mamoesferas. 

Para generar esferoides clonogénicos se sembraron 2x104 células en frascos de cultivo en 
suspensión con medio Mammocult (Cat 05620, StemCell Technologies, BC, Canadá) suplementado 
con 0.48 µg/ml de hidrocortisona y 4 µg/ml de heparina. El diámetro de los esferoides se midió 
diariamente y a los 7 días de cultivo se contaron hacienda uso de un microscopio estereoscópico. 

Expresión del lncRNA-HAL en muestras de cáncer de mama. 

Los datos de RNAseq se obtuvieron del SRA (GEO Project GSE58135). Los archivos fastq de 56 
muestras normales y 84 muestras tumorales (42 positivas a RE y 42 triple negativas) se filtraron y se 
alinearon con el ensamblaje del genoma humano GRCh38 utilizando el algoritmo STAR. Los datos 
crudos se normalizaron, cuantificaron y se utilizaron para el análisis de expresión diferencial 
mediante RSEM/EBSeq. 

Ensayo de xenotrasplantes en peces Zebra. 
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Los peces zebra de tipo “wild type” o silvestre se crecieron en condiciones estándar 
(Temperatura:28.5°C, PH:7.2-7.4, Ciclos de luz-oscuridad:12-12). Los huevos fertilizados se 
obtuvieron de cruzas naturales. Dos días después de la fertilización (dpf) los embriones fueron 
descorionizados y anestesiados con traciana (MS-222; Sigma, México). Para el xenotrasplante se 
utilizó una concentración de 5x107 células/ml de MCF7-Luc, MCF7-ShRNA-HAL-1 y MCF7-ShRNA-
HAL-2. La mezcla de las células se cargó en una aguja de vidrio de borosilicato utilizando el extractor 
Flaming/Brown micropipette. En cada embrión se implantaron de 5-10 nanolitros de la suspensión 
de células (200, 300 y 500 células) y la implantación se realizó en el saco vitelino de los embriones 
mediante inyección única utilizando un microinyector de aire-presión regulado electrónicamente. 
Después de la inyección, los embriones se lavaron y se mantuvieron a 34°C. El monitoreo de los 
embriones se siguió durante cinco días después de la inyección (dpi) para evaluar la formación de 
tumores. La proporción de individuos que formaron tumor en cada grupo se tomó como la 
capacidad de las células inyectadas para formar tumor. 

Ensayo de aislamiento de cromatina por purificación de RNA (ChIRP). 

El experimento de ChIRP se realizó de acuerdo al protocolo publicado previamente por el 
laboratorio de Chang (253). Brevemente, se diseñaron un juego de 28 sondas biotinildas (20 
nucleótidos) separadas por entre 60-80 nucleótidos y que hacen blanco en secciones subsecuentes 
cada 100 nucleótidos del transcrito del lncRNA-HAL. Como control negativo se utilizaron 2 sondas 
que cubren el mRNA de HPRT (Apéndice 2). Las sondas contra lncRNA-HAL se dividieron en dos 
mezclas, nones (aquellas que quedaban en secciones como 1-100, 300-400) y pares (en regiones 
como 200-400,400-600). Primero, se cosecharon 80 millones de células para los experimentos de 
precipitación de lncRNA-HAL y HPRT, los cuales se lisaron y se sonicaron usando un sonicador 
Vibracell (Sonics and maerials, CT, USA) durante una hora a un 70% de amplitud. El transcrito de 
lncRNA-HAL y las proteínas con las que interactúa fueron precipitados con una de las dos mezclas 
de sondas y con perlas magnéticas con estreptavidina (MyOne Streptavidin Magnetic Beads, 
Invitrogen, CA, USA). De las precipitaciones se tomaron 20uL para aislar RNA y el resto para aislar 
proteínas. El RNA se aisló utilizando TRIzol, mientras que las proteínas se eluyeron hirviendo las 
perlas magnéticas en buffer laemmli 1X durante 15 minutos (dos veces). El enriquecimiento de 
lncRNA-HAL en las muestras de RNA se validó mediante RT-qPCR, mientras que las proteínas 
inicialmente se analizaron en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) teñido con nitrato de plata. Las 
proteínas se identificaron mediante el análisis por espectrometría de masas. Las proteínas que se 
consideraron como unidas a lncRNA-HAL, fueron aquellas que no se aislaron en el control de HPRT 
y que estaban presentes en los dos juegos de sondas para lncRNA-HAL y en las tres réplicas 
biológicas realizadas. 
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CAPITULO IV. RESULTADOS 
Selección de lncRNA-HAL para su estudio. 

Como se había comentado previamente, el modelo de MCTS es un modelo de cultivo tridimensional 
que permite incorporar a un sistema in vitro diversas variables microambientales. Cuando se analizó 
el impacto que tenía este sistema de cultivo en el transcriptoma de la línea MCF7 en comparación 
con un control en monocapa, se observó que el cultivo en MCTS traía consigo un cambio importante 
en el perfil de expresión génica. Un fenómeno interesante es que además de observarse un cambio 
importante en la expresión de una gran cantidad de mRNAs también se presentó un cambio 
importante en la expresión de una gran cantidad de lncRNA´s (72, 104, 133). Un fenómeno 
interesante fue el hecho de que ciertos lncRNAs (33 lncRNAs) se expresaron específicamente en las 
primeras fases del desarrollo de los MCTS cuando el diámetro de los esferoides no alcanza a generar 
regiones francas de hipoxia y acidosis. Así mismo, hay un grupo de lncRNAs (16 lncRNAs) cuya 
expresión es específica de las fases tardías de desarrollo del esferoide en las que la hipoxia y la 
acidosis están presentes, así como una mayoría de células no proliferantes. Sin embargo, un 
fenómeno interesante fue el hecho de que un grupo de lncRNAs (76 lncRNAs) incrementaron o 
disminuyeron su expresión en todas las fases de desarrollo de los esferoides lo cual sugiere que la 
expresión de este grupo de transcritos resulta de suma importancia para el fenotipo de mayor 
agresividad que se observa en el cultivo en forma de MCTS. 

Para reducir el número de lncRNAs a un grupo analizable decidimos seleccionar ciertas variables con 
el fin de enfocarnos en aquellos transcritos que pudiesen tener una mayor relevancia biológica. La 
primera variable analizada, fue la capacidad de producir un transcrito que no codificara para una 
proteína. Para esto se utilizaron tres algoritmos bioinformáticos: 1) “coding potential calculator” 
(CPC), el cual analiza la presencia de ORF´s, el nivel de homología con secuencias codificantes y la 
presencia de dominios proteícos conservados (254). 2) análisis de homología con la base de datos 
de dominios proteicos Pfam (255). 3) El algoritmo PhyloCSF que evalúa la frecuencia de sustitución 
de codones de una secuencia entre distintas especies, lo que permite determinar si la tasa de 
cambio corresponde a secuencias codificantes (usualmente más conservadas) (256). Este análisis 
nos permitió seleccionar aquellos transcritos que no codificaran para péptidos o proteínas, pero 
también con certeza de que se transcriben y presentan cierto grado de conservación.  

Después se utilizó el valor de Fold Change de los resultados de expresión diferencial entre MCTS y 
monocapa. Se retiraron de los análisis aquellos transcritos en los que sólo en una muestra biológica 
se observara el cambio fuerte en la expresión. Los transcritos restantes, se les asignó un valor de 
arbitrario de 0 para Fold Change menores a 5 veces, de 1 para valores entre 5 y 10 veces y de 2 para 
valores superiores a 10. Posteriormente se evalúo la localización de los genes y su relación con otros 
genes codificantes, dando valores arbitrarios de 0 para genes que se traslaparan con regiones 
codificantes, genes que sólo se traslapan con regiones codificantes en pequeñas regiones y de 2 
para genes intergénicos que no se solaparan con regiones codificantes. Después, se evalúo que se 
pudieran diseñar primers y shRNAs contra esa secuencia, dando valores de 0 para secuencias que 
no permitieran ambos diseños, de 1 para aquellas que permitieran diseñar uno de los dos y de 2 
para secuencias que permitieran el diseño de ambos. Finalmente se realizó un análisis preliminar de 
su asociación con el fenotipo tumorigénico, para esto se utilizó una base de datos de transcriptoma 
de tumores mamarios, y de tejido sano (257). En este caso se asignó un valor arbitrario de 2 para 
aquellos transcritos que cuya expresión tuviera una asociación estadísticamente significativa con la 
enfermedad, y de 1 para aquellos transcritos cuya expresión se correlacionara con la enfermedad, 
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pero sin significancia estadística. En la Tabla 1 se muestran los lncRNAs más destacados y los valores 
asignados a cada uno de los criterios aplicados. 

 

Al utilizar los criterios y puntajes descritos previamente se seleccionaron dos lncRNAs para continuar 
con la descripción de su función biológica en el fenotipo tumorigénico de la línea MCF-7. Estos dos 
lncRNAs son lnc-Mat2B y lnc-AC006435, que se llamará de ahora en adelante “Hypoxia Activated 
LncRNA” (lncRNA-HAL). Para motivos del presente escrito, se describirá él estudió que se realizó 
sobre la función de lncRNA-HAL en el fenotipo canceroso de la línea MCF-7. 

Características de lncRNA-HAL 

lncRNA-HAL es un gen intrónico que se localiza en el primer intrón de del gen MNT, el cual es un 
regulador negativo del factor de transcripción Max, que antagoniza la respuesta transcripcional de 
c-Myc (258). El análisis bioinformático de las marcas de cromatina reportadas por el proyecto 
ENCODE en el gen de lncRNA-HAL, mostró que el promotor putativo de lncRNA-HAL presentaba la 
marca de activación transcripcional H3K4me3 delimitada en la región de inicio de la transcripción. 
Así mismo, otra marca que sugiere transcripción activa de un gen que es la H3K36me3 se observa 
enriquecida en la región que se transcribe del gen de lncRNA-HAL Figura 6. Estos datos sugieren que 
lncRNA-HAL es una unidad transcripcional independiente del gen MNT, que cuenta con su propio 
promotor y se expresa activamente en la línea MCF-7. 
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Figura 6. Características genómicas del gen lncRNA-HAL. Se muestra en la parte superior el intrón del gen 
MNT donde se localiza el gen lncRNA-HAL. En la segunda sección se muestra la localización del único exón del 
gen lncRNA-HAL. Posteriormente se muestra la localización de la marca de cromatina abierta H3K4me3 en la 
región promotora de lncRNA-HAL, datos de ChIP-seq procedentes de ENCODE. Así mismo, se muestra otra 
marca de cromatina abierta H3K36me3 en el cuerpo del gen. Finalmente, se muestra la localización de la 
marca de represión H3K27me3 en la línea MCF-7. 

 

Evaluación de la expresión de lncRNA-HAL en esferoides de la línea MCF-7. 

Con el fin de determinar si la expresión de lncRNA-HAL se correlaciona con el microambiente 
generado en los MCTS se decidió validar el incremento en la expresión observado en los 
experimentos de RNA-seq mediante qRT-PCR en distintos tiempos del desarrollo de los esferoides. 
Para esto lo primero que se realizó fue un análisis de la cinética de crecimiento de los esferoides de 
la línea MCF-7 con el fin de evaluar si la cinética era semejante a los datos reportados por Muñóz-
Galindo et al., (133) Los resultados obtenidos muestran una cinética de crecimiento lineal que 
concluye a los días 20 con un diámetro de entre 400-450um (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Curva de crecimiento de esferoides de la línea MCF-7. Gráfica que mide el crecimiento de los 
esferoides (diámetro um) en función del tiempo en días. En la parte superior se muestran imágenes 
representativas de los esferoides a distintos puntos del desarrollo. 

Una vez validada la reproducibilidad del sistema de cultivo de los MCTS se evaluó la expresión de 
lncRNA-HAL en esferoides de 6, 10 y 20 días de cultivo y utilizando un control de células MCF-7 en 
monocapa con un 100% de confluencia. Se decidieron evaluar estos tiempos de cultivo, dadas las 
características de cada uno. Los esferoides de 6 días, debido a su diámetro pequeño la difusión de 
oxígeno no se ve limitada en las zonas internas del esferoide, el microambiente está dado 
principalmente por una matriz extracelular compleja y las interacciones intercelulares 
tridimensionales. Los esferoides de 10 días, dado su diámetro de aproximadamente 250um, 
comienzan a generar regiones de hipoxia, además de las características previamente mencionadas. 
En tanto que los esferoides de 20 días que ya presentan un diámetro máximo ya presentan hipoxia, 
acidosis, un centro aponecrótico, y una gran proporción de células en estado quiescente. Los 
resultados obtenidos mostraron que lncRNA-HAL no muestra un incremento en su expresión en los 
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esferoides de 6 días con respecto a monocapa, sin embargo, en los días 10 y 20 se observó un 
incremento en los niveles de lncRNA-HAL con respecto a monocapa (Figura 8). 

 

Figura 8. Expresión de lncRNA-HAL en esferoides de 6, 10 y 20 días. Evaluación de la expresión de lncRNA-
HAL en MCTS de 6, 10 y 20 días mediante RT-qPCR y comparado contra un control de células MCF-7 crecidas 
en Monocapa. Análisis estadístico mediante t de student, *p<0.05, **p<0.01. 

 

Efecto de la hipoxia y acidosis en la expresión de lncRNA-HAL. 

El resultado obtenido que mostró que lncRNA-HAL se expresaba principalmente en esferoides 
tardíos nos hizo preguntarnos si sería posible que la hipoxia y acidosis que se presentan en esta fase 
de crecimiento de los esferoides podría ser responsable del incremento en la expresión de este 
transcrito. La primera condición microambiental que se decidió evaluar fue la hipoxia, para esto se 
colocaron células MCF-7 crecidas en monocapa dentro de una cámara de hipoxia, la cual nos 
permitió modificar la concentración de oxígeno atmosférico hasta un nivel de hipoxia leve (1% O2), 
moderado (0.5% de O2) y severo (0.1% O2). La medición de los niveles de transcrito de lncRNA-HAL 
mediante RT-qPCR, mostró que su expresión incrementaba en las tres condiciones de hipoxia 
analizadas (1%, 0.5% y 0.1% de O2), en comparación con un control en normoxia (20% de oxígeno) 
(Figura 9). Los resultados obtenidos sugieren que la expresión de lncRNA-HAL, responde a diferentes 
indensidades de hipoxia.  

 

 

MCTS (días) 
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Figura 9. Expresión de lncRNA-HAL en diferentes condiciones de hipoxia. Análisis de la expresión de lncRNA-
HAL en condiciones de hipoxia leve (1% O2), moderada (0.5% O2) y severa (0.1%  O2), en comparación con un 
control de Normoxia (20% de O2). Análisis mediante RT-qPCR, análisis estadístico mediante t de student, 
*p<0.05, **p<0.01. 

 

Además, con el fin de determinar si la expresión sensible a hipoxia de lncRNA-HAL es un fenómeno 
específico de la línea celular MCF-7 o bien se reproduce en otros tipos celulares de cáncer de mama. 
Decidimos realizar el mismo experimento, pero ahora en la línea celular MDA-MB-231, la cual es 
igualmente una línea de cáncer de mama, pero del subtipo triple negativo. En este experimento se 
observó que la expresión de lncRNA-HAL presentaba el mismo comportamiento en condiciones de 
hipoxia en ambas líneas (Figura 10). 

 

 

Figura 10. Expresión de lncRNA-HAL en condiciones de hipoxia en la línea MDA-MB-231. Análisis de la 
expresión de lncRNA-HAL en células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia leve (1% O2), moderada (0.5% 
O2) y severa (0.1% O2). RT-qPCR, análisis estadístico t de student. *p<0.5. **p<0.01. 

 

Posteriormente, dado que la hipoxia trae consigo el incremento en el metabolismo glucolítico y esto 
a su vez conduce a la acidificación del medio de cultivo, se decidió evaluar si la acidosis generada 
por la hipoxia podría contribuir al incremento en la expresión observada para este lncRNA. Para 
evaluar esto se decidió cultivar las células en medio con pH ácidos (6.5, 6.7 y 6.9), simulando así las 
condiciones de acidosis que podrían ocurrir en un tumor. Los datos que se obtuvieron mostraron 
que lncRNA-HAL no presenta cambios en su expresión a causa de una disminución en el pH del 
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medio (Figura 11). Este resultado sugiere que la expresión de lncRNA-HAL es inducida únicamente 
por la disminución en la concentración de oxígeno y no por la disminución en el pH resultado de la 
respuesta a hipoxia. 

 

 

Figura 11. Expresión de lncRNA HAL en condiciones de acidosis. Se determinó la expresión de lncRNA-HAL en 
células MCF-7 bajo tres condiciones de acidosis (6.5, 6.7 y 6.9), en comparación con un control con pH de 7.4. 
RT-qPCR, análisis estadístico t-student. ns p>0.05. 

Los resultados obtenidos para ambos lncRNAs siguieren que estos dos transcritos se expresan en 
células MCF-7 en respuesta a condiciones microambientales específicas que se observan en 
esferoides de 20 días, como es la hipoxia. Estos resultados a su vez indican que la expresión de 
lncRNA-HAL podría estar relacionada con la población de células quiescentes que se encuentran en 
estos nichos hipóxicos. 

Dado que HIF-1α, es uno de los principales reguladores a nivel transcripcional de la respuesta celular 
a la hipoxia, decidimos evaluar mediante un abordaje bioinformático si el promotor de lncRNA-HAL 
presenta secuencias consenso de respuesta a HIF-1 (HRE, hipoxia response elements). Para esto se 
utilizó el software PROMO (259). El análisis reveló que el promotor de lncRNA-HAL presentaba tres 
secuencias consenso de unión a ARNT (también conocido como la subunidad β del dímero HIF-1) 
(Figura 12). Lo que indica que lncRNA-HAL puede tener elementos de respuesta a HIF-1 y ser 
regulado por este factor de transcripción en condiciones hipóxicas. 

 

 

Figura 12. Análisis del promotor de lncRNA-HAL. Se analizó la presencia de elementos de respuesta a hipoxia 
(HRE´s), en este caso representados como sitios de unión a ARNT (ARNT BS), en el promotor (-1000-+1000) de 
lncRNA-HAL. Se utilizó la herramienta bioinformática PROMO 
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Para confirmar que la expresión de lncRNA-HAL estuviera regulada por la hipoxia, decidimos 
determinar el efecto de HIF-1 en la expresión de lncRNA-HAL. Para esto se colocaron células MCF-7 
en condiciones de hipoxia severa (0.1% de O2) y se trataron con dos concentraciones de 2-o-metoxi-
estradiol, un inhibidor farmacológico de HIF, el cual inhibe la translocación nuclear de HIF-1 a través 
de la polimerización de microtúbulos (260, 261). El efecto de la inhibición de HIF se evalúo midiendo 
los niveles de los mensajeros de tres genes blanco de HIF, HK2, ADM y ABCB1. Los resultados 
obtenidos mostraron que la concentración de 10uM de 2-o-metoxi-estradiol logró abatir 
significativamente la inducción por HIF de HK2 y ABCB1 y mostró su dependencia de HIF bajo 
condiciones de hipoxia. En cambio, el gen ADM, que mostró niveles altos de expresión en hipoxia, 
no presentó cambios significativos en su expresión derivados del tratamiento con 2-o-metoxi-
estradiol. Estos resultados sugieren que, a pesar de ser genes blancos, ampliamente reportados, de 
HIF-1, la respuesta transcripcional de cada gen a la inhibición resulta bastante específica del gen en 
cuestión. En el caso de lncRNA-HAL, los resultados mostraron que la expresión en hipoxia de lncRNA-
HAL se abate en un 50% aproximadamente con las dos concentraciones evaluadas del inhibidor. Sin 
embargo, la concentración mayor no causó una disminución aditiva (como se observó en HK2 y 
ABCB1) en la expresión de lncRNA-HAL (Figura 13). Estos resultados sugieren que lncRNA-HAL en 
efecto es un gen de respuesta a hipoxia, cuya regulación transcripcional recae parcialmente en la 
actividad de HIF-1, pero la expresión de lncRNA-HAL en hipoxia parece necesitar de otros factores 
transcripcionales como podría ser NF-kB o p53, dada la respuesta parcial de este transcrito al 2-o-
metoxi-estradiol. En este sentido, resultaría importante evaluar la función de otros factores de 
transcripción en la expresión de lncRNA-HAL en condiciones hipóxicas. 

 

 

Figura 13. Efecto de la inhibición de HIF-1 en la expresión de lncRNA-HAL. Se evaluó el efecto en la expresión 
de lncRNA-HAL y tres genes blanco de HIF-1 (HK2, ADM y ABCB1) de un inhibidor farmacológico de HIF-1 (2-
o-metoxi-estradiol) mediante RT-qPCR. A manera de control se analizó la expresión de cada transcrito en 
condiciones normóxicas de cultivo (O2 atmosférico), y la inhibición de HIF-1 se realizó en condiciones de 
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hipoxia severa (0.1% de O2). Se utilizaron dos concentraciones de 2-o-metoxiestradiol, 5 y 10uM. Análisis 
estadístico mediante ANOVA de 1 vía, 3 réplicas biológicas. *p<0.05, **p<0.01 y ***p0.005. 

 

Evaluación de la expresión de lncRNA-HAL en las poblaciones de los esferoides. 

En los MCTS de 20 días las condiciones microambientales como hipoxia y acidosis ocurren en 
poblaciones celulares específicas, las poblaciones no proliferativas y aponecróticas en las regiones 
internas de los esferoides. Por este motivo se decidió determinar en qué regiones y poblaciones de 
los MCTS se expresaban preferencialmente lncRNA-HAL. 

Primero se analizó en qué región de los MCTS se expresaban los lncRNAs. Para evaluar esto, los 
esferoides se dividieron en dos zonas, la externa con una población mayoritariamente proliferante 
y normóxica, y la capa interna con una población mayoritaria de células quiescentes e hipóxicas (72). 
Con el fin de separar ambas poblaciones se realizaron cortes de 10um de esferoides de 20 días, estos 
se montaron en laminillas y se separó la capa externa de la interna usando un microdisector laser. 
La capa externa se delimitó como la zona que se encontraba en los 50um de la parte exterior del 
esferoide, y la capa interna fue el resto del esferoide salvo esa región de 50um. Las capas se 
delimitaron de acuerdo a la expresión de Ki67 y p27 en esferoides de 20 días previamente 
reportados por nuestro grupo (72). En la figura 14 se muestra cómo se delimitaron y separaron 
ambas capas utilizando el sistema de micro disección laser. 

 

 

Figura 14. Separación de la capa externa e interna de MCTS de 20 días mediante micro disección láser. En el 
panel A se muestran los cortes de los esferoides de 20 días teñidos con hematoxilina/eosina. En el Panel B se 
muestra el corte realizado en los esferoides de 20 días con el sistema de micro disección laser. En el panel C 
se muestra el corte realizado, y una tinción posterior con Eosina. Barra de escala de 50um. 

Se realizó el corte de 120 MCTS y posteriormente se recuperaron las capas externas e internas de 
los esferoides empleando una aguja de jeringa. Se extrajo RNA total de cada una de las capas y se 
analizó la expresión de lncRNA-HAL y lncMat2B. Se observó que la expresión de lncRNA-HAL es 
ligeramente mayor en las capas internas de los MCTS que en las externas (Figura 15). 
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Figura 15. Expresión de lncRNA-HAL en las capas interna y externas de MCTS de 20 días. Se analizó la 
expresión de lncRNA-HAL en las secciones internas y externas de lo esferoides de 20 días, se realizó un pool 
de 120 MCTS. RT-qPCR. Expresión de un pool de 120 esferoides, sin análisis estadístico. 

 

Observar el enriquecimiento sutil de ambos lncRNAs en las capas internas de los esferoides, nos 
permitió preguntarnos si la expresión de los lncRNAs estaría más restringida a alguna población 
particular de los esferoides. Primero se decidió evaluar cuales eran las poblaciones de los esferoides 
en función de su fenotipo proliferativo. Para esto se tiñeron las células de esferoides de 20 días con 
anticuerpos contra Ki67, una proteína asociada con células proliferativas (se expresa en la fase G1, 
S, G2 y M (262)) y contra p27, un inhibidor de CDK´s que bloquea la transición G0-G1 y G1-S en 
diferentes modelos celulares, lo que lo convierte en un excelente marcador de quiescencia (263-
266). Por lo que el uso de ambos marcadores podrían diferenciar las poblaciones proliferativas de 
las quiescentes en los esferoides. Los esferoides teñidos simultáneamente con ambos anticuerpos 
se analizaron por citometría.  

Al realizar el experimento se observó algo muy interesante, el esferoide parece estar compuesto 
por al menos 4 poblaciones distintas. Las dos poblaciones minoritarias corresponden a la población 
proliferativa (Ki67+/p27-) que constituye aproximadamente un 7% (+/-1.8) y la población quiescente 
(ki67-/p27+) que constituye un 15.5% (+/- 8.5) de las células de esferoide. Sin embargo, se 
observaron además dos poblaciones mayoritarias de los esferoides. La población doble positiva 
Ki67+/p27- (32.9% +/- 16.7) las cuales debido a la expresión de Ki67 y p27 se sugiere que podrían ser 
células que comienzan el arresto en la fase G1 del ciclo celular, o bien se encuentran en una 
transición hacia quiescencia (267). Así mismo, se observó una población que no expresa ninguno de 
los marcadores (ki67-/p27-) que constituye un 44.6% (+/-20.7) de las células del esferoide, la 
ausencia de expresión de ambos marcadores podría sugerir que se trata de células quiescentes que 
se preparan para entrar de nuevo en ciclo celular (Figura 16). 

Capa exterior Capa Interior 
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Figura 16. Análisis de las poblaciones de los MCTS en base a su fenotipo proliferativo. Se determinó 
mediante citometría de flujo la expresión de Ki67 y p27 en las células de un esferoide de 20 días. Los resultados 
obtenidos mostraron la presencia de 4 poblaciones, una proliferativa (Ki67+/p27-), una quiescente (Ki67-

/p27+), una en arresto en G1 (Ki67+/p27+) y una quiescente en transición a ciclo (Ki67-/p27-). En el panel de la 
izquierda se muestra un dot blot donde se observa la distribución de las células según su expresión de Ki67 y 
p27. En la tabla de la derecha se muestran los porcentajes de cada población dentro de los esferoides de 20 
días, tomados de 4 réplicas biológicas distintas. 

 

Utilizando los resultados obtenidos mediante citometría de flujo se decidió separar por Cell Sorting 
cada una de las cuatro poblaciones y analizar la expresión de lncRNA-HAL en las diferentes 
poblaciones. Los resultados obtenidos mostraron que lncRNA-HAL presentaba una expresión 
significativamente mayor en la población quiescentes (Ki67-/p27+) y en la población de arresto en 
G1 (Ki67+/p27+), con respecto a la expresión en la población proliferativa (Ki67+/p27-) (figura 17). 
Estos resultados son congruentes con lo observado de la expresión de lncRNA-HAL, la cual es 
dependiente de la hipoxia, y se expresa más en las zonas internas de los esferoides, por lo que la 
expresión en las poblaciones no proliferativas corresponde con los resultados previamente 
obtenidos. 

 

Figura 17. Expresión de lncRNA-HAL en las diferentes poblaciones de MCTS de 20 días. Análisis mediante RT-
qPCR de la expresión de lncRNA-HAL en células sorteadas de las cuatro poblaciones de MCTS de 20 días 
(Ki67+/p27-, Ki67-/p27+, Ki67+/p27+ y Ki67-/p27-). ANOVA de dos vías, *p<0.05, **p<0.01. 
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El modelo de los MCTS ha sido utilizados ampliamente como un modelo experimental que permite 
el enriquecimiento de la población de células troncales tumorales (CSC) (268, 269). Así mismo, 
algunos grupos han reportado que las poblaciones celulares que se encuentran en el núcleo hipóxico 
de los esferoides están enriquecidas de CSC (124, 270). Esto nos permitió preguntarnos si lncRNA-
HAL podría estar relacionado con la población de CSC de los MCTS de 20 días. Para aislar a la 
población de CSC dentro de los esferoides se decidió utilizar un marcaje con los antígenos de 
superficie CD44 y CD24, para después separar las poblaciones troncales mediante aislamiento 
celular por citometría de flujo (“Cell sorting”). Ha sido ampliamente reportado en cáncer de mama 
que una población de CSC puede ser identificada por este marcaje y presenta un inmunofenotipo 
CD24-/CD44+ (271). Para evaluar la expresión de lncRNA-HAL en la población de CSCs se aisló la 
población CSC (CD24-/CD44+) y se comparó la expresión de lncRNA-HAL con la población no CSC 
(CD24+/CD44-).  

Se validó que las células CD24-/CD44+ aisladas fuera realmente una población en células con un 
fenotipo troncal, decidimos evaluar la expresión de tres marcadores de troncalidad, Oct4, Sox2 y 
Nanog, en comparación con la población no troncal. Los resultados mostraron que la población 
CD24-/CD44+ presenta un incremento en la expresión de los genes de troncalidad. Además, también 
se observó que la expresión de lncRNA-HAL presenta un incremento comparable al observado para 
Sox2 en la población CD24-/CD44+ (Figura 18). Este resultado, podría implicar que la expresión de 
lncRNA-HAL podría darse en una población muy particular de células cancerosas, una población de 
células con fenotipo troncal y proliferativamente quiescentes. 

 

 

Figura 18. Expresión de lncRNA-HAL en la población de células troncales de la línea MCF-7. Determinación 
mediante RT-qPCR de la expresión de lncRNA-HAL en la población CD44+/CD24- y CD44-/CD24+ de MCTS de 20 
días de cultivo. ANOVA de dos vías. *p<0.05, **p<0.01. 

Este conjunto de resultados sugiere que lncRNA-HAL podría regular el fenotipo quiescente de las 
células CSC de la línea MCF-7 y podría además ser resultado de la condición de hipoxia que se 
presenta en los esferoides de 20 días. 

En las siguientes secciones nos concentraremos en los experimentos realizados para conocer la 
función biológica de lncRNA-HAL. 

Manipulación de la expresión de lncRNA-HAL. 
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El siguiente paso fue analizar la función biológica de lncRNA-HAL en el fenotipo maligno de la línea 
MCF-7 se decidió hacer un modelo de perdida de función del lncRNA-HAL. Se empleó un sistema de 
inhibición postranscripcional mediante el uso de shRNAs. Para esto, se diseñaron 2 shRNAs dirigidos 
contra ambos extremos del transcrito de lncRNA-HAL, los cuales fueron clonados para su expresión 
estable en el plásmido pSIREN-RetroQ. Se transfectaron establemente células MCF-7 y se realizó 
una subclonación de las células estables con el fin de seleccionar aquellas subclonas que tuvieran 
un nivel mayor de silenciamiento. El silenciamiento con ambos shRNAs condujo a una disminución 
de un 50% en la expresión de lncRNA-HAL en las 6 subclonas seleccionadas (Figura 19). Como control 
negativo del silenciamiento se utilizó un shRNA control contra el transcrito de luciferasa. 

 

 

Figura 19. Silenciamiento de lncRNA-HAL mediante shRNAs. Análisis mediante RT-qPCR de 6 subclonas 
generadas de las transfecciones estables de ambos shRNAs. ANOVA de dos vías, *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.005. 

 

Las tres subclonas de cada shRNA, que se muestran en la Figura 19, se mezclaron con el fin de 
obtener una población celular con silenciamiento de lncRNA-HAL. Se consideró, además, que el nivel 
de silenciamiento de un 50% obtenido era adecuado para evaluar en este sistema la posible función 
biológica de lnRNA-HAL. 

 

Análisis del efecto de lncRNA en el perfil  de expresión genética de la línea MCF-7. 

Con el fin de evaluar que posibles procesos celulares y blancos moleculares podría regular lncRNA-
HAL se decidió evaluar su efecto sobre el perfil transcripcional de las células MCF-7. Para esto, se 
realizó un análisis mediante RNA-seq del transcriptoma de células silenciadas para lncRNA-HAL 
(shlncHAL-2) y se comparó con el transcriptoma de la línea control (shLuc). Los resultados obtenidos 
mostraron que el knock-down de lncRNA-HAL causó el cambio en la expresión de 131 genes, dentro 
de los cuales 83 genes disminuyeron su expresión y 48 genes incrementaron su expresión (Figura 
20).  
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Figura 20. Cambio en el perfil transcripcional por el silenciamiento de lncRNA-HAL en células MCF-7. Genes 
que cambiaron su expresión tras el silenciamiento del gen lncRNA-HAL, análisis mediante RNA-seq. 

 

Al observar el cambio en el nivel de expresión de los 131 genes en las 6 muestras secuenciadas 
mediante un mapa de calor, se observó que las tres muestras silenciadas para lncRNA-HAL se 
agrupaban adecuadamente en el mapa de calor, diferenciándose de las muestras de shLuc. (Figura 
21). 
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Figura 21. Cambio en la expresión de 131 genes tras el silenciamiento de lncRNA-HAL. Agrupamiento 
jerárquico mediante un mapa de calor de los 131 genes que cambiaron al disminuir la expresión de lncRNA-
HAL. El color azul, corresponde a una disminución en la expresión, mientras que el color rojo corresponde a 
un incremento en la expresión de dicho gen. 

 

Los diez genes codificantes que más incrementaron su expresión fueron: C10orf55, PLAU, SCIN, TNC, 
TNFSF15, ADM, LCN2, CYP1B1, ALOX5 y CD44; y los 10 genes codificantes que más disminuyeron su 
expresión fueron: ALDOC, KLF12, GLUCYA2, S100A7, ABCC13, BMP5, SGCE, CMSD3, LRFN5 y PTPRC 
(Figura 22). Una buena parte de los genes que se sobreexpresaron tienen que ver con la interacción 
con la matriz extracelular, y participan en funciones celulares como proliferación, migración, 
supervivencia y troncalidad. En el caso de los genes que disminuyeron su expresión, algunos tienen 
que ver con metabolismo, migración, invasión y proliferación, otros con matriz extracelular. 
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Figura 22. Top 10 de genes codificantes cuya expresión se modificó por el silenciamiento de lncRNA-HAL. Se 
muestra el cambio en la expresión predicho por el ensayo de RNA-seq, de los 10 genes codificantes que más 
incrementaron su expresión y los 10 genes que más disminuyeron su expresión. El color verde corresponde a 
transcritos cuya expresión disminuyó, el color rojo corresponde a genes cuyos transcritos incrementaron sus 
niveles. 

No sólo se observó un cambio en la expresión de genes codificantes, sino que un pequeño grupo de 
genes no codificantes también modificaron su expresión como resultado de la disminución en la 
expresión de lncRNA-HAL (Figura 23). 

 

 

Figura 23. Cambio en la expresión de genes no codificantes posiblemente modulados por lncRNA-HAL. 
Cambio en el perfil de expresión de los 4 RNAs no codificantes que cambiaron su expresión tras el 
silenciamiento de lncRNA-HAL. El color verde corresponde a transcritos cuya expresión disminuyó, el color 
rojo corresponde a genes cuyos transcritos incrementaron sus niveles. 

 

Un fenómeno interesante, fue el hecho de que 6 de los genes que modificaron su expresión en el 
knock-down de lncRNA-HAL también presentaron un cambio en el transcriptoma de los esferoides 
de 20 días, pero con una expresión inversa. Esto sugiere que en los esferoides lncRNA-HAL podría 
participar en el perfil de expresión génica (Figura 24). 

Baja Alta 

Baja Alta 
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Figura 24. Cambio en los niveles de expresión  de genes que se comparten con el cambio en el transcriptoma 
de MCTS de 20 días. Cambio en la expresión de 6 genes que se compartieron entre los experimentos de 
esferoides de 20 días y el silenciamiento de lncRNA-HAL. El color verde corresponde a transcritos cuya 
expresión disminuyó, el color rojo corresponde a genes cuyos transcritos incrementaron sus niveles. 

 

Para validar los resultados obtenidos mediante RNA-seq se seleccionaron aleatoriamente 6 genes 
codificantes cuya expresión incremento tras el silenciamiento de lncRNA-HAL, 5 genes codificantes 
cuya expresión disminuyó y 3 genes no codificantes, y se analizó mediante RT-qPCR, el cambio en la 
expresión tras el silenciamiento de lncRNA-HAL. Como control negativo del cambio se utilizó al gen 
MNT, se observó que la disminución en la expresión de lncRNA-HAL no afecta la expresión del gen 
MNT y sugiere que la expresión de MNT y su función es independiente de lncRNA-HAL. Con respecto 
a la validación del cambio en la expresión de los genes que incrementaron se logró validar mediante 
RT-qPCR, el cambio en la expresión de todos, salvo la del gen TNC con el shlncHAL-1 (figura 25).   

 

 

Figura 25. Análisis de la expresión de 6 genes sobreexpresados debido al silenciamiento de lncRNA-HAL. 
Validación mediante RT-qPCR, de la expresión de 5 genes codificantes cuya expresión incrementó debido al 
silenciamiento de lncRNA-HAL. T de student, *p<0.05. 

En el caso de los 5 genes que disminuyeron su expresión tras el silenciamiento de lncRNA-HAL, 
también se logró validar la disminución en la expresión de todos ellos (Figura 26). Estos resultados 
son importantes porque permiten tener seguridad en las predicciones e hipótesis que se realicen 
utilizando los datos obtenidos mediante RNA-seq. 
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Figura 26. Análisis de la expresión de 6 genes subexpresados debido al silenciamiento de lncRNA-HAL. 
Validación mediante RT-qPCR, de la expresión de 5 genes codificantes cuya expresión disminuyó debido al 
silenciamiento de lncRNA-HAL. T de student, *p<0.05, **p<0.01. 

 

Finalmente se validó el cambio en la expresión de tres genes no codificantes. En este grupo de genes 
también se logró validar el cambio en su nivel de expresión, excepto para CTC-260E6.6 en el que no 
se observó la disminución esperada en el shlncHAL-1 (Figura27).  

 

 

Figura 27. Análisis de la expresión de 6 genes subexpresados debido al silenciamiento de lncRNA-HAL. 
Validación mediante RT-qPCR, de la expresión de 5 genes codificantes cuya expresión disminuyó debido al 
silenciamiento de lncRNA-HAL. T de student, *p<0.05, **p<0.01. 

 

Una vez validados los datos de RNA-seq, decidimos realizar una predicción de aquellos procesos 
celulares que se podrían afectar por el cambio en el perfil de expresión. Para esto se realizó un 
análisis mediante el algoritmo IPA. Los resultados arrojados por el análisis de IPA mostró que el  
cambio en el perfil transcripcional podría causar cambios en la proliferación y ciclo celular de las 
células, lo que correspondería con los resultados de la expresión de lncRNA-HAL en las poblaciones 
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del esferoide. Así mismo, también se predijo un posible cambio en la capacidad de supervivencia de 
las células. Por último, se observó que el silenciamiento de lncRNA-HAL podría afectar la migración 
e invasión de las células (Tabla 2). Con el fin de conocer más acerca de la función biológica que 
desempeña lncRNA-HAL, decidimos evaluar si realmente lncRNA-HAL puede afectar estos procesos. 

 

Tabla 2. Procesos celulares regulados por  
lncRNAHAL. 

 

 

Función de lncRNA-HAL en la proliferación de las células MCF-7. 

Como se mencionó anteriormente, el análisis mediante el algoritmo de IPA mostró que el proceso 
en el que intervenían un mayor número de transcritos fue el de crecimiento celular y proliferación 
en conjunto con ciclo celular. Por este motivo se decidió evaluar primero  el efecto que tiene lncRNA-
HAL sobre la proliferación de la línea celular MCF-7.  

Con el fin de evaluar el efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL sobre la proliferación de la línea 
MCF-7, se decidió realizar una curva de crecimiento de las líneas silenciadas para lncRNA-HAL 
(shlncHAL-1 y shlncHAL-2), y de la línea control (shLuc). Los resultados obtenidos mostraron que la 
disminución en la expresión de lncRNA-HAL condujeron a un incremento en el número de células 
respecto al tiempo, en comparación con el control shLuc (Figura 28). Este incremento en el número 
de células, podría ser el resultado de un aumento en la proliferación de las células MCF-7 o bien 
debido a una disminución en la tasa de muerte celular basal. 
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Figura 28. Efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL en la proliferación de las células MCF-7. Curva de 
crecimiento de células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y de las células control 
shLuc. ANOVA de dos vías, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. 

Con el fin de evaluar si el incremento en el número de células podría ser debido a un decremento 
en la tasa de muerte celular basal de la línea MCF-7, decidimos determinar el efecto del 
silenciamiento de lncRNA-HAL sobre la apoptosis basal de las células MCF-7. Para evaluar esto, se 
realizó un ensayo de TUNEL con el fin de determinar el porcentaje de células en un proceso de 
apoptosis irreversible tras el silenciamiento de lncRNA-HAL. Los resultados obtenidos mostraron 
que la disminución en la expresión de lncRNA-HAL no afectó el porcentaje de células apoptóticas 
(Figura 29). 

  

 

Figura 29. Impacto de la disminución en la expresión de lncRNA-HAL sobre la muerte celular en la línea MCF-
7. Ensayo de TUNEL para determinar el porcentaje de células apoptóticas en células shlncHAL-1, shlncHAL-2 y 
shLuc. T de student. 

 

Dado que la disminución en la expresión de lncRNA-HAL no condujo a un cambio en el porcentaje 
de células apoptóticas, o al menos en un proceso apoptótico tardío, decidimos evaluar si el efecto 
observado en la curva de crecimiento podría ser resultado de un incremento en la proliferación 
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celular. Para evaluar esto decidimos hacer un ensayo de perfil de ciclo celular mediante un marcaje 
con Ioduro de propidio. Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de lncRNA-HAL 
condujo a un incremento en la población de células en fase G2/M del ciclo celular (Figura 30). Este 
resultado en conjunto con el resultado de la curva de crecimiento sugiere que efectivamente el 
silenciamiento de lncRNA-HAL condujo a un incremento en la proliferación de la línea MCF-7 y como 
resultado un incremento en la cantidad de células que llegan hasta la fase G2/M del ciclo celular. 

 

 

Figura 30. Efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL en el ciclo celular de la línea MCF-7. Perfil de ciclo celular 
mediante tinción con Ioduro de propidio en células shlncHAL-1, shlncHAL-2 y shLuc. T de student, *p<0.05. 

 

Con el fin de determinar qué efecto tendría el silenciamiento de lncRNA-HAL sobre el crecimiento 
de los esferoides se decidió realizar una curva de crecimiento de los esferoides de las líneas 
silenciadas para lncRNA-HAL y la línea control, y tomar el incremento en el diámetro de los 
esferoides como una medida indirecta de la proliferación de las células dentro del modelo 
tridimensional. Se observó que al silenciar la expresión de lncRNA-HAL en los MCTS conducía a un 
incremento sutil en el diámetro de los esferoides, sin embargo, este cambio sólo se percibió 
posterior al día 14 de cultivo (Figura 31). Este fenómeno resulto muy interesante, porque el efecto 
del silenciamiento de lncRNA-HAL se observó en las fases de crecimiento de los esferoides cuando 
se generaría un gradiente de hipoxia. Lo cual sugiere que en los esferoides lncRNA-HAL podría influir 
en la aparición de un fenotipo quiescente en respuesta al estrés hipóxico que se observa en los 
esferoides. 
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Figura 31. Efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL en el crecimiento de los MCTS. Curva de crecimiento de 
esferoides de la línea MCF-7 silenciada para lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y la línea control (shLuc). 
El panel de la izquierda muestra la cuantificación del diámetro de los esferoides a los días 6, 10, 14 y 20. En el 
panel de la derecha se muestran imágenes representativas de los MCTS de 6, 10, 14 y 20 días, barra de escala 
200um. ANOVA de dos vías, *p<0.05, **p<0.01. 

 

Los resultados obtenidos hasta el momento, el hecho de que se expresa en respuesta a hipoxia y se 
expresa principalmente en las poblaciones quiescentes de los esferoides, además del efecto del 
silenciamiento de lncRNA-HAL sobre la proliferación, sugieren que este transcrito podría estar 
implicado en la adquisición de un fenotipo no proliferativo o quiescente. 

 

Efecto de lncRNA-HAL en la migración y degradación de matriz extracelular 

El análisis de redes con IPA mostró que 35 genes cuya expresión cambió en función del 
silenciamiento de lncRNA-HAL influían en los procesos de migración e invasión de las células 
cancerosas. El modelado por IPA señaló un fenotipo particular en el que aparentemente el cambio 
en el perfil de expresión podría causar un posible incremento tanto en la capacidad migratoria y de 
invasión de las células MCF-7. Sin embargo, dado que algunos genes que incrementan la migración 
e invasión se vieron disminuidos (S100A7, PLEKHG6, HMMR, CD151) resulta difícil predecir con 
confianza un incremento en el fenotipo migratorio de las células MCF-7 (Figura 32). Se observa, que 
dentro de los genes que inducen fuertemente un fenotipo migratorio e invasivo, se encuentran 
PLAU, TNC, CD44, PALLD y LCN2. Dos de ellos asociados con un fenotipo progenitor y por 
encontrarse en los frentes de migración de los tumores, TNC y CD44. En el caso de PLAU este se 
encuentra más asociado a la capacidad de degradar la ECM, el fuerte incremento en esta molécula 
podría sugerir un fenotipo invasivo. 
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Figura 32. Predicción del impacto del silenciamiento de lncRNA-HAL sobre la migración e invasión. Red 
predicha por IPA a partir de los datos de RNA-seq obtenidos. Muestra los genes cuya expresión fue afectada 
por lncRNA-HAL y que participan en los procesos de migración e invasión. 

Con el fin de determinar si lncRNA-HAL podría regular la migración de las células MCF-7 decidimos 
realizar un ensayo de migración In vitro en cámara de Boyden. Para realizar este ensayo primero se 
arrestaron las células MCF-7 retirando el suero fetal bovino y el rojo de fenol del medio durante 24 
horas. Posteriormente se colocaron las células en la cámara de Boyden y se colocó Suero fetal 
bovino al 15% como quimioatrayente en el compartimento inferior con el fin de inducir la migración 
en las células MCF-7. Se observó que el silenciamiento de lncRNA-HAL causó una disminución en el 
número de células que lograron migrar del compartimento superior al inferior en un lapso de 24hrs 
(Figura 33).  

 

 

Figura 33. Efecto de lncRNA-HAL sobre la migración de células MCF-7. Ensayo de migración In vitro en 
cámaras de Boyden (insertos transwell) de células silenciadas para lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y 
células control (shLuc). T de student, **p<0.01. 

 

Estos resultados indican que el efecto de lncRNA-HAL sobre la migración de las células MCF-7 
presentó una correlación positiva, a diferencia de lo predicho por el algoritmo IPA. Entonces, 
decidimos determinar el efecto de lncRNA-HAL sobre la capacidad de degradar matriz extracelular, 
como una medida indirecta de la invasión en células MCF-7. Para esto se realizó un ensayo de 
degradación de matriz extracelular In vitro, en el que se colocaron las células encima de una matriz 
de gelatina marcada con fluoresceína. La actividad proteolítica de las células se midió en base al 
área de degradación (zonas donde se perdió la fluorescencia de la gelatina) presente alrededor de 
las células sembradas. Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de lncRNA-HAL 
condujo a un incremento en la actividad proteolítica de las células MCF-7. Este fenómeno fue 
interesante debido a que el gen que más se sobreexpresa tras el silenciamiento de lncRNA-HAL fue 
el activador de plasminógeno semejante a Urokinasa (PLAU, Upa), el cual codifica para una proteasa 
que activa a distintas proteinasas de matriz extracelular (Figura 34). 
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Figura 34. Efecto del silenciamiento de lncRNA-HAL sobre la capacidad de degradación de matriz 
extracelular. Ensayo de degradación de gelatina fluorescente de células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL 
(shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y células MCF-7 control (shLuc). T de student, *p<0.05. 

 Ambos resultados experimentales sugieren que lncRNA-HAL podría funcionar en el shift que opera 
entre una invasión independiente de proteasas y una invasión dependiente de proteasas. Esto 
debido a que un incremento en la expresión de lncRNA-HAL podría conducir a un aumento en la 
motilidad celular y una disminución en la capacidad de remodelar una matriz extracelular. Es decir, 
en células cancerosas se han reportado distintos tipos de migración a través de una matriz 
extracelular, dentro de estos destacan la migración ameboide (independiente de proteasas) y la 
migración mesenquimal (dependiente de proteasas) (272). La inhibición de la migración ameboide 
puede limitar significativamente la capacidad metastásica en las células de cáncer de mama (273). 
Un fenómeno interesante es que existe una transición entre una migración ameboide a una 
migración mesenquimal, de manera que las células pueden modificar o alternar el programa 
migratorio en función de las señales microambientales que reciben. Se ha demostrado que puede 
existir una transición de una migración ameboide a una mesenquimal, cuando la tensegridad y el 
entrecruzamiento de las fibras de colágeno supera un umbral específico (274, 275). Además, se ha 
observado que la hipoxia puede inducir una transición de una migración colectiva a una migración 
ameboide y sugiere que HIF-1 puede no sólo inducir una migración mesenquimal, sino también una 
diseminación independiente de EMT (transición epitelio mesénquima) (276). 

Efecto de lncRNA-HAL sobre la capacidad de supervivencia 

Otro de los procesos celulares que fue predicho por el algoritmo IPA como afectado 
significativamente por el silenciamiento de lncRNA-HAL fue la supervivencia celular. El análisis de 
redes modelado por IPA sugirió que en parte el efecto de lncRNA-HAL en la supervivencia podría 
estar mediado por las vías de Akt y NF-kB (Figura 35). Estas dos vías se han relacionado ampliamente 
con la capacidad de las células de sobrevivir a diversas condiciones de estrés. 

 

Índice de degradación 
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Figura 35. Redes modeladas por el algoritmo IPA que podrían participar en la supervivencia celular. 
Modelado de redes por el algoritmo IPA donde se muestra que las vías de Akt y NF-kB podrían verse afectadas 
por el silenciamiento de lncRNA-HAL. 

 

Con el fin de evaluar si lncRNA-HAL podría tener una función en la capacidad de las células MCF-7 
de sobrevivir a condiciones de estrés específicas. Se realizó un análisis de la vitalidad de las células 
MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL y las células control bajo dos condiciones de estrés: hipoxia y 
privación de factores de crecimiento (SFB). Para evaluar la supervivencia de las células en 
condiciones de hipoxia, nuevamente se utilizaron las tres condiciones de hipoxia previamente 
usadas, una hipoxia leve (1%), moderada (0.5%) y severa (0.1%). Los resultados obtenidos mostraron 
que el silenciamiento de lncRNA-HAL condujo a una mayor capacidad de las células de sobrevivir en 
las tres condiciones de hipoxia analizadas (Figura 36). Este fenómeno es interesante porque apoya 
la propuesta de que lncRNA-HAL podría ser un transcrito que se expresa en condiciones de hipoxia 
y que regula la adquisición de un fenotipo no proliferativo, incluso podría tratarse de un 
sensibilizador a muerte celular cuando un fenómeno de estrés celular se presenta en las células. 
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Figura 36. Efecto de lncRNA-HAL en la supervivencia celular en condiciones de hipoxia. Análisis de vitalidad 
celular mediante un ensayo de MTS de células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) 
y células control (shLuc) en tres condiciones de hipoxia: leve (1%), moderada (0.5%) y severa (0.1%). ANOVA 
de dos vías. **p<0.01. 

 

Así mismo, se evalúo si lncRNA-HAL tendría una función sobre la capacidad de sobrevivir a la 
privación de factores de crecimiento (SFB). Para evaluar esto, se retiró del medio de cultivo el suero 
fetal bovino (SFB) y se mantuvo la privación durante un periodo de 5 días. Se observó que la 
disminución en la expresión de lncRNA-HAL conducía a un incremento en la capacidad de sobrevivir 
a la privación de suero de las células MCF-7, en comparación con el control shLuc (Figura 37). Este 
resultado es congruente con lo observado en hipoxia, lo que sugiere que el silenciamiento de 
lncRNA-HAL podría impedir o bien el arresto en ciclo de las células MCF-7 ante ambos tipos de estrés 
o el proceso de muerte celular derivado del estrés ambiental al que se sometieron las células MCF-
7. 

 

 

Figura 37. Efecto de lncRNA-HAL en la supervivencia a la privación de factores de crecimiento (SFB). Ensayo 
de vitalidad mediante MTS de células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y células 
control (shLuc) en condición de privación de SFB durante 5 días. T de student, **p<0.01. 
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Efecto de lncRNA-HAL sobre la población de células troncales tumorales de la línea 
MCF-7. 

Distintos trabajos previos han demostrado que el cultivo de células cancerosas en forma de MCTS 
puede incrementar la proporción de la población de células troncales cancerosas (CSC, por sus siglas 
en inglés) (124, 268). Así mismo se ha observado que la población de CSC con un fenotipo 
CD44+/CD24- son principalmente células con un fenotipo quiescente y mesenquimal (277). Este 
conjunto de datos nos hizo preguntarnos si lncRNA-HAL podría participar en el fenotipo de las 
células troncales tumorales CD44+/CD24-. 

Para evaluar si lncRNA-HAL podría participar en la población CD44+/CD24-, decidimos determinar la 
proporción de células CD44+/CD24- en las células silenciadas para lncRNA-HAL. Para este fin, se 
tiñeron células MCF-7 con anticuerpos fluorescentes contra CD44 y CD24 y se analizó la proporción 
de CSC mediante citometría de flujo. Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de 
lncRNA-HAL condujo a una disminución en la proporción de CSC (Figura 37). Algo interesante que 
se observó fue el hecho de que la disminución en la expresión de lncRNA-HAL causo una disminución 
en la expresión de CD44 y un incremento en la expresión de CD24 (Figura 38). 

 

 

Figura 38. Impacto de lncRNA-HAL en la proporción de células troncales tumorales CD44+/CD24-. Análisis 
mediante citometría de flujo del inmunofenotipo CD44/CD24 en células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL 
(shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y células control (shLuc). ANOVA de dos vías, la p se muestra en los recuadros de 
shlncHAL-1 y shlncHAL-2. 
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Con el fin de corroborar el efecto de lncRNA-HAL en la proporción de células CD44+/CD24- decidimos 
determinar si su expresión podría impactar en la expresión de genes responsables de mantener el 
fenotipo troncal. Para esto, se evaluó la expresión de 3 genes relacionados con el fenotipo troncal 
(Sox2, Nanog y Aldh1A3) en las células silenciadas para lncRNA-HAL. Se observó que la disminución 
de la expresión de lncRNA condujo a una disminución en la expresión de Sox2, Nanog y Aldh1A3 en 
células crecidas en monocapa (Figura 39). Además, en un cultivo de esferoides de 20 días se logró 
replicar esta disminución, pero únicamente en los genes Nanog y Aldh1A3 (Figura 41). Estos 
resultados sugieren que lncRNA-HAL impacta en el fenotipo de las células troncales directamente. 
Sin embargo, la ausencia de cambio en el gen Sox2 en los MCTS, podría ser explicado por el modelo 
complejo que constituyen los esferoides y el inhibir a un único producto génico podría no tener un 
efecto drástico. 

 

 

Figura 39. Impacto de lncRNA-HAL en la expresión de genes marcadores de CSC. Análisis mediante RT-qPCR 
de la expresión de 3 genes marcadores de troncalidad (Sox2, Nanog y Aldh1A3) en células silenciadas para 
lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y células control (shLuc). En el panel de la izquierda se muestra la 
expresión en células crecidas en monocapa, mientras que en el panel de la derecha se muestra la expresión 
en MCTS de 20 días. 

Con el fin de evaluar funcionalmente, si efectivamente lncRNA-HAL podría afectar el fenotipo de las 
células troncales tumorales a nivel de función, decidimos determinar el impacto de lncRNA-HAL en 
el crecimiento clonogénico. Para este fin, decidimos realizar un ensayo de formación de colonias en 
agar suave, en el cual se evalúa la proporción de células capaces de formar colonias a partir de una 
sola célula (crecimiento clonogénico) en un contexto libre de anclaje. Se observó que el 
silenciamiento de lncRNA-HAL causó una disminución en la cantidad de colonias obtenidas, en 
comparación con la línea control que expresa un shRNA contra luciferasa (Figura 40). Este resultado 
sugiere que lncRNA-HAL si afecta una característica funcional de las CSC, que es el crecimiento 
clonogénico. 
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Figura 40. Efecto de lncRNA-HAL en el crecimiento clonogénico de la línea MCF-7. Ensayo de clonogenicidad 
en agar suave para evaluar la capacidad de crecimiento clonogénico de la línea MCF-7 silenciada para lncRNA-
HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2) y la línea control (shLuc). ANOVA en dos vías, **p<0.01, ***p<0.005. 

 

Para corroborar el resultado obtenido en el experimento anterior. Se realizó un ensayo de formación 
de esferoides clonogénicos, en el cual cada esferoide generado proviene de una única célula y 
permite cuantificar el número de células con capacidad de generar una colonia entera en un 
contexto libre de anclaje. Los resultados obtenidos mostraron que la disminución en la expresión 
de lncRNA-HAL conducía a una disminución importante en el número de esferoides, en comparación 
con la línea control shLuc. (Figura 41). Estos dos resultados confirman que efectivamente lncRNA-
HAL puede participar en el fenotipo troncal y además en una de sus características funcionales que 
es la clonogenicidad. 

 

Figura 41. Efecto de lncRNA-HAL en la formación de esferoides clonogénicos. Ensayo de clonogenicidad, 
mediante la formación de esferoides clonogénicos en células MCF-7 silenciadas para lncRNA-HAL (shlncHAL-
1 y shlncHAL-2) y la línea shLuc. ANOVA de dos vías, *p<0.05, **p<0.01. 

 

Finalmente, en el ensayo de formación de esferoides clonogénicos se observó que la disminución 
de la expresión de lncRNA-HAL no sólo conducía a un descenso en el número de esferoides 
clonogénicos, sino que también incrementa el tamaño de estos. El experimento mostró que al 
silenciar a lncRNA-HAL se observaba un incremento en el diámetro de los esferoides, lo cual es 
congruente con los resultados previamente obtenidos en los ensayos de proliferación (Figura 42). 
Es decir, que el incremento en el diámetro de los esferoides correspondería con un incremento en 
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la población proliferativa de la línea MCF-7 y con una disminución en la población CD44+/CD24- 
quiescente. 

 

 

Figura 42 Efecto de lncRNA-HAL en el crecimiento de esferoides clonogénicos de la línea MCF-7. Curva de 
crecimiento de esferoides clonogénicos en medio MammoCult de la línea MCF-7 con una expresión abatida 
de lncRNA-HAL (shlncHAL-1 y shlncHAL-2), en comparación con la línea control (shLuc). En el panel de la 
izquierda se muestra la curva de crecimiento de los esferoides clonogénicos, mientras que en el panel de la 
derecha se muestran imágenes representativas de dichos esferoides. ANOVA de dos vías, **p<0.01, 
***p<0.005. 

 

Estos resultados en conjunto indican que lncRNA-HAL podría regular o participar en el proceso 
molecular a través del cual la respuesta molecular a la hipoxia podría favorecer la aparición, o 
acentuar un fenotipo de una célula troncal no proliferativa o quiescente.  

 

Efecto de lncRNA sobre la tumorigenicidad In vivo 

Para evaluar si el efecto observado de lncRNA-HAL sobre la tumorigenicidad de la población CSC 
observado In vitro podría reproducirse In vivo, decidimos realizar un ensayo de tumorigenicidad con 
diluciones limitantes. Este ensayo podría evidenciar In vivo cambios en la proporción de células 
iniciadoras de tumor o CSC. Con el fin de realizar estos ensayos, recurrimos a un modelo de pez 
zebra (Danio rerio), el cual tiene la ventaja de que requiere la inyección de muy pocas células y que 
los embriones de pez se encuentran inmunosuprimidos hasta aproximadamente el día 11 de vida. 

Utilizando este modelo se inyectaron cantidades crecientes de las células shLuc, shlncHAL-1 y 
shlncHAL-2 en el vitelo de embriones de pez zebra de 2 días de eclosionados. Diario se evalúo el 
crecimiento de los tumores y el número de animales que desarrollaron tumor. El porcentaje de 
peces con tumor fue evaluado con un análisis de ELDA con el fin de determinar la proporción de la 
población troncal en las líneas celulares. Los resultados obtenidos mostraron que la proporción de 
CSC en la línea celular shLuc fue de 1 CSC por cada 547 ±145 células tumorales, en la línea celular 
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shlncHAL-1 fue de 1 CSC por cada 1433 ±495 (p=0.00018) células tumorales y en la línea celular 
shlncHAL-2 fue de 1 CSC por cada 1391 ±487 (p=00034) células tumorales. Observándose así una 
disminución significativa en la proporción de células tumorales, derivado de la disminución en la 
expresión de lncRNA-HAL (Figura 43). Sin embargo, no se observaron cambios en el tamaño o forma 
de los tumores (Figura 44).  

 

 

Figura 43. Efecto de lncRNA-HAL sobre la tumorigenicidad In vivo de la línea MCF-7. Análisis de ELDA 
(extreme limiting dilution assay) del porcentaje de peces positivos a tumor. Chi cuadrada. 

 

 

Figura 44. Efecto de lncRNA-HAL sobre la tumorigenicidad In vivo de la línea MCF-7. En las fotografías de la 
izquierda se muestran peces que no desarrollaron tumor tras la inyección de células MCF-7 silenciadas para 
lncRNA-HAL (shHAL-1 y shHAL-2) y células control (shLuc). En la serie de fotografías se muestran peces que si 
desarrollaron tumor tras la inyección del mismo conjunto de células. 
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Este conjunto de resultados sugieren que efectivamente lncRNA-HAL tiene un efecto positivo sobre 
la población de CSC, y este efecto es evidente incluso en modelos In vivo. 

 

Análisis de la expresión de lncRNA-HAL en tumores de pacientes 

Con la finalidad de determinar si lncRNA-HAL podría estar relacionado con la aparición de la 
enfermedad o bien con el pronóstico de la misma, decidimos evaluar la expresión de lncRNA-HAL 
en biopsias de cáncer de mama y tejido normal de pacientes. Para esto se tomaron los resultados 
de RNA-seq ya publicados de una cohorte de pacientes de cáncer de mama y que se encontraban 
almacenados en la base de datos de TCGA. Los resultados obtenidos mostraron que la expresión de 
lncRNA-HAL se encuentra incrementada en muestras de cáncer de mama en comparación con el 
tejido normal. Así mismo, su expresión se observó principalmente en los tumores mamarios de peor 
pronóstico que son los tumores triple negativos (TNBC, por sus siglas en inglés) (figura 45). 

 

 

Figura 45. Expresión de lncRNA-HAL en muestras de pacientes con cáncer de mama. Análisis de la expresión 
de lncRNA-HAL, en datos de RNA-seq publicados en la base de datos del TCGA, en muestras de biopsias de 
pacientes con cáncer de mama. *p<0.05. TNBC: Triple Negative Breast Cancer. 

 

Localización subcelular del transcrito de lncRNA-HAL. 

Con el fin de determinar el posible mecanismo de acción de lncRNA-HAL, decidimos determinar la 
localización subcelular de este transcrito en el núcleo o en el citoplasma de las células MCF-7. Así 
mismo nos preguntamos si la habría un cambio en la distribución núcleo-citoplasma durante el 
crecimiento de los MCTS de la línea MCF-7. Para esto se realizaron fraccionamientos celulares con 
el fin de separar el contenido citoplásmico del nuclear. Los fraccionamientos se realizaron en células 
en monocapa y en MCTS de 6, 10 y 20 días. Primero se evalúo la pureza de las fracciones aisladas, 
para esto se evalúo mediante western blot la proporción de las proteínas a-tubulina (principalmente 
citoplásmica) y lamina-B1 (principalmente nuclear). Los resultados obtenidos mostraron que los 
extractos citoplásmicos y nucleares se encuentran bastante puros y se puede trabajar con ellos 
adecuadamente (Figura 46). 
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Figura 46. Pureza de las fracciones nucleares y citoplásmicas. En el panel superior se muestra la proporción 
del transcrito de TBP en las fracciones nucleares y citoplásmica, observándose una proporción mucho mayor 
en las fracciones citoplásmica. En el panel inferior se muestra el análisis mediante WB de la proporción de la 
proteína a-tubulina, la cual como era de esperarse se encuentra más en citoplasma, y de Lamina-B1, la cual 
se encuentra principalmente en núcleo. 

 

Posteriormente, se analizó la proporción de lncRNA-HAL tanto en núcleo como en citoplasma 
mediante RT-PCR. Los resultados obtenidos mostraron que lncRNA-HAL tanto en monocapa como 
en MCTS presenta una localización principalmente nuclear, así mismo no se observó un cambio 
significativo en la expresión de lncRNA-HAL tano en los cultivos en monocapa, como en los MCTS 
(Figura 47).  

 

 

Figura 47. Localización subcelular de lncRNA-HAL entre núcleo y citoplasma. Fraccionamiento celular entre 
núcleo (barra blanca) y citoplasma (barra negra) en células crecidas en monocapa y MCTS de 6, 10 y 20 días 
de cultivo. La expresión de lncRNA-HAL se evalúo mediante RT-PCR. ANOVA de dos vías. 
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Los resultados obtenidos sugieren que la localización de lncRNA-HAL podría no ser un mecanismo 
mediante el cual la función de lncRNA-HAL se regula, es decir, no se obtuvo evidencia que sugiriera 
que cambios en las características del medioambiente conduzca a cambios en la localización de 
lncRNA-HAL. Además, lncRNA-HAL puede funcionar a través de procesos nucleares, como la 
regulación de la transcripción, el splicing alternativo, la remodelación de la cromatina, o la expresión 
de RNAs ribosomales. 

 

lncRNA-HAL interactúa directamente con proteínas nucleares 

Como se observó en experimentos previos, lncRNA-HAL presenta una localización principalmente 
nuclear, lo cual sugiere que posiblemente participe en la regulación de procesos nucleares. Para 
comenzar a estudiar la función molecular de lncRNA-HAL decidimos determinar con qué proteína 
interactúa. Para esto se realizó un ensayo de aislamiento de cromatina por purificación de RNA 
(ChIRP), el cual permite aislar distintas moléculas unidas físicamente con una molécula de RNA 
específica, estas moléculas pueden ser, proteínas, fragmentos de DNA y otras moléculas de RNA. 
Para este ensayo se diseñaron 28 sondas biotiniladas antisentido a la secuencia de lncRNA-HAL, cada 
sonda de 20 nt estaba dirigida contra una secuencia cada 100 nt de lncRNA-HAL. Las 28 sondas se 
dividieron en dos mezclas (cada una contiene 14 de las sondas) que se denominaron sondas nones 
y sondas pares. Como control negativo se diseñaron dos sondas contra el mensajero de HPRT y se 
juntaron en una sola mezcla. De manera que se tenía un control negativo, el ChIRP contra HPRT, y 
dos experimentos que servirán de control entre sí, las sondas nones y las sondas pares contra 
lncRNA-HAL. El resto del procedimiento experimental se detalla en la sección de materiales y 
métodos. 

De las purificaciones realizadas con los ensayos ChIRP se dividieron y una fracción se utilizó para 
aislar RNA, y otra fracción (la mayor) se utilizó para purificar las proteínas. La purificación de RNA 
nos permitió demostrar que las sondas contra lncRNA-HAL enriquecían considerablemente, entre 
un 60-70% en ambas mezclas (pares y nones), el transcrito de lncRNA-HAL con respecto al control 
Input (lisado completo). En cambio, el juego de sondas contra HPRT no enriqueció el transcrito de 
lncRNA-HAL con respecto al control Input, se recuperó tan sólo entre un 0.8 y un 1% del transcrito 
de lncRNA-HAL (Figura 48). Estos resultados indican que la purificación de las proteínas unidas a 
lncRNA-HAL fue bastante específica y podemos confiar de los resultados obtenidos de la 
purificación. 
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Figura 48. Enriquecimiento del transcrito de lncRNA-HAL por ChIRP. Análisis del enriquecimiento de lncRNA-
HAL mediante RT-qPCR, en el experimento de ChIRP, al usar las mezclas pares (pair probes) y nones (odd 
probes) de sondas contra lncRNA-HAL y las sondas control contra HPRT. El enriquecimiento se cuantificó como 
porcentaje del Input recuperado, ya que se tomó la amplificación en el INPUT como un 100% y a partir de este 
valor se normalizó la amplificación en los ChIRPs. ANOVA de una vía, *p<0.05. 

 

Una vez que se validó el enriquecimiento de lncRNA-HAL, se decidió caracterizar la identidad de las 
proteínas purificadas mediante un ensayo de espectrometría de masas de las proteínas eluídas de 
cada ChIRP. Para analizar los resultados obtenidos y con el fin de tratar de eliminar el ruido 
experimental lo mejor posible, se eliminaron las proteínas aisladas en el ChIRP de HPRT de la lista 
de proteínas eluídas en los ChIRPs de lncRNA-HAL. Pensando que en el control negativo tendríamos 
proteínas que se unieron a las perlas magnéticas o al RNA mensajero de HPRT. De las listas curadas 
de las proteínas aisladas con las sondas de lncRNA-HAL, sólo se tomaron como proteínas unidas a 
lncRNA-HAL aquellas proteínas que estaban presentes en ambas mezclas de sondas, y con 
porcentajes de cobertura semejantes entre ambos experimentos y las dos réplicas biológicas 
realizadas. Los resultados obtenidos mostraron que lncRNA-HAL interactúa con distintas histonas, 
como H2B y H1.1, lo cual sugiere una unión con la cromatina (Figura 49). Además, se observó que 
lncRNA-HAL también se puede unir a un grupo de proteínas que unen moléculas de RNA conocidas 
como ribonucleoproteínas heterogéneas nucleares (hnRNP). Las proteínas identificadas de este 
grupo son hnRNPD, hnRNPA3 y hnRNPU, las cuales ya se ha observado que unen moléculas de 
lncRNAs y a través de esta interacción regulan la expresión de genes a nivel transcripcional y 
postranscripcional (Figura 49). Otro grupo de proteínas con las que se observó unión, fueron las RNA 
helicasas de la familia DDX, de las cuales se logró identificar a DDX5 y DDX17 (Figura 49). Estas 
helicasas también se ha observado unión a otros lncRNAs y su unión está relacionada con la 
regulación de distintos procesos biológicos nucleares. Finalmente, se identificó la proteína Ran 
como posible proteína que se une a lncRNA-HAL (Figura 48). Esta unión podría estar relacionada con 
procesos de importe o exporte nuclear, en los que podría participar lncRNA-HAL. 

 

 

 

%
 d

e 
In

pu
t r

ec
up

er
ad

o 



68 
 

 

Figura 49. Proteínas identificadas unidas a lncRNA-HAL en los experimentos de ChIRP. Proteínas 
identificadas mediante espectrometría de masas en los experimentos de ChIRP de lncRNA-HAL. Se agrupan 
en 4 familias de proteínas, Histonas, hnRNP´s, Helicasas de RNA y GTPasas pequeñas. Se muestra además el 
peso molecular de las proteínas en kDa, el número de péptidos identificados de cada proteína, el porcentaje 
de cobertura de la secuencia peptídica y la intensidad media de la señal de dichos péptidos. 

 

Los resultados obtenidos muestran que lncRNA-HAL se une a distintas proteínas que previamente 
han sido descritas como proteínas que se pueden unir a RNAs no codificantes y que se asocian a 
funciones nucleares de los mismos. En la sección de discusión se abordará con mayor profundidad 
las funciones que ya han sido reportadas para estas proteínas al unirse a lncRNAs. Sin embargo, aún 
resta una mayor cantidad de trabajo para poder determinar el mecanismo funcional preciso de 
lncRNA-HAL en relación con su unión con estas proteínas. Queda por dilucidar en que contextos se 
puede unir a una u a otra proteína, que conjunto de procesos o genes regula a través de las distintas 
uniones que se encontraron, si tiene la capacidad de funcionar como guía y facilitar la formación de 
complejos moleculares funcionales en genes o transcritos blanco, o funcionaría como un señuelo 
que ante ciertos estímulos inhibe la función de estas proteínas. En relación con la unión a Histonas, 
es necesario determinar si lncRNA-HAL se une a la cromatina y reconoce secuencias consenso en el 
DNA o bien a través de marcas postraduccionales de la cromatina. 
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CAPITULO V. DISCUSIÓN 
El microambiente tumoral juega un papel de suma importancia en el comportamiento de las células 
cancerosas, este microambiente, en ciertos aspectos hostil, incluye la disminución en la 
concentración de oxígeno, nutrientes y una acidificación del medio extracelular, lo que favorece la 
aparición de rasgos fenotípicos más agresivos en las células cancerosas (278). Existe una gran 
cantidad de datos experimentales que dan constancia de la importancia de distintas proteínas que 
participan en la respuesta de las células a este microambiente hostil. Sin embargo, hasta el 
momento existe poca información concerniente a la participación de RNAs no codificantes, en 
especial de lncRNAs. 

En este trabajo se analizó por primera vez la función de lncRNA-HAL en las características fenotípicas 
relacionadas con la arquitectura tridimensional de los tumores mamarios. Se observó que lncRNA-
HAL se sobreexpresa como consecuencia de los eventos microambientales resultantes de una 
arquitectura tridimensional. Es decir, lncRNA-HAL se expresa preferentemente en células 
quiescentes, p27 positivas, presentes en las capas internas del esferoide donde la hipoxia y la 
acidosis son más acentuadas. Además, resultó muy interesante observar el gran dinamismo de las 
poblaciones del esferoide, en el que encontramos una gran proporción de células saliendo o 
entrando a G0 (poblaciones doble positivas o negativas para Ki67 y p27), y la posible relación de 
lnRNA-HAL con esta dinámica. De estas observaciones se desprende la pregunta de si existe la 
posibilidad de que lncRNA-HAL participe en la entrada y salida de G0 y por lo tanto en la naturaleza 
dinámica de estas poblaciones. Ciertamente, en la actualidad se sabe poco de estas poblaciones a 
nivel celular y su impacto en la biología del cáncer, pero derivado de este trabajo, consideramos que 
los MCTS podrían constituir un modelo adecuado para su estudio molecular y celular. 

Se ha evidenciado que en parte la aparición de estas poblaciones quiescentes es resultado de la 
aparición de regiones hipóxicas y posteriormente acidóticas en el MCTS (279). En este trabajo 
observamos que la hipoxia, pero no la acidosis, es en parte responsable del incremento de la 
expression de lncRNA-HAL. Esto sugiere que la inducción hipóxica de lncRNA-HAL podría estar 
implicada en la disminución de la proliferación de las células MCF-7, quizá debido a un retraso en la 
progresión del ciclo celular (por un arresto, como en la población Ki67-/p27+) o induce un estado 
quiescente dinámico (Ki67+/p27+, ki67-/p27-) (Figura 2A). Es importante mencionar que la 
participación de lncRNAs en la adquisición de un fenotipo quiescente o en la respuesta a un estímulo 
hipóxico ha sido ampliamente descrita en diversos estudios. Por ejemplo, GAS5 es un lncRNA, que 
induce un fenotipo quiescente en células T y en tumores mesoteliales gracias a que funciona como 
un señuelo del receptor de glucocorticoides (GR) (280, 281). Además, existen diversos reportes de 
lncRNAs responsivos a hipoxia, como lincRNA-p21 y ENLACE-A (252, 282). Sin embargo, muchos de 
estos estudios se han enfocado en la participación de estos lncRNAs en el mantenimiento de un 
fenotipo hipóxico en condiciones de normoxia (ENLACE-A) o la adquisición de un perfil 
transcripcional que permite sobrevivir a este estrés medio ambiental (incRNA-p21). En este trabajo, 
los resultados obtenidos sugieren la participación de lncRNA-HAL en el vínculo funcional que existe 
entre la hipoxia y la quiescencia, fenómeno que no ha sido descrito en función de lncRNAs. La 
inducción de lncRNA-HAL en un contexto hipóxico fue parcialmente dependiente de la actividad de 
HIF-1, ya que el tratamiento con un inhibidor de HIF-1 (2-o-metoxi-estradiol) disminuyó 
parcialmente la expresión de lncRNA-HAL. Esto puede deberse a que el tratamiento con 2-o-metoxi-
estradiol no abate completamente la función de HIF-1, tanto a nivel de la estabilización de HIF-1α 
como de la expresión de sus genes blanco (283-285). Esto se observó en la expresión de lncRNA-
HAL y ADM, donde el tratamiento con 2-o-metoxi-estradiol no abatió totalmente su expresión. Otra 
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posibilidad consiste en que HIF, no es el único factor de transcripción que participa en la respuesta 
a hipoxia. En hipoxia existe una activación de NF-kB, que se da a través de distintos mecanismos 
como es la producción de ROS por la mitocondria o la activación directa por la vía Ras/Raf (286, 
287). En condiciones de hipoxia media CREB se fosforila en la serina 133 pero en hipoxia severa, la 
fosforilación de CREB permite su ubiquitinación y posterior degradación, lo que facilita la expresión 
de genes proinflamatorios (288, 289). La activación de AP-1 en condiciones de hipoxia depende de 
la activación de JNK (290). Otro factor de transcripción importante en la hipoxia es p53, el cual se 
activa por la unión directa de HIF con MDM2 (291). Esto implica que en hipoxia la expresión de 
lncRNA-HAL podría estar regulada por otros factores además de HIF-1.  

Uno de los efectos más interesantes de lncRNA-HAL fue su impacto sobre el fenotipo proliferativo 
de la línea celular MCF-7. En experimentos previos, se observó que lncRNA-HAL se expresa 
principalmente en poblaciones no proliferativas. Los ensayos de silenciamiento de lncRNA-HAL 
mostraron que su pérdida de función incrementó la proliferación de las células MCF-7, sin afectar 
el número de células en apoptosis. A pesar de que la regulación de la adquisición de un fenotipo 
quiescente resulta de gran relevancia en el estudio de la biología de los tumores, pocos estudios se 
han enfocado en estudiar la participación de lncRNAs. Se ha observado que la expresión de PAPAS 
un lncRNA que se localiza antisentido a los genes rRNA regula el silenciamiento de estos genes 
gracias a la inducción de la metilación de H4K20me3 en células quiescentes (188). El lncRNA H19 se 
ha asociado con la adquisición de un fenotipo quiescente en células stem pluripotentes, gracias a su 
papel en el imprintig del gen Igf2 (292). GAS5 regula el arresto en el crecimiento de las células de 
cáncer de pulmón de células no pequeñas (NSCLC) y de mesotelioma. Como lncRNA-HAL, el 
incremento en la expresión de GAS5 conduce a una disminución en la cantidad de células a través 
del tiempo, y su inhibición acelera el ciclo celular. La sobreexpresión de GAS5 causo que las células 
se arrestaran en la fase G0/G1, mientras que disminuía la proporción en la fase S y G2/M, semejante 
a lncRNA-HAL cuyo silenciamiento incrementó la cantidad de células en G2/M. A diferencia de 
lncRNA-HAL, GAS5 responde principalmente a una disminución en las señales mitogénicas como 
privación de suero, o la inhibición de las vías de PI3K/mTOR o Sonic Hedgehog y no a la hipoxia. 
Además de que GAS5 funciona principalmente como un señuelo para el receptor de glucocorticoides 
(GR), mientras que lncRNA-HAL utiliza otras moléculas como hnRNP´s o DDX5/7 para llevar a cabo 
sus funciones moleculares (216, 281, 293). lncRNA-HAL podría regular la proliferación y responde a 
estímulos y utiliza maquinarias moleculares distintos de los ya reportados.  

El efecto sobre la proliferación también podría estar asociado con el incremento de una población 
celular de células tansitoriamente amplificadas (TACs). Esta población corresponde a un grupo de 
células con ciclos celulares relativamente rápidos, que provienen del tránsito de células troncales 
con ciclos celulares lentos (294). Es posible, que lncRNA-HAL pudiese regular negativamente la 
transición de las CSC en TAC, por lo que su silenciamiento podría causar un incremento en la 
población de TACs y una disminución en la poza de las CSC, esto es apoyado por los resultados que 
muestran que el silenciamiento de lncRNA-HAL causa una disminución en la proporción de CSCs. 
Esto ha sido descrito en poblaciones de células troncales quiescentes de intestino y epidermis, 
donde una señal proliferativa como la activación de k-Ras o la disminución de la señalización de 
Lrig1, conduce a una transición de células troncales a un fenotipo de TAC´s (295, 296). La activación 
de la vía de Myc en cáncer de mama conduce a la activación de vías mitogénicas que inducen la 
diferenciación de CSC quiescentes en TACs (297). Estos resultados sugieren que lncRNA-HAL podría 
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regular el fenotipo quiescente de una población específica de CSCs, y su disminución podría inducir 
la diferenciación a un fenotipo de TACs. 

Este efecto de lncRNA-HAL sobre la proliferación de las células MCF-7 también se observó en los 
cultivos de MCTS en la forma de un incremento en el diámetro de los esferoides. Previamente ya se 
había demostrado una asociación entre el tamaño del esferoide y la cantidad de células quiescentes 
(95). En los esferioides, lncRNA-HAL comienza a expresarse conforme aparecen regiones hipóxicas, 
lo que se relaciona con la aparición de fenotipos no proliferativos. Esto sugiere que la disminución 
artificial de lncRNA-HAL en las regiones hipóxicas podría causar una disminución en la población de 
células quiescentes y un aumento en la población proliferativa y ocasiona un incremento en las 
dimensiones del esferoide. 

La quiescencia es un fenotipo celular que se ha asociado fuertemente a las poblaciones de células 
troncales tumorales (298). Se conoce que la inhibición farmacológica de HIF-1α disminuye la 
proporción de CSCs en tumores mamarios, además, de que la hipoxia induce fenotipos más 
agresivos en distintas líneas de cáncer de mama (299, 300). Diversos reportes en varios tumores 
indican la existencia de una población quiescente de CSCs, la cual es importante para la reincidencia 
del tumor, la formación de focos metastásicos, y finalmente la resistencia a la terapia 
quimioterapéutica (301). Se ha observado que la mayoría de las células troncales de la glándula 
mamaria y tumores mamarios son quiescentes (298). Además, se ha observado que existen dos 
poblaciones mayoritarias de CSCs de mama: Una población con fenotipo mesenquimal, quiescente 
y que usualmente se localiza en los frentes migratorios de los tumores y en regiones hipóxicas, que 
se caracteriza por tener el inmunofenotipo CD44+/CD24-. Otra población de CSCs con un fenotipo 
epitelial, la cual se ha descrito como proliferativa, y que se localiza en regiones internas al tumor, 
las cuales se caracterizan por la expresión del marcador Aldh+. Además, existe una plasticidad entre 
estos fenotipos que permite la transición de CSCs mesenquimales a epiteliales y viceversa (277). 
Esto resulta interesante, porque la población stem que se estudió en este trabajo (CD44+/CD24-), es 
una población quiescente, que se asocia con la formación de focos metastásicos y la sobrevivencia 
al tratamiento farmacológico. Por este motivo, distintos abordajes farmacológicos han buscado 
eliminar específicamente la población de células tumorales quiescentes y CSC quiescentes (302-
304). En este trabajo, usando tanto ensayos in vitro como in vivo, se mostró que la expresión alta 
de lncRNA-HAL se asocia con el fenotipo troncal de la población CSC de la línea MCF-7. La inhibición 
de lncRNA-HAL condujo a una disminución en la población CD44+/CD24- de la línea MCF-7, así como 
una disminución en la expresión de marcadores de troncalidad como NANOG, Sox2 y Aldh1A3. 
Además, se observó que el silenciamiento de lncRNA-HAL causó un incremento en la expresión del 
mRNA de CD44, pero en los ensayos de citometría se observó una tinción membranal menor para 
dicha proteína, así como un incremento en la presencia membranal de CD24. Esta diferencia (en la 
cantidad de mRNA y proteína de CD44) se podría explicar por la regulación postranscripcional de 
CD44 (305). La localización membranal de CD44 se regula mediante la selección de sitios de poli-
adenilación alternativos, CD44 tiene dos sitios de poliadenilación que generan transcritos con una 
región 3´UTR larga o corta. El mRNA con 3´UTR larga contiene elementos que inducen una 
localización membranal; en cambio, el mRNA con 3´UTR corta carece de estas señales y produce 
una proteína localizada en el aparato de Golgi (306). Esto podría explicar la disminución paradójica 
en la cantidad de proteína y el incremento en la expresión del mRNA de CD44. Esta diferencia 
también se podría explicar en función de miRNAs, tanto miR-708-5p como miR-145 pueden regular 
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la expresión de CD44 en distintos tumores (307, 308). El incremento en la expresión de estos miRNAs 
conduce a una disminución en el potencial tumorigénico, semejante a lo observado con la inhibición 
de lncRNA-HAL. Sin embargo, en el presente trabajo, no se evalúo la función de moléculas 
reguladoras como miRNAs río abajo de lncRNA-HAL, o bien los posibles cambios estructurales en el 
mensajero y proteína de CD44 derivados de la función de lncRNA-HAL. 

Otro de los procesos biológicos en los que se observó que lncRNA-HAL influía fue en la migración e 
invasión de las células MCF-7. El análisis de IPA mostró que PLAU y TNC podrían ser de los principales 
reguladores del efecto de lncRNA-HAL sobre la migración. El gen PLAU codifica para el activador de 
plasminógeno semejante a urokinasa (uPA), una proteasa extracelular que constituye un activador 
celular del plasminógeno, así como de TGF-β (309, 310). Se ha observado que la adquisición del 
fenotipo de EMT usualmente se acompaña de un incremento en uPA y uPAR (311, 312). Además, el 
uso de moléculas inhibitorias de uPA disminuyen la migración, invasión, proliferación y crecimiento 
clonogénico (313, 314). Por otro lado, Tenascina C (TNC) es una proteína de la matriz extracelular 
que se ha observado en nichos de células troncales, además de que la secreción de isoformas largas 
de esta proteína se asocia con un estadio más avanzado de cáncer de mama (315). En células MCF-
7, el tratamiento con TNC conduce a la activación de Src que a su vez fosforila a FAK, esto ocasiona 
el inicio de un proceso de EMT, en el que se disminuyó la adhesión célula-célula e incrementó la 
migración celular (316). En los ensayos realizados, se observó que el silenciamiento de HAL conducía 
a un incremento en la capacidad de degradación de la matriz extracelular, lo cual era de esperarse 
tras el incremento en la expresión de PLAU, pero conducía también a una disminución en la 
capacidad de migración de la línea MCF-7. Sugieren que un incremento en la expresión de lncRNA-
HAL podría conducir a un fenotipo migrador pero que no degrada la matriz extracelular. Este 
fenómeno es conocido como migración no proteolítica, se han descrito dos principales mecanismos 
de migración, una basada en la degradación de la ECM en la región pericelular y con movimientos 
mesenquimales (llamada migración proteolítica) y otra migración que no utiliza proteasas para 
degradar la matriz y que recae en un movimiento ameboide en el que las células pasan rápidamente 
por huecos en la matriz (migración no proteolítica) (317-319).  

Los resultados obtenidos mostraron que la disminución de la expresión de lncRNA-HAL incrementó 
la supervivencia de las células MCF-7 en condiciones de hipoxia y de ausencia de suero. Durante el 
insulto hipóxico, la activación del factor de transcripción HIF-1 conduce a la expresión de genes que 
son necesarios para la supervivencia de las células al estrés hipóxico. Se ha reportado que HIF-1 
también induce la expresión de IGFBP-3 (proteína de unión a IGF 3), una proteína que bloquea la 
señalización de IGF (factor de crecimiento semejante a insulina) y conduce a una inhibición del 
crecimiento celular (320). También se ha reportado la función de lncRNAs que regulan la apoptosis 
y el arresto en el ciclo celular tras un insulto hipóxico. Por ejemplo, GAS5 participa en el proceso 
apoptótico y el arresto proliferativo resultante de la hipoxia. En distintos modelos de estrés hipóxico 
se ha demostrado que el silenciamiento de GAS5 conduce a un incremento en la supervivencia de 
las células (321-323). Esto podría sugerir que lncRNA-HAL podría ser un gen con funciones duales, 
ya que regularía negativamente la supervivencia a condiciones de estrés como se ha reportado para 
GAS5, pero participa en un fenotipo bastante interesante y que se considera de suma importancia 
para la progresión de los tumores que es el de las CSCs. 

Como ya se ha descrito, los resultados obtenidos apuntan a una función de lncRNA-HAL sobre el 
fenotipo de una población de CSCs quiescente, pero para corroborar esto resultaba necesario 
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evidenciar un efecto sobre la tumorigenicidad de la línea MCF-7 In vivo. Como recipiente de 
xenotrasplantes In vivo, decidimos utilizar al organismo modelo Danio rerio (pez zebra), el cual ha 
sido ampliamente utilizado para realizar ensayos de xenotrasplantes de distintas células tumorales 
tanto de humano como de ratón (324). El pez zebra tiene distintas ventajas como modelo de 
xenotrasplantes, dada la facilidad para su cuidado y manipulación se pueden realizar ensayos 
utilizando decenas o cientos de individuos, además los embriones son transparentes por lo que la 
visualización de las células se puede hacer con un microscopio simple, los embriones desarrollan su 
sistema inmune hasta el día 11 (325). Según lo ya reportado el ensayo adecuado para evidenciar 
una disminución o un incremento en la población de células iniciadoras de tumor (CSCs) es el ensayo 
de dilución limitante, este ensayo se ha realizado ampliamente en pez zebra y para medir 
autorrenovación o tumorigenicidad generalmente se cuantifica el número de peces que desarrollan 
tumores (con diluciones mayores, disminuye su número) o bien el tamaño de los tumores respecto 
al tiempo. En el presente trabajo se decidió cuantificar la proporción de peces que desarrollaron 
tumores. Los resultados obtenidos mostraron que el silenciamiento de HAL ocasiona una 
disminución en la tumorigenicidad de la línea MCF-7. Esto concuerda con los resultados que indican 
que el silenciamiento de lncRNA-HAL conduce a una disminución en la proporción de CSCs y como 
era de esperarse a una disminución en la cantidad de células que pueden iniciar un tumor. En 
estudios previos, se ha demostrado que un incremento en la cantidad de CSCs, como ocurre al crecer 
la línea MCF-7 como MCTS, incrementa la cantidad de peces que desarrollan tumor (326).. Este 
fenómeno también se apoya en los datos de tumores en pacientes, donde existe una mayor 
expresión de lncRNA-HAL en los tejidos tumorales respecto a tejidos normales, y una mayor 
expresión en tumores triple negativo (TNBC). Se ha reportado previamente que los tumores triple 
negativo, que se consideran como el subtipo de tumores mamarios con mayor agresividad y peor 
pronóstico, presentan una proporción mayor de células troncales (CD44+/CD24-), lo que 
correspondería posiblemente con una mayor expresión de lncRNA-HAL (327-329). 

Con el fin de estudiar el posible mecanismo funcional de lncRNA-HAL, se decidió analizar mediante 
un ensayo de ChIRP las proteínas con las que interactúa lncRNA-HAL. Los resultados mostraron que 
lncRNA-HAL puede interactuar con distintas proteínas. Las cuales podemos agruparlas en 4 grupos: 
Histonas (H2B y H1.2), hnRNP´s (hnRNPD, hnRNPU y hnRNPA3), Helicasas de RNA (DDX5 y DDX17) 
y GTPasas pequeñas (RAN). Interesantemente, todas las proteínas con las cuales se observó una 
interacción de lncRNA-HAL son proteínas con una localización principalmente nuclear (330-332). En 
el caso de las helicasas de RNA DDX5 y DDX17, ambas presentan una localización nuclear y funcionan 
como un heterodímero (333). Lo anterior concuerda con la localización preferentemente nuclear de 
lncRNA-HAL. 

Con respecto a las proteínas con las que interactúa lncRNA-HAL, podemos observar que la 
interacción de este transcrito con las histonas H2B y H1.2 parecería sugerir una unión directa con 
cromatina (334). Interesantemente, H1.2 se ha asociado previamente con regiones de cromatina 
transcripcionalmente reprimida en dominios conocidos como asociados a lamina (LADs, Lamin 
associated domains), en este contexto se ha asociado a H1.2 como un regulador de la progresión 
del ciclo celular (335). Esta interacción sugeriría que lncRNA-HAL podría estar implicado en la 
represión de algunos genes blanco, quizá gracias a su localización en dominios represivos. Además, 
lncRNA-HAL podría interactuar con tres proteínas de unión a RNA, hnRNPU, hnRNPD y hnRNPA3. En 
el caso de hnRNPU, esta tiene distintas funciones celulares, ya que participa tanto en el 
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procesamiento de los transcritos primarios, en la transcripción de genes blanco y también en la 
estructuración de distintos dominios de cromatina al funcionar como una proteína de andamiaje 
entre la matriz nuclear y los cromosomas (336). hnRNPU se asocia principalmente a regiones de 
eucromatina unidas a la matriz nuclear (337). hnRNPU puede interactuar con diversos lncRNAs y la 
función molecular depende en gran medida del transcrito con el que interactúe. Se ha observado 
que hnRNPU interactúa directamente con Xist, y esta interacción es necesaria para que Xist se dirija 
a sus regiones blanco en el cromosoma X inactivo (338). En el caso del lncRNA FIRRE, su interacción 
con hnRNPU le permite facilitar la unión inter-cromosómica entre un dominio del cromosoma X y 
otras 5 regiones en distintos cromosomas, esta función resulta semejante a la reportada para el 
caso de Xist (339). Además, en macrófagos estimulados con LPS la activación de NF-kB conduce a la 
expresión de FIRRE, el cual en este contexto al interactuar con hnRNPU se une a los elementos ricos 
en AU de diversos mRNA de genes proinflamatorios y aumenta su estabilidad (340). Este trabajo 
sugiere que la interacción de hnRNPU con distintos lncRNA le permitiría seleccionar ciertas 
poblaciones de mRNAs y regular de esta manera su estabilidad. Así mismo, en tejido adiposo pardo, 
se ha demostrado que hnRNPU interactúa con Blnc1 (un lncRNA), funciona como una molécula de 
andamiaje que permite la unión con los factores de transcripción EBF2 y Zbtb7b e inducir así la 
diferenciación en tejido adiposo marrón (341, 342). Estos resultados sugieren que hnRNPU 
funcionaría como una molécula de andamiaje entre un lncRNA y otras proteínas, y a través de la 
formación de estos complejos participa en la regulación de procesos como la formación de dominios 
cromosómicos, regulación de la estabilidad de algunos mRNAs y la regulación de la actividad y 
blancos de factores de transcripción. En el caso de lncRNA-HAL, hnRNPU podría funcionar como una 
molécula de andamiaje que permite su interacción con otras proteínas o RNAs. 

En el caso de la proteína de unión a RNA hnRNPD se sabe que es una proteína de unión a RNA 
también conocida como AUF1 (ARE/poly(u)-binding/degradation factor 1) que regula el decaimiento 
de mRNAs como BCL-2 (343). Sin embargo, poco se ha descrito de su función al unirse a distintos 
lncRNAs. En colon se ha observado que lnc13 opera como un lncRNA que reprime la expresión de 
distintos genes proinflamatorios, esta función represora la realiza uniéndose directamente a 
hnRNPD el cual funciona como una molécula de andamiaje que le permite a lnc13 reclutar a HDAC1 
a los promotores de sus genes blanco (344). La unión de hnRNPD con el lncRNA ASNR inhibe su 
función de inducir el decaimiento del mRNA de Bcl-2, al secuestrar a hnRNPD en el núcleo (343). 
Este mismo mecanismo se ha reportado para la interacción de hnRNPD con LINC01354, que 
incrementa la expresión del mRNA de B-catenina (345). En este caso hnRNPD, semejante a lo que 
ocurre con hnRNPU, también funciona como una molécula de andamiaje que permite la formación 
de complejos ribonucleoproteícos con otras proteínas efectoras y de esa manera regular la 
transcripción o la estabilidad de mRNAs blanco. Por lo que también podría ser una proteína de 
andamiaje para lncRNA-HAL, que podría funcionar regulando negativamente la estabilidad de 
ciertos mRNAs. 

En el caso de hnRNPA3, no se ha reportado hasta el momento una interacción con alguna molécula 
lncRNA. Por lo que resultaría difícil intentar sugerir una posible función biológica para esta proteína. 
Se ha reportado que hnRNPA3 puede unirse a los repetidos teloméricos y funcionar como un 
regulador negativo de su alargamiento (346). Sin embargo, se requeriría realizar ensayos sobre la 
longitud de los telómeros al modificar la expresión de lncRNA-HAL, para poder tener una idea clara 
de la posible función de la interacción con hnRNPA3. 
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En el caso de las RNA helicasas DDX5 y DDX17, estas generalmente forman un heterodímero y 
cumplen distintas funciones celulares, principalmente como coactivadores transcripcionales de 
distintos factores de transcripción (333, 347). Se ha reportado que DDX5/DDX17 pueden interactuar 
con distintos lncRNAs. SRA (RNA activador de receptores nucleares de esteroides) es el lncRNA que 
interactúa con DDX5/DDX17 que más se ha estudiado hasta el momento. Se ha descrito que SRA a 
través de la formación de un complejo que comprende a DDX5/17, el dominio intracelular de Notch 
y p300, puede incrementar la respuesta transcripcional de la señalización de la vía Notch (348). En 
la diferenciación miogénica de las células C2C12 se ha demostrado que el complejo SRA con 
DDX5/17 puede servir como un transactivador del factor de transcripción MyoD (349). Un fenómeno 
interesante observado en la función de SRA es que este lncRNA puede interactuar con los complejos 
TrxG (Tritorax, complejo activador transcripcional) y PRC2 (Complejo represivo Polycomb 2), sin 
embargo, la unión con DDX5 facilita la unión de DDX5 con SRA, pero no la de PRC2. Lo que sugiere 
que la unión con DDX5 puede definir entre distintos tipos de complejos de SRA, uno activador y otro 
represor (350). Otro lncRNA que se ha reportado que puede interactuar con DDX5/17 es mrhl (locus 
hotspot de recombinación meiótica), el cual funciona como un regulador negativo de la vía Wnt en 
células de espermatogonia, se desconoce el mecanismo que desempeña el complejo mrhl con 
DDX5/17 pero se sabe que esta unión es necesaria para la localización de mrhl en la cromatina (351). 
En el caso de la unión de DDX17 con el lncRNA MeXis (secuencia inducida por LXR expresada en 
macrófagos), se sabe que este complejo ribonucleoproteíco permite la activación transcripcional de 
distintos genes blanco de LXR, en especial aquellos asociados a la homeostasia del colesterol (352). 
Estos resultados sugieren que DDX5/DDX17 pueden interactuar con distintos lncRNAs con el fin de 
regular la expresión de sus genes blanco. Esta regulación transcripcional parecería poder ser 
realizada directamente por el complejo lncRNA-DDX5/17, o bien gracias a la función de molécula de 
andamiaje del lncRNA que permite la formación de un complejo que incluye a DDX5/17 con otros 
factores de transcripción como Notch, p53 o MyoD. En el caso de lncRNA-HAL es posible que 
DDX5/17 podría ser una molécula que funcione directamente en complejo con lncRNA-HAL, o bien 
que permita a lncRNA-HAL unirse o no a las diferentes proteínas reportadas aquí, como ocurre con 
la unión de SRA con TrxG o PRC2. 

Estos datos de otros grupos de investigación sugieren distintos fenómenos respecto a las moléculas 
con las que se une lncRNA-HAL. Primero, se sabe que estas moléculas puede funcionar directamente 
como efectores de distintos lncRNAs y regula tanto la expresión de distintos genes blanco como la 
estabilidad de sus mRNAs. Esto implica que lncRNA-HAL puede formar distintos complejos 
ribonucleoproteícos, unos que incluyan a las distintas hnRNPs y otros a las RNA helicasas, o bien un 
complejo ribonucleoproteíco en el que el lncRNA-HAL funcione como molécula de andamiaje que 
permite la interacción de las hnRNPs con las RNA helicasa DDX5/17 y de esta manera regular 
procesos específicos que requieran estas dos funciones. Basados en lo reportado de estudios 
previos de interacciones con lncRNAs y estás moléculas, podríamos pensar que los complejos de 
lncRNA-HAL con hnRNP´s y DDX5/17 podrían regular la transcripción de distintos genes blanco, esto 
basado en la interacción con histonas que sugeriría una unión directa a la cromatina. Pero, también 
podemos pensar en que la interacción de lncRNA-HAL con estas proteínas también podría regular 
la estabilidad de distintos mRNAs. Por otro lado, la posibilidad de que lncRNA-HAL se comporte 
como una molécula señuelo que secuestre en el núcleo a las proteínas hnRNPs y DDX5/17, 
impidiéndoles de esta manera llevar a cabo sus funciones citoplásmica es también bastante 
plausible. Sin embargo, con la información experimental con la que contamos hasta este momento 
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no permite más que sugerir de manera especulativa una posible vía de acción de lncRNA-HAL a 
través de sus proteínas compañeras. En este punto, es muy importante ser conscientes de que resta 
aún mucho trabajo experimental para poder definir un mecanismo de acción de lncRNA-HAL los 
complejos ribonucleoproteícos que podría formar con las proteínas aquí reportadas. 
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CAPÍTULO VI. CONCLUSIONES. 
En el presente trabajo se describió por vez primera la función biológica de lncRNA-HAL en la línea 
celular MCF-7 de cáncer de mama. Se demostró que lncRNA-HAL incrementa su expresión en el 
modelo de cultivo tridimensional de MCTS; los ensayos en condiciones de hipoxia, acidosis y 
mediante la inhibición de la actividad transcripcional de HIF1 demostraron que lncRNA-HAL 
responde al estímulo hipóxico que se presenta en los esferoides y es en parte regulado por el factor 
de transcripción HIF. La expresión de lncRNA-HAL se encuentra enriquecida en la población de 
células quiescentes o no proliferativas que se localizan en las regiones centrales hipóxicas que se 
generan en el cultivo de los MCTS. Los ensayos de perdida de función de lncRNA-HAL mostraron que 
el silenciamiento de este gen conduce a un incremento en la proliferación de las células MCF-7, un 
fenotipo no migratorio, pero que degrada matriz extracelular y una disminución en la población de 
células troncales tumorales de la línea MCF-7. Estos resultados sugieren que la expresión hipóxicas 
de lncRNA-HAL participa en la modulación de un fenotipo particular que correspondería al de una 
población quiescente de células troncales tumorales. La función de lncRNA-HAL se encuentra 
mediada por la acción de proteínas nucleares, mostramos que lncRNA-HAL se une a histonas, lo que 
sugeriría una unión directa con la cromatina. Además, sabemos que lncRNA-HAL puede interactuar 
con distintas ribonucleoproteínas (hnRNPU, hnRNPD y hnRNPA3) y con las RNA helicasas 
DDX5/DDX17. Estas proteínas ya se han reportado como compañeros funcionales de distintos 
lncRNAs donde funcionan principalmente como reguladores transcripcionales o de la estabilidad 
postranscripcional de distintos mRNAs blanco. 

 

Figura 50. Conclusiones. Se muestran los principales resultados obtenidos en el presente trabajo. 
lncRNA-HAL se expresa en la población de células no proliferativas, así como en las CSC´s, de los 
cultivos de MCTS en respuesta a la hipoxia que en ellos se presenta. La unión de lncRNA-HAL con las 
proteínas H1.2., H2B, hnRNPU, hnRNPD y DDX5/17 le permite regular la expresión de distintos genes 
blanco e inducir un fenotipo de células no proliferativas, con características de CSC´s que migran de 
una manera no proteolítica. 

 

CAPÍTULO VII. PERSECTIVAS 
Como perspectivas al presente trabajo, se propone analizar la posible interacción del gen lncRNA-
HAL con su gen hospedero MNT. Para esto es necesario definir con precisión las fronteras del 
transcrito de lncRNA-HAL mediante ensayos de 3´RACE y 5´RACE. Además, delimitar las regiones 
regulatorias de lncRNA-HAL y determinar si su deleción o modificación impacta únicamente la 
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expresión de lncRNA-HAL y no de MNT. También sería conveniente mantener en mente a MNT 
durante los consiguientes análisis funcionales y moleculares de lncRNA-HAL. 

Otro punto importante, consiste en determinar de manera mecanística como ocurre la interacción 
de lncRNA-HAL con hnRNPD, hnRNPE, hnRNPA3, DDX5/17, es decir si todas estas moléculas se unen 
formando un solo complejo, o bien formando distintos complejos, y si la formación de un complejo 
excluye la formación de otros. Así mismo, sería conveniente determinar la localización nuclear de 
dichos complejos, mediante ensayos de inmunofluorescencia, localizando con un anticuerpo a 
alguna de las proteínas, y mediante la expresión exógena de una quimera de lncRNA-HAL con el 
dominio de RNA fluorescente spinach, determinar dónde co-localizan dichos complejos. 
Posteriormente, es necesario determinar en qué manera la unión de lncRNA-HAL con estas 
proteínas modifica su actividad enzimática o función, o bien si los dirige a ciertos blancos en lugar 
de modular sólo la actividad. Para esto sería conveniente determinar si lncRNA-HAL también se 
encuentra unido a otras moléculas de DNA o de RNA, para pensar en hacer un análisis más robusto 
de dichos blancos, como un ensayo de ChIRP pero aislando DNA y RNA en lugar de proteína. 

Finalmente, al tener los blancos de lncRNA-HAL y su acción sobre las proteínas con las que 
interactúa, sería necesario determinar como la modulación de estos blancos, conduce al fenotipo 
quiescente, o bien al fenotipo de CSC quiescente. 
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Apéndice 1. Secuencias y nombres de los oligonucleótidos usados en esta tesis. 
Primer Name Sequence 
lncRNA-HAL Fw CTCGGACAGGGACAGTGTG 
lncRNA-HAL RV AAGCGGGAGGGTGAAGAAAA 
PLAU Fw GGGTCGCTCAAGGCTTAACT 
PLAU Rv ACGGATCTTCAGCAAGGCAA 
SCIN Fw TGGTTCTGGCAAAGTGGAGAT 
SCIN Rv GCTCATCTCGTGTGGCATTT 
TNC Fw AGCAATCCAGCGACCATCAA 
TNC Rv GCCAACGGTGTCTTCCAGA 
ADM Fw CAGAAGAATCCGAGTGTTTGCC 
ADM Rv AATCAGTTTGTGGGCGAGCA 
LCN2 AGTTCACGCTGGGCAACATT 
LCN2 AGTTCTCCTTTAGTTCCGAAGTCA 
CD44 Fw ACCGACAGCACAGACAGAAT 
CD44 Rv TCCCAGGTTTCTTGCCTCTT 
BMP5 Fw TCAAGGCGAGTGAGGTACTT 
BMP5 Rv TGGAGCACAACAAGGCTTTG 
ABCC13 Fw GTTTCAGGCACAGGAAGTACAG 
ABCC13 Rv TCCCTCAGATGTCCACTTGAA 
S100A7 Fw ACACACATCTCACTCATCCTTCT 
S100A7 Rv CAGGCTTGGCTTCTCAATCTT 
KLF12 Fw TCTCCCATCATCCCATCCCTTA 
KLF12 Rv TGCCTGAGTGCCCTTTCTTT 
ALDOC Fw CTGCCACTGAGGAGTTCATCAA 
ALDOC Rv CCATCTTCTCCACTGCCTTCAT 
MNT Fw TGTGTTAGGATGCGGCTTTC 
MNT Rv TTCCTCCCGCTACACTGAAA 
RP11-15G8 Fw Gacgtttgccaccatgtcta 
RP11-15G8 Rv Actgtgcccagcctgattt 
RP11-669N7 Fw TCATCTCCCAAGGTCTTCTTTCT 
RP11-669N7 Rv AGGCTTTATTGCTGGTGACATC 
CTC-260E6 Fw CTCCACTTGCTGTAACACCAAAG 
CTC-260E6 Rv CAATGTGCTGCTCCATAAAGATA 
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Apéndice 2. Secuencias y nombres de las sondas de ChIRP usadas en esta tesis. 
 

Probe Name Sequence And Biotin modification 
HAL-Probe-1 CTCCACTTTGCTCCGTGCCA/3BioTEG/ 

Hal-Probe-100 TAGCTGGGACTCAGGTGCAA/3BioTEG/ 
HAL-Probe-200 AGACGGAGGTCGCACTCTGT/3BioTEG/ 
HAL-Probe-300 TGTTCTTAGAGACGGAGGTC/3BioTEG/ 
HAL-Probe-400 gtcttcaaacctttgaccac/3BioTEG/ 
HAL-Probe-500 ACCCACATTGCTTCAATCTA/3BioTEG/ 
HAL-Probe-600 agggagtgacatgggtcaaa/3BioTEG/ 
HAL-Probe-700 TGTGTGTGGCTTTTCACCTG/3BioTEG/ 
HAL-Probe-800 TGACCTCAGGTGATCCACCT/3BioTEG/ 
HAL-Probe-900 CCACCAGGCAGGACTAATTT/3BioTEG/ 

HAL-Probe-1000 CCCGCTCTGTCACCCAGGCT/3BioTEG/ 

HAL-Probe-1100 agacagtaggaaactccctt/3BioTEG/ 

HAL-Probe-1200 gcagcttgacacttctgttg/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1300 cagttttgctgttttgtagc/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1400 GAAAATACTCCCTGTTGCCA/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1500 TAATGCCTGATGATGGGAGA/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1600 TCTGATCCTGTCACATCAGT/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1700 ggagaatcacagtaacccat/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1800 aaggacctggaagagtgctg/3BioTEG/ 
HAL-Probe-1900 ctgtccgagctgtgaatgaa/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2000 ggcagtaaatacgaggctga/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2100 acagattggctcacactgag/3BioTEG/ 

HAL-Probe-2200 gcactgaggaaaaatggggc/3BioTEG/ 

HAL-Probe-2300 TGGTGTGGAGGAGGAACCAT/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2400 GTCCCCTTCTCTCCCTGTAT/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2500 CGAAAGTGCTGGGATTACAG/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2600 AGCGATTCTCCTGCCTCAGC/3BioTEG/ 
HAL-Probe-2700 TCCAACAGAGTTTCGCTCTT/3BioTEG/ 

HPRT Probe 1 GAT GTA CTG GCT GGA /3BioTEG/ 
HPRT Probe 2 GGA GTG AAG AGT GC/3BioTEG/ 
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Apéndice 3. Tablas con los resultados del experimento de RNA-seq. Se muestran aquellos 
genes cuya expresión cambió tras el silenciamiento de lncRNA-HAL. 
 

ID GENE SYMBOL RealFC C1Mean C2Mean 

ENSG00000181409.11_AATK AATK 0.4871674 104.910152 215.35776 

ENSG00000243064.8_ABCC13 ABCC13 0.1573452 3.44816307 21.968192 

ENSG00000160179.18_ABCG1 ABCG1 0.59394426 101.550133 170.9827 

ENSG00000278540.4_ACACA ACACA 0.90258101 1689.48311 1871.83651 

ENSG00000134575.9_ACP2 ACP2 0.74286678 260.6694 350.900022 

ENSG00000173175.14_ADCY5 ADCY5 0.40501466 32.2634929 79.6747516 

ENSG00000148926.9_ADM ADM 2.90875322 118.459445 40.7185994 

ENSG00000185567.6_AHNAK2 AHNAK2 0.59938722 1114.63071 1859.62376 

ENSG00000109107.13_ALDOC ALDOC 0.39704237 111.871121 281.776352 

ENSG00000012779.10_ALOX5 ALOX5 1.89845717 60.0880779 31.6462727 

ENSG00000089053.12_ANAPC5 ANAPC5 1.26570412 4117.51201 3253.13735 

ENSG00000138381.9_ASNSD1 ASNSD1 1.28604582 1150.472 894.578648 

ENSG00000130707.17_ASS1 ASS1 0.7117209 5407.03024 7597.12568 

ENSG00000185344.13_ATP6V0A2 ATP6V0A2 1.36602151 1123.46019 822.429609 

ENSG00000112175.7_BMP5 BMP5 0.10741785 6.47985074 60.4068734 

ENSG00000169925.16_BRD3 BRD3 0.67281109 482.752614 717.520708 

ENSG00000222047.8_C10orf55 C10orf55 5.12111077 13.4657454 2.62141064 

ENSG00000130921.7_C12orf65 C12orf65 1.37182826 348.412929 253.974365 

ENSG00000166780.10_C16orf45 C16orf45 0.44574955 16.8846996 37.8917764 

ENSG00000171159.4_C9orf16 C9orf16 0.77495741 760.544009 981.403947 

ENSG00000138172.10_CALHM2 CALHM2 0.74586442 407.388669 546.200082 

ENSG00000215126.10_CBWD7 CBWD7 1.4561527 376.25693 258.387989 

ENSG00000141582.14_CBX4 CBX4 0.81318377 1440.22829 1771.10047 

ENSG00000152492.13_CCDC50 CCDC50 1.14607294 954.450862 832.799872 

ENSG00000177697.17_CD151 CD151 0.83790282 1454.73327 1736.16183 

ENSG00000026508.16_CD44 CD44 1.60374622 367.7447 229.299784 

ENSG00000113240.12_CLK4 CLK4 0.76318524 249.00351 326.271872 

ENSG00000106789.12_CORO2A CORO2A 0.58123434 153.519627 264.134109 

ENSG00000182809.10_CRIP2 CRIP2 0.64638241 1249.48546 1933.0492 

ENSG00000164796.17_CSMD3 CSMD3 0.05815388 5.5065426 94.8511332 

ENSG00000267383.6_CTC-260E6.6 CTC-260E6.6 0.08021325 4.02657579 50.3130523 

ENSG00000159348.12_CYB5R1 CYB5R1 1.26504676 464.747235 367.373445 

ENSG00000138061.11_CYP1B1 CYP1B1 2.03521412 4542.21138 2231.80499 

ENSG00000135905.18_DOCK10 DOCK10 0.52948136 78.5460784 148.354201 

ENSG00000175920.15_DOK7 DOK7 0.42106632 203.141504 482.459135 
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ENSG00000114346.13_ECT2 ECT2 0.86848751 2979.52625 3430.7086 

ENSG00000179388.8_EGR3 EGR3 0.50483959 696.370524 1379.39951 

ENSG00000111674.8_ENO2 ENO2 0.60903478 101.627476 166.872878 

ENSG00000149485.16_FADS1 FADS1 0.74096045 1417.85478 1913.53989 

ENSG00000134824.13_FADS2 FADS2 0.7330146 263.418647 359.36708 

ENSG00000113194.12_FAF2 FAF2 0.84207742 1821.13613 2162.67253 

ENSG00000158169.11_FANCC FANCC 0.77637841 339.571314 437.381493 

ENSG00000083857.13_FAT1 FAT1 1.33831469 1438.18836 1074.62392 

ENSG00000066926.10_FECH FECH 1.2771789 1972.00678 1544.03115 

ENSG00000137312.14_FLOT1 FLOT1 0.79293394 571.679663 720.970186 

ENSG00000089597.16_GANAB GANAB 0.87784687 5329.10864 6070.65999 

ENSG00000167741.10_GGT6 GGT6 0.69460666 123.95715 178.461007 

ENSG00000167110.16_GOLGA2 GOLGA2 0.78456959 1508.93771 1923.2709 

ENSG00000174428.16_GTF2IRD2B GTF2IRD2B 1.33031028 327.511648 246.189442 

ENSG00000152402.10_GUCY1A2 GUCY1A2 0.19638302 56.1938321 286.184974 

ENSG00000127946.16_HIP1 HIP1 0.73944644 682.048699 922.380946 

ENSG00000274290.2_HIST1H2BE HIST1H2BE 0.86634855 2072.6827 2392.43665 

ENSG00000278272.1_HIST1H3C HIST1H3C 0.7698528 1264.63458 1642.6996 

ENSG00000072571.19_HMMR HMMR 0.76500656 970.038365 1268.01621 

ENSG00000166033.11_HTRA1 HTRA1 1.39751358 457.037414 327.033272 

ENSG00000162729.13_IGSF8 IGSF8 0.64887118 97.3368888 150.014986 

ENSG00000043143.20_JADE2 JADE2 0.78393134 1127.36407 1438.09307 

ENSG00000008083.13_JARID2 JARID2 0.77596048 857.852262 1105.53892 

ENSG00000124249.6_KCNK15 KCNK15 1.52040822 605.181362 398.035309 

ENSG00000235750.9_KIAA0040 KIAA0040 0.73786841 513.97479 696.570559 

ENSG00000164976.8_KIAA1161 KIAA1161 0.77220294 362.924351 469.988665 

ENSG00000137177.18_KIF13A KIF13A 1.2893646 1012.41577 785.20294 

ENSG00000118922.16_KLF12 KLF12 0.38026431 48.7405547 128.191764 

ENSG00000148346.11_LCN2 LCN2 2.53337343 527.71787 208.300335 

ENSG00000050405.13_LIMA1 LIMA1 1.28877231 1054.60852 818.302523 

ENSG00000204054.12_LINC00963 LINC00963 0.70966045 405.566694 571.498101 

ENSG00000165379.13_LRFN5 LRFN5 0.03150821 0.77586043 24.93145 

ENSG00000185022.11_MAFF MAFF 0.61504736 65.8513169 107.073326 

ENSG00000155254.12_MARVELD1 MARVELD1 1.18016317 1013.52816 858.801889 

ENSG00000147316.12_MCPH1 MCPH1 1.39966789 484.068226 345.842205 

ENSG00000169519.20_METTL15 METTL15 0.64526724 230.2598 356.849583 

ENSG00000147324.10_MFHAS1 MFHAS1 1.44830616 773.327207 533.94976 

ENSG00000122140.10_MRPS2 MRPS2 0.8196395 1388.76899 1694.36781 

ENSG00000179820.15_MYADM MYADM 0.69449463 584.346416 841.402438 
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ENSG00000119408.16_NEK6 NEK6 0.80853866 439.860906 544.022001 

ENSG00000166881.9_NEMP1 NEMP1 0.81836595 1172.54008 1432.78432 

ENSG00000103226.17_NOMO3 NOMO3 1.18760082 1732.84841 1459.1153 

ENSG00000172818.9_OVOL1 OVOL1 0.74724374 356.863134 477.575979 

ENSG00000129116.17_PALLD PALLD 1.5660706 295.499734 188.685027 

ENSG00000173599.13_PC PC 0.73627788 383.688947 521.123333 

ENSG00000197724.10_PHF2 PHF2 0.77465812 767.798135 991.147412 

ENSG00000150867.13_PIP4K2A PIP4K2A 1.33736153 967.011169 723.071342 

ENSG00000122861.15_PLAU PLAU 4.98952241 45.6199133 9.13514649 

ENSG00000008323.15_PLEKHG6 PLEKHG6 0.60223405 71.9035779 119.401344 

ENSG00000176903.4_PNMA1 PNMA1 1.28105097 1287.42865 1004.97628 

ENSG00000143847.15_PPFIA4 PPFIA4 0.5356128 195.934004 365.821447 

ENSG00000170836.11_PPM1D PPM1D 1.25669647 4621.70181 3677.65753 

ENSG00000204569.9_PPP1R10 PPP1R10 0.82624765 1541.07569 1865.15196 

ENSG00000117360.12_PRPF3 PRPF3 0.82032808 2212.52622 2697.12577 

ENSG00000052344.15_PRSS8 PRSS8 0.79647604 653.113383 820.006362 

ENSG00000169403.11_PTAFR PTAFR 0.49423018 45.9088715 92.8998903 

ENSG00000185920.15_PTCH1 PTCH1 0.53596037 77.9906707 145.5244 

ENSG00000081237.18_PTPRC PTPRC 0.00982032 0.28253816 29.77907 

ENSG00000206418.3_RAB12 RAB12 1.26420849 1667.42145 1318.9429 

ENSG00000129667.12_RHBDF2 RHBDF2 1.47297545 696.93867 473.147018 

ENSG00000173456.4_RNF26 RNF26 0.79441878 357.500461 450.017707 

ENSG00000205625.2_RP11-15G8.1 RP11-15G8.1 18.4277969 14.6663248 0.78642319 

ENSG00000249196.6_RP11-669N7.2 RP11-669N7.2 0.4271534 14.5622111 34.1047022 

ENSG00000185088.13_RPS27L RPS27L 1.66595936 1473.00198 884.172417 

ENSG00000048392.11_RRM2B RRM2B 1.23424341 1658.85244 1344.02184 

ENSG00000114993.15_RTKN RTKN 0.80887014 712.266911 880.572522 

ENSG00000189171.14_S100A13 S100A13 0.74993696 538.898639 718.595251 

ENSG00000143556.8_S100A7 S100A7 0.17180728 19.8464568 115.564011 

ENSG00000006747.14_SCIN SCIN 4.18078485 79.1596505 18.9265522 

ENSG00000121064.12_SCPEP1 SCPEP1 1.3981857 499.69272 357.383671 

ENSG00000143416.20_SELENBP1 SELENBP1 0.70957503 913.117499 1286.85531 

ENSG00000184702.17_SEPT5 SEPT5 0.68493375 113.203487 165.28115 

ENSG00000167565.12_SERTAD3 SERTAD3 0.72727226 425.779393 585.450792 

ENSG00000107819.13_SFXN3 SFXN3 0.60632806 784.883292 1294.49268 

ENSG00000127990.15_SGCE SGCE 0.10323218 3.54149712 34.3930053 

ENSG00000104205.12_SGK3 SGK3 1.32061184 1333.70832 1009.91455 

ENSG00000198964.13_SGMS1 SGMS1 1.20208163 984.582363 819.062796 

ENSG00000125089.16_SH3TC1 SH3TC1 0.57933813 113.087573 195.20859 
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ENSG00000110660.14_SLC35F2 SLC35F2 1.15706903 1092.44117 944.143847 

ENSG00000139508.14_SLC46A3 SLC46A3 1.32080049 347.721447 263.263258 

ENSG00000151012.13_SLC7A11 SLC7A11 1.58922754 1012.82608 637.303443 

ENSG00000187678.8_SPRY4 SPRY4 0.43179501 92.0919399 213.290149 

ENSG00000124193.14_SRSF6 SRSF6 1.09994697 4046.04369 3678.39796 

ENSG00000196182.10_STK40 STK40 0.82491062 649.058645 786.825114 

ENSG00000141556.20_TBCD TBCD 0.7989044 1262.23399 1579.95876 

ENSG00000196781.13_TLE1 TLE1 0.74115633 732.479151 988.29587 

ENSG00000041982.15_TNC TNC 3.48046778 20.7118857 5.94376455 

ENSG00000181634.7_TNFSF15 TNFSF15 3.00495745 79.8558643 26.568035 

ENSG00000155313.15_USP25 USP25 1.19265123 760.782137 637.889933 

ENSG00000111962.7_UST UST 1.28097825 522.639231 407.997889 

ENSG00000154767.14_XPC XPC 1.26905608 2030.24257 1599.80312 

ENSG00000171448.8_ZBTB26 ZBTB26 0.68302786 164.198156 240.40209 

ENSG00000160445.10_ZER1 ZER1 0.7685277 842.950821 1096.84158 

ENSG00000081386.12_ZNF510 ZNF510 0.7167097 267.758297 373.597747 

ENSG00000198131.13_ZNF544 ZNF544 1.20613347 912.942097 756.914601 

ENSG00000132003.9_ZSWIM4 ZSWIM4 0.47727561 66.2716556 138.865012 
  

RealFC C1Mean C2Mean 
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A B S T R A C T

Multicellular Tumor Spheroids culture (MCTS) is an in vitro model mimicking the characteristics of the tumor
microenvironment, such as hypoxia and acidosis, resulting in the presence of both proliferating and quiescent
cell populations. lncRNA's is a novel group of regulatory molecules that participates in the acquisition of tu-
morigenic phenotypes. In the present work we evaluated the oncogenic association of an uncharacterized
lncRNA (lncRNA-HAL) in the tumorigenic phenotype induced by the MCTS microenvironment. We measured
lncRNA-HAL expression level in MCF-7-MCTS populations and under different hypoxic conditions by RT-qPCR.
Afterwards, we silenced lncRNA-HAL expression by shRNAs and evaluated its effect in MCF-7 transcriptome (by
RNAseq) and validated the modified cellular processes by proliferation, migration, and stem cells assays. Finally,
we analyzed which proteins interacts with lncRNA-HAL by ChIRP assay, to propose a possible molecular me-
chanism for this lncRNA.

We found that lncRNA-HAL is overexpressed in the internal quiescent populations (p27 positive populations)
of MCF-7-MCTS, mainly in the quiescent stem cell population, being hypoxia one of the microenvironmental
cues responsible of its overexpression. Transcriptome analysis of lncRNA-HAL knockdown MCF7 cells revealed
that lncRNA-HAL effect is associated with proliferation, migration and cell survival mechanisms; moreover,
lncRNA-HAL silencing increased cell proliferation and impaired cancer stem cell proportion and function, re-
sulting in decreased tumor grafting in vivo. In addition, we found that this lncRNA was overexpressed in triple-
negative breast cancer patients. Analysis by ChIRP assay showed that this nuclear lncRNA binds to histones and
hnRNPs suggesting a participation at the chromatin level and transcriptional regulation. The results obtained in
the present work suggest that the function of lncRNA-HAL is associated with quiescent stem cell populations,
which in turn is relevant due to its implications in cancer cell survival and resistance against treatment in vivo.
Altogether, our data highlights a new lncRNA whose expression is regulated by the tumor microenvironment and
associated to stemness in breast cancer.

1. Introduction

Breast cancer is a major public health problem worldwide and the
main cause of cancer related deaths in women (15%) [1]. A key process
in cancer progression, involving tumor initiation and progression, is the
acquisition of a tumor microenvironment [2] composed by tumor and
non-tumor cells, the extracellular matrix, and the chemical

environment (pH, oxygen concentration, and metabolites) [3]. The
model of multicellular tumor spheroids (MCTS) resembles several as-
pects of an in vivo tumor microenvironment since MCTS growth can
reach a diameter of ≥300um and develop several traits common to the
tumor microenvironment, such as hypoxia, acidosis and nutrient gra-
dient [4]. MTCS also develop a high degree of cellular heterogeneity
characterized by an external population of proliferating cells, an
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intermediate population of quiescent cells and an internal population of
cells undergoing apoptosis and necrosis. Due to these characteristics,
MCTS constitutes a suitable model in the analysis of the micro-
environmental cues affecting the acquisition of aggressive traits such as
enhanced migration, invasion, resistance to stress conditions, and stem
cell phenotype [5].

Long non-coding RNAs (lncRNAs) are transcripts (≥200 nucleotides
in length) lacking protein coding potential. lncRNAs are mainly tran-
scribed by RNA polymerase II and, like mRNAs, are subjected to 5′
capping, 3′ polyadenylation, and alternative splicing [6]. These RNAs
have been shown to play a pivotal role in every regulation step of gene
expression, including the modulation of chromatin architecture, tran-
scriptional and post-transcriptional regulation, and RNA processing [7].

The role of several lncRNAs has been recently explored in cancer,
showing that these molecules are important regulators of the tumori-
genic phenotype since they participate in the acquisition of cancer
hallmark characteristics [8]. It has also been demonstrated that some
lncRNAs are part of the molecular mechanisms responsible for the
phenotypic cell behavior elicited by microenvironmental stimuli. For
example, Choudhry et al. (2014) observed that several lncRNAs are
upregulated under hypoxia in MCF7 cells, suggesting that the cellular
response to the tumor microenvironment is regulated by complex mo-
lecular networks [9]. Similar results have been found for individual
microenvironmental stimulus, such as hypoxia [10], acidotic activation
of Akt [11], interaction with tumor derived Col1 ECM component [12],
and the modulation of immune cells by tumor cells [13]. Interestingly,
it has been shown that lncRNAs can also regulate additional key cancer
processes such as stemness. Wang Sun et al. reported that lncRNA-DILC
participates in the acquisition of a stem cell phenotype in hepatocellular
carcinoma-derived spheroids [14]. Nevertheless, there are few reports
demonstrating a stem-regulating role for lncRNA in breast cancer tu-
mors [15].

We previously reported that several lncRNAs were regulated in
breast cancer-derived MCTS, suggesting an important role of these
molecules in MCTS phenotype [16]. Since there is paucity on the role of
lncRNAs in microenvironment regulation and on the functional im-
plication of these lncRNAs in breast cells tumorigenic phenotype, we
sought to evaluate the role of the MCTS-associated lncRNA-HAL in the
aggressiveness traits of breast cancer cells.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture and transfection

MCF7 cells were cultured using RPMI 1640 (Cellgro, no. cat. 10-
040, MA, USA) with 5% FBS in standard culture conditions. MDA-MB-
231 cells were cultured using DMEM (Cellgro, no. cat. 10–013, MA,
USA) with 10% FBS in standard culture conditions. The growth curves
of MCF7 cells in 2D (monolayer) were performed by seeding
5× 104cells in 35mm petri dishes followed by cell counting every day.

For MCTS cultures, 2× 106 MCF7 cells were seeded as suspension
cultures on T-12.5 flasks with Leibovitz's L-15 media (Cellgro no. cat.
10-045-CV, MA, USA) and incubated with 60 rpm orbital agitation at
37 °C. Every two days media was changed, and the amorphous ag-
gregates were removed. MCTS growth curve were done by retrieving 30
spheroids every day and measuring their diameters by means of an
inverted Microscope Axio Scope A1 and AxioVision software version
4.8.2.0 software (Carl Zeiss, Jena, Germany).

2.2. lncRNA-HAL silencing

Two shRNAs for lncRNA-HAL were designed using the e-RNAi al-
gorithm [17]. The selected sequences are shown in Supplementary
Table 1. The oligonucleotides were then aligned in a thermal cycler
(95 °C for 30 seg, 72 °C for 2min, 37 °C for 2min and 25 °C for 2min).
The aligned oligonucleotides were cloned in pSIREN-RetroQ vector

(Clontech, CA, USA) previously digested with BamHI and EcoRI.
Plasmid transfection was done using X-Fect transfection reagent (Cat.
631,317 Clontech laboratories, CA, USA) as indicated by the manu-
facturer. Stable transfections were selected using puromycin at 0.6 μg/
mL for 7 days. We then select clones with the lowest lncRNA-HAL ex-
pression. Three clones for each lncRNA were selected and pooled cell
lines are hereafter named shlncRNA-HAL1 and shlncRNA-HAL2.

2.3. Real time PCR (RT-qPCR)

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Cat. 15596026,
Thermo, MA, USA), and cDNA synthesized was performed with 1 μg of
total RNA using the High Capacity cDNA Reverse transcription kit,
Thermo (4,368,813, MA, USA) following manufacturer's instruction.
The PCR Primers used are shown in Supplementary Table 1. After an
initial denaturation step at 95 °C for 5min, we performed 40 cycles of
95 °C for 15 s, and 60 °C for 1min, using the SYBR Select Master Mix,
Thermo (Cat 4472, MA, USA).

2.4. Hypoxia, acidosis and serum deprivation conditions

For hypoxic conditions MCF7 cells were seeded at 70% confluence
and were transferred to a Bactrox hypoxia chamber, 13.7 Cu.Ft. 388 L
(Chel Lab, OR, USA), with oxygen levels adjusted to 1%, 0.5% and 0.1%
during 24 h. For the hypoxia survival assays, 10,000 MCF7 cells
(shlncRNA-HAL and shLuc) were seeded in 96-well plates and after 24 h
under the three different hypoxic conditions used, cell viability was
analyzed using the MTS assay (Cell titer 96 Aqueous Non-radioactive
cell proliferation assay (G5430, Promega, WI, USA)) following manu-
facturer's instructions. For 2-Methoxy-estradiol HIF-1 inhibition assay,
we added 2-methoxy-estradiol at 5uM and 10uM final concentration
just prior incubation under 0.1%O2 hypoxia for 24 h.

For acidosis assays RPMI 1640 medium was buffered with HEPES
(35mM) and the pH adjusted to 7.4, 6.9, 6.7 and 6.5 with HCl. Cells
were seeded at 70% of confluence and incubated with the acidotic
media for 24 h. Serum deprivation survival assay were performed with
5000 MCF7 cells (shHAL and shLuc) were seeded in 96 well plates and
24 h later culture media was changed for RPMI 1640 without FBS and
phenol red. Cultures were maintained during 5 and 7 days, renewing
culture media every 2 days.

2.5. Flow cytometry immunophenotype assay

For CD44/CD24 immunophenotype analysis, MCF7 cells cultured in
monolayer were trypisinized and counted. 1×106 cells were stained
with anti-CD44-FITC (1:10) (130-095-195) (Miltenyi Biotec, Cologne,
Germany) and anti-CD24-PE (1:5) (555428) (Miltenyi Biotec, Cologne,
Germany) for 30min. After staining, 5× 104 events were analyzed in
FACS Aria cytometer (Becton Dickinson, CA, EUA). For FACS separation
of CD44+/CD24− and CD44−/CD24+ populations, MCTS were dis-
aggregated and cells were stained and analyzed as described above.
CD44+/CD24− and CD44−/CD24+ populations were gated and sorted
in separated tubes. The Ki67/p27 analysis was performed as indicated
previously [4]. Separation of spheroids different populations was done
by cell sorting using a FACSaria Cytometer. After cell sorting different
populations were collected by centrifugation and RNA was extracted.
Gene expression spheroid different populations was done as described
in previous sections.

2.6. Microdissection of internal and external layers of spheroids

Twenty-day culture spheroids washed in PBS and fixed with 4%
paraformaldehyde were embedded in paraffin. To separate the main
proliferative layer (Ki67+ cells), spheroids sizing 350–420 μm in dia-
meter were circularly sectioned at 45–50 μm from the edge by laser
microdissection (P.A.L.M. Microlaser. Carl Zeiss MicroImaging.
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Bernreid, Germany, GmbH). Settings used for laser cutting were: Speed
of 20, Energy of 68 and Focus of 83. Outside spheroid layer was cut
under a 10× objective [18]. Outer layers from eighty microdissected
spheroids were scraped by means of a 27G needle and material was
collected into 500-μl of RNALater solution (Ambion, Austin, TX), the
same procedure was followed for inner layers (Fig. A photo-
micrography).

2.7. RNA-seq transcriptome analysis

Five million cells were used for RNA extraction using Trizol as in-
dicated by manufacturer (Cat. 15596026, Thermo, MA, USA).
Ribosomal RNA was removed with the Ribo-Zero rRNA Removal Kit
following manufacturer's instructions (Cat MRZH116, Illumina, CA,
USA). cDNA libraries were constructed using the TruSeq Stranded total
RNA library prep kit following manufacturer's instructions (RS-122-
2201, Illumina, CA, USA), quantified by fluorometry (Qubit fluo-
rometer, Invitrogen) and sequenced in a NextSeq 500 (Illumina, CA,
USA). After cleaning the reads, RNA-seq data were mapped to human
genome using Star aligner [19]. Empirical analysis of differential gene
expression was calculated using EdgeR algorithm [20]. Causal network
analysis and biological process analysis was done using the Ingenuity
Pathway Analysis (IPA) [21].

2.8. Cell cycle and TUNEL analysis

For cell cycle and TUNEL assays, lncRNA-HAL-silenced and shLuc
MCF7 cells were grown for 96 h in monolayer cultures. Cells were then
trypisinized and simultaneous propidium iodide and TUNEL stain was
done using the APO-BrdU TUNEL Assay kit (A23210, Thermo, MA,
USA) following manufacturer's instructions in a FACSaria cytometer
(BD, CA, EUA). Obtained Data was analyzed with ModFit software for
cell cycle profile and with FlowJo for TUNEL analysis.

2.9. Migration and fluorescent gelatin degradation assay

Migration analysis was done using a modified Boyden chamber
assay. Briefly, 24 h before the assay, cells were deprived of serum and
phenol red and 3.5×104 cells were seeded inside each transwell insert
(transwell 0.8 μM pore, 3422, Corning, NY, USA) with RPMI 1640
without SFB. The lower chamber contained RPMI 1640 with 15% FBS.
Migration system was cultured for 24 h, cells in the upper chamber
were detached, while cells in the lower chamber were fixed with 4%
PFA and stained with crystal violet, finally, migrated cells were counted
in a stereoscopic microscope. Fluorescent gelatin degradation assay, we
performed following experimental procedure described previously [4].

2.10. Soft agar clonogenicity assay

Colony forming assay was done as described previously [22].
Briefly, 5000 lncRNA-HAL-silenced MCF7 cells were seeded in DMEM
medium containing 0.3% low melting point (LMP) agarose; the mixture
was placed in a 6 well plate with DMEM containing 0.5% LMP agarose.
After 28 days of culture, colonies were stained with 1mL of 0.1%
crystal violet and counted using ImageJ Software.

2.11. Mammospheres formation assay

For clonogenic spheroid assays, 2× 104 cells were seeded in non-
adherent suspension culture flasks using Mammocult medium (Cat
05620, StemCell Technologies, BC, Canada) supplemented with
0.48μg/ml hydrocortisone and 4μg/ml of heparin. Spheroids diameter
was measured every day and after 7 days of culture they were counted
using a stereoscopic microscope.

2.12. lncRNA-HAL expression in breast cancer samples

RNASeq data were obtained from SRA (GEO Project GSE58135)
[23]. Briefly, fastq files from 56 normal and 84 tumoral samples (42
estrogen-positive and 42 triple-negative samples) were cleaned and
aligned to the GRCh38 human genome assembly using the STAR al-
gorithm [19]. Raw data were then normalized, quantified and assessed
for differential expression using RSEM/EBSeq [24,25].

2.13. Zebra fish husbandry and xenotransplants assays

Wild Type AB zebrafish were bred and maintained in standard
conditions (Temperature, 28.5 °C; PH 7.2–7.4; 12 h on and 12 h off light
cycle). Fertilized eggs were obtained by natural crosses and two days'
post-fertilization (dpf) embryos were dechorionated and anesthetized
with tricaine (MS-222; Sigma, Mexico). MCF7-Luc, MCF7-ShRNA-HAL-
1 and MCF7-ShRNA-HAL-2 cells were harvested at a concentration of
5× 107 cells/ml. This mixture was loaded into a borosilicate glass
needle pulled by a Flaming/Brown micropipette puller. A 5–10 nano-
liter suspension containing 200, 300 or 500 cells was implanted into
each zebrafish embryo through the yolk space in a single injection using
an electronically regulated air-pressure microinjector. After injection,
zebrafish were washed once and maintained at 34 °C. Embryos were
monitored for five days post injection (dpi) for tumor formation and
documented. The proportion of individuals that formed tumors in each
group was related to the tumorigenic capacity of the injected cells.
Statistical analysis was done using ELDA software [26]. This study has
been approved by the Ethics Committee of the Instituto Nacional de
Medicina Genomica, (México) No. CEI 2014/24. All procedures per-
formed on animals followed INMEGEN's approved protocols for the
laboratory use of zebrafish (Danio rerio) (09/2015/I).

2.14. ChIRP assay

ChIRP experiments was done as described previously [27]. Briefly,
28 biotinylated probes were designed targeting lncRNA-HAL, one probe
for every 100 nt and two probes targeting HPRT mRNA (Sup Table 3).
Probes targeting lncRNA-HAL were split into odd and pair pools. Eighty
million cells were harvested for lncRNA-HAL and HPRT ChIRP, lysed
and sonicated in a Vibracell sonicator (Sonics and materials, CT, USA)
for 1 h at a 70% amplitude. lncRNA-HAL and its interacting proteins
were precipitated using MyOne Streptavidin Magnetic Beads (In-
vitrogen, Ca, USA). RNA was isolated using Trizol, and proteins were
eluted by boiling the samples in 1× laemmli buffer by 15min. lncRNA-
HAL isolation was validated by RT-qPCR analysis, and proteins were
run in a silver-stained SDS-PAGE stained and subjected to Mass Spec-
troscopy. From the list of identified proteins, we discarded those pre-
sent in negative controls, and selected only proteins present in all the
lncRNA-HAL ChIRP experiments with both probe sets.

2.15. Key resources table

Resource Source Identifier

MCF-7, T47D, MDA-MB-453
Breast cancer c-

ell lines
ATCC STR genetic profile, to verify the authenticity of

the human cell lines

3. Results

3.1. LncRNA-HAL is regulated by MCTS microenvironmental conditions

Breast cancer cells grown as spheroids in 3D provide a hostile mi-
croenvironment leading to increased tumorigenic features [28]. We
have recently reported that MCF7 spheroids exhibit a non-coding
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Fig. 1. lncRNA-HAL expression analysis in different environmental conditions. A) Graphic representation of the genomic localization of lncRNA-HAL within the first
intron of the MNT gene. The localization of H3K4me3, H3K36me3 and H3K27me3 marks are depicted, supporting an independent expression pattern of lncAC0064.
B) Growth curve of MCF7 multicellular spheroids; scale bar corresponds to 200 μm. C) Analysis of lncRNA-HAL expression during the growth of MCF7 spheroids
using RT-qPCR; one-way ANOVA test *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. D) Relative expression of lncRNA-HAL in MCF7 cells cultured with different hypoxia levels; one-way
ANOVA, *p≤ 0.005, **p≤ 0.01. E) Analysis of lncRNA-HAL and three HIF-1 target genes in MCF-7 cells under severe hypoxic conditions in the presence of a
pharmacological HIF inhibitor (2-methoxy-estradiol). Two-way ANOVA, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. F) Analysis of lncRNA-HAL expression in MCF7 cells subjected to
different pH values; one-way ANOVA.
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expression profile that is profoundly altered compared to monolayer
cultures [4,16]. In the present work we focused on one non-coding
RNA, lncRNA-HAL, which is regulated in three consecutive time points
and displays a fold change>2. Since lncRNA-HAL expression level
increased during MCTS growth, we hypothesized its potential im-
plication in the tumorigenic phenotype changes observed in MCTS [28].

In-silico-analysis revealed that lncRNA-HAL is an intronic lncRNA
located in the MAX Network Transcriptional repressor (MNT) gene
(Fig. 1A; NONHSAT144953.1, NONCODE accession number) [29]. As
expected from a transcriptional unit, we found specific upstream loca-
tions of active chromatin marks, i.e. H3K4me3 found in promoters,
H3K36me3 in the gene body and H3K27me3, also found in promoters,

in MCF7 derived MTCS obtained from ChIP-seq data from the Bernstein
laboratory (Broad institute) [30]; these were independent from those in
the MNT gene and (Fig. 1A). NONCODE and Annolnc databases re-
vealed that this transcript is expressed mainly in testes, placental and
adrenal normal tissues [21], lung squamous cell carcinoma, multiple
myeloma and, more interesting, in breast invasive carcinoma [31].

As a first step, we validated the expression changes found previously
[4,16] by growing MCF7 as MCTS cultures for 20 days, reaching a
diameter of 450 μm (Fig. 1B). These MCTS were selected after 6, 10,
and 20 days of culture, showing that the expression level of lncRNA-
HAL is increased significantly at later stages of spheroid growth (10 and
20 days of culture) (Fig. 1C), in which a clear zonal heterogeneity had

Fig. 2. Expression of lncRNA-HAL in different regions and cell populations of MCF7 spheroids. A) Ki67 and p27 dot plot of 20-day spheroid-derived MCF7 cells B)
Expression analysis by RT-qPCR of lncRNA-HAL in different cell populations of MCF7 spheroids, statistical analysis by one-way ANOVA, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. C)
FFPE sections of spheroids used for laser microdissection; the middle and right panels show the sections isolated from spheroids, internal (*) and external (+). D)
Relative expression of lncRNA-HAL in the inner and outer sections of 20 days MCF7 spheroids. E) Expression analysis of lncRNA-HAL, and three CSC marker genes
(Oct4, Sox2 and Nanog) in CD44+/CD24− and CD44−/CD24+ populations of MCTS.
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been established due to hypoxic conditions (Supplementary Fig. 1A).
This suggested that lncRNA-HAL could be regulated by hypoxia and/or
acidosis conditions present in these stages [5,32]. To determine if hy-
poxia could be responsible for the increased lncRNA-HAL expression in
MCTS, first we analyzed the lncRNA-HAL promoter for hypoxia re-
sponse elements (HRE's), including ARNT binding sites (ARNT is also
known as HIF-1β); using PROMO software, we found three highly sig-
nificant HRE's in the lncRNA-HAL promoter (Supplementary Fig. 1B)
[33]. Afterwards, we incubated MCF7 and MDA-MB-231 cells (which
have a lower basal lncRNA-HAL expression, Supplementary Fig. 2A)
under hypoxic conditions (1%, 0.5%, and 0.1% O2), and compared the
expression of lncRNA-HAL with a normoxic control (atmospheric [O2])
by RT-qPCR. We found that lncRNA-HAL expression was increased in
all the evaluated hypoxic conditions (Fig. 1D, Supplementary Fig. 1C).
The hypoxic increase in lncRNA-HAL expression was validating using
BT20 small normoxic spheroids and HeLa large normoxic spheroids, we
only observed an increase in lncRNA-HAL expression in hypoxic HeLa
spheroids (data not shown). To evaluate if the increased expression of
lncRNA-HAL under hypoxic conditions was mediated by HIF-1, we
cultured MCF-7 cells under severe hypoxia (0.1% O2) and added a
pharmacological inhibitor of HIF (2-methoxy-estradiol) [34,35]. As
expected, we found a decrease in the expression of three HIF-1 target
genes, in particular HK2 and ABCB1 (Fig. 1E). Interestingly, lncRNA-
HAL showed sensitivity to the used doses of 2-methoxy-estradiol
(Fig. 1E) but without a dose-response effect, suggesting that although
lncRNA-HAL is regulated by HIF-1, additional hypoxia-responsive
transcription factors could be involved [36].

Since hypoxia also induces acidification of the culture media, de-
rived from the acidotic environment due to MCTS culture, we evaluated
if acidosis could also increase the expression of lncRNA-HAL. We cul-
tured MCF7 cells in MCTS in RPMI-1640 with pH values resembling the
acidosis level commonly observed in vivo (pH 6.5, 6.7, and 6.9) [37].
However, the expression of lncRNA-HAL was not modified in any of the
tested conditions (Fig. 1F).

3.2. The expression of lncRNA-HAL is mainly observed in quiescent p27+

cell populations in MCTS

MCTS are composed by different cancer-cell populations (pro-
liferative, quiescent, and necrotic). We and others have previously
observed that these populations can be distinguished based in the ex-
pression of proliferative and quiescence markers such as Ki67 and p27
[4,38]. To evaluate if the expression of lncRNA-HAL is restricted to a
specific population, we used flow cytometry to separate 20 days MCTS
cells based on the expression of Ki67 and p27. We observed, as pre-
viously reported, that 20 days MCTS were composed of four popula-
tions: a Ki67+/p27− proliferative population which is the less abun-
dant (3%), a15% of Ki67−/p27+ G0-quiescent population [39–41], a
33% of Ki67+/p27+ population which is entering into quiescence [42],
and a 44% of Ki67−/p27− quiescent population preparing to enter
again into G1; this is the most abundant population in 3D cultures
(Fig. 2A) [4]. Interestingly, the expression of lncRNA-HAL was higher in
the transition to quiescence and quiescent cell populations (Fig. 2B).
These results showed that both quiescence and lncRNA-HAL expression
are induced after 3D cell growth giving rise to hypoxic conditions.
Several examples of hypoxia-induced promotion of a dedifferentiated
phenotype have been reported in breast cancer [43].

Due to the spatial arrangement of the quiescent/hypoxic popula-
tions within the intermediate layer of the MCTS, we decided to confirm
if lncRNA-HAL is preferably expressed in this layer. We microdissected
the external (50 μm) and internal layers (400 μm) of the MCTS
(Fig. 2C), finding a higher expression of lncRNA-HAL in the inner
fraction of the MCTS (Fig. 2D).

Finally, as we observed that lncRNA-HAL was expressed in the in-
ternal quiescent population of MCTS, we evaluated if this lncRNA could
also be present in the CSC population of MCTS. After separation of the

CD44+/CD24− (CSC) and CD44−/CD24+ (non-CSC) populations from
20-day MCTS by FACS [22], we found that lncRNA-HAL expression was
higher in the CD44+/CD24- population, a behavior similar to that of
the stem-related Nanog mRNA (Fig. 2E). These results suggest that
lncRNA-HAL could be expressed mainly in a CSC-quiescent population
of MCTS.

3.3. lncRNA-HAL modifies the expression of genes implicated in
proliferation and cell cycle progression

To study the biological processes modulated by lncRNA-HAL we
performed knock-down analyses in MCF7 cells followed by RNA-seq
assays. We designed and cloned two shRNAs targeting lncRNA-HAL
(shlncRNA-HAL-1 and shlncRNA-HAL-2) and generated stable trans-
fectants for each shRNA. We silenced ~50% of lncRNA-HAL expression
with each shRNA when compared against the control (shLuc)
(Supplementary Fig. 2B). lncRNA-HAL knockdown changed the ex-
pression of 131 genes (a heat map is shown in Fig. 3A), where 83 genes
decreased and 48 increased their expression (Fig. 3B upper panel); the
complete list of deregulated genes is shown in supplementary Table 1.
Interestingly, 5 of the downregulated mRNAs after lncRNA-HAL
knockdown in MCF-7 cell monolayer were also upregulated in MCTS,
which exhibited high expression level of lncRNA-HAL (Fig. 3B, lower
panel), suggesting that lncRNA-HAL could be a regulator of these genes.
Interestingly, these 5 mRNAs were associated with the IFNγ and TGFβ1
signaling pathways when analyzed by Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) (Supplementary Fig. 3).

In Fig. 3C, we show the top ten up and downregulated genes in
shlncRNA-HAL/MCF7 cells. Twelve of these genes are associated with
breast cancer (Supplementary Table 2). Interestingly, four of the dys-
regulated genes were non-coding (nc) RNAs, suggesting the participa-
tion of coding and non-coding genes in the cellular functions of lncRNA-
HAL (Fig. 3C, lower panel). To validate the obtained RNA-seq data, we
selected a group of 7 top upregulated and 5 top downregulated genes
and analyzed their expression in shLncRNA-HAL-1 and shLncRNA-HAL-
2 cells by RT-qPCR. The validation rate was 100% in both shRNAs
(Fig. 3D and E). We also validated the expression changes of three
ncRNAs (FCh > 2), including (CTC-260E6.6) which has been pre-
viously involved with breast cancer (Fig. 3F) [44]. Since the lncRNA-
HAL gene resides within an intron of the MNT gene, we sought to ex-
clude the effect of lncRNA-HAL knockdown on the expression of the
MNT gene by RT-qPCR analysis, finding that MNT expression was not
compromised (Fig. 3D).

To evaluate the biological relevance of the obtained RNA-seq data,
we used a causal network approach with the Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) tool [21]. This analysis indicated that the lncRNA-HAL
knockdown affected 5 main cellular processes: cellular growth and
proliferation, cell cycle, cellular migration, cell death and survival, and
cellular assembly and organization (Fig. 3G).

3.4. lncRNA-HAL can regulate cell proliferation

The causal network modeled by IPA showed that several genes af-
fected by lncRNA-HAL knockdown are implicated in the regulation of
tumor cell proliferation (Fig. 4A). Interestingly, urokinase-type plas-
minogen activator (PAU), the most upregulated gene, has been strongly
associated with cell proliferation in breast cancer [45]. As shown in
Fig. 4B lncRNA-HAL knockdown induced an increase in cell number
when compared to the shLuc control. This was not due to cell death
differences since we did not find changes in the proportion of apoptotic
cells (Fig. 4C). A cell cycle analysis showed that lncRNA-HAL silencing
increased the proportion of cells in the G2/M phase of the cell cycle
(Fig. 4D). Furthermore, silencing of lncRNA-HAL produced a significant
increment in the size of MCTS at late stages (Fig. 4E–F). These results
suggest that lncRNA-HAL overexpression observed in the p27+ popu-
lation of MCTS could be implicated in the quiescent phenotype of the
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inner layers of the 3D culture.

3.5. lncRNA-HAL regulates the migration/invasion of MCF7 cells

Migration was one of the main cellular processes enriched in the
RNA-seq experiments of lncRNA-HAL knockdown experiments (Fig. 3G).
The network predicted by IPA software indicated that PLAU and TNC
could be involved in the migratory effects of lncRNA-HAL (Fig. 5A). To
evaluate this, we performed a migration assay using 10% Fetal Bovine
Serum as chemoattractant. We found that lncRNA-HAL silencing in-
duced fewer migrating cells when compared with the shLuc control
(Fig. 5B, Supplementary Fig. 5A). We next evaluated the ability for
extracellular matrix (ECM) degradation of these cells using a gelatin
degradation assay. Moreover, we observed that lncRNA-HAL silencing
increased the gelatin degradation capacity of MCF7 cells (Fig. 5C,
Supplementary Fig. 5B).

3.6. lncRNA-HAL reduces cell survival capability under stress

During the late stages of MCTS formation, cells from the inner re-
gion must survive the adverse microenvironmental stimuli, such as low
concentration of nutrients and growth factors, hypoxia, and acidosis.
Based on the cellular process predicted by IPA software, such as cell
death and pro-survival AKT and NF-κβ cascades (Fig. 5D), we hy-
pothesized that lncRNA-HAL could be implicated in the survival me-
chanisms necessary in these microenvironmental conditions. To this
end, we addressed the impact of this lncRNA on the survival capability
of MCF7 cells under growth factor deprivation and hypoxia. As shown
in Fig. 5E, we found that the inhibition of lncRNA-HAL increased the
survival capability of MCF7 cells after 5 days of serum deprivation
(Fig. 5E). To determine if this effect was not limited to serum depri-
vation, we evaluated if lncRNA-HAL silencing could affect the survival
of MCF7 cells under three different hypoxic conditions (1%, 0.5% and
0.1% O2). Interestingly, silencing of lncRNA-HAL increased the survival
of MCF7 cells in all tested hypoxic conditions (Fig. 5F). It has been
previously reported that cancer cells cultured as MCTS can acquire
increased resistance to antitumor drugs (termed multicellular re-
sistance) [46]; therefore, we evaluated the expression of lncRNA-HAL
in MCF7 cell clones resistant to the commonly used antineoplastic
agents Cisplatin, Tamoxifen, Paclitaxel and Doxorubicin. As shown in
Fig. 5G, we did not find any difference in lncRNA-HAL expression in
these resistant cells. Overall, we found that lncRNA-HAL expression in
spheroids was associated with hypoxia and a low proliferation index,
although not with resistance to cell death due to exposure to anti-
neoplastic drugs.

3.7. lncRNA-HAL is implicated in the cancer stem cell phenotype

There is evidence suggesting that Cancer Stem Cells (CSC) are en-
riched within the quiescent MCTS population [47]. Since it is the same
population in which we found increased lncRNA-HAL levels, we eval-
uated if this lncRNA could be implicated in the maintenance of this CSC
population. First, we determined the CSC percentage in lncRNA-HAL-
silenced MCF7 cells using the previously reported CD44+/CD24− im-
munophenotype [48] and observed that lncRNA-HAL silencing caused
an important decrement in the CSC population when compared to the
shLuc control (Fig. 6A). Moreover, we found decreased expression of
stem markers Sox2, Nanog and Aldh1A3 (Fig. 6B upper panel).

However, in MCTS we observed a decreased expression of Nanog and
Aldh1A3, but not Sox2, in response to lncRNA-HAL silencing (Fig. 6B
lower panel).

Then we evaluated if lncRNA-HAL could also be regulating clono-
genic growth, an important characteristic of CSCs, by performing a soft
agar clonogenicity assay; as expected, we found that lncRNA-HAL
knockdown diminished the number of colonies (Fig. 6C). Interestingly,
the colonies found in the shlncRNA-HAL cell lines were bigger than in
the shLuc-derived and untransfected controls, possibly due to increased
proliferation caused by lncRNA-HAL silencing (Fig. 6D).

To corroborate the association of lncRNA-HAL expression with a
stem cell phenotype, we performed a mammospheres/clonogenic
spheroid assay. As shown in Fig. 6E, we found that decreasing lncRNA-
HAL expression resulted in lower number of mammospheres (Fig. 6E).
As expected by the clonogenic experiments, mammospheres formed by
shlncRNA-HAL cell lines were larger than control mammospheres
(Fig. 6F and G).

3.8. Subcellular localization of lncRNA-HAL

To gain insight into the mechanism of lncRNA-HAL function, we
determined its subcellular localization; as show in the Supplementary
Fig. 4, lncRNA-HAL has a cytoplasm-nuclear distribution in MCF7 2D
cultures, although in MCTS cultures we observed an increased presence
of lncRNA-HAL in the nuclear fraction at 6–10 days of culture, re-
maining until day 20.

3.9. lncRNA-HAL regulates tumor growth in vivo

To further corroborate the impact of lncRNA-HAL silencing over the
stem cell phenotype of MCF7 cells, we used a xenotransplant model in
zebra fish (Danio rerio), evaluating three limiting dilutions of 300, 400
and 500 injected cells per fish. As expected, we found that lncRNA-HAL
silencing resulted in decreased number of tumor initiating cells, from 1
CSC per 547 tumor cells in shLuc control line to 1 CSC per 1300 tumor
cells in lncRNA-HAL-silenced cell line (Fig. 7A, B) [26].

3.10. lncRNA-HAL expression is elevated in triple negative breast cancer
tumors

To further support the potential role of lncRNA-HAL in cancer, we
analyzed samples from a previously published cohort of 80 breast
cancer patients [23]. As shown in Fig. 7C and D, lncRNA-HAL levels
were higher in triple negative breast cancer samples in comparison with
normal tissue samples (Fig. 7C and D), suggesting that lncRNA-HAL
could be important for disease progression in breast cancer patients.

3.11. lncRNA-HAL interacts with different RNA binding proteins

To further elucidate the mechanism of action of lncRNA-HAL, we
sought to identify the lncRNA-HAL interacting proteins by a ChIRP
assay [27]. We designed two probe sets aimed to the isolation of the
lncRNA (odd probes and pair probes) and a probe set for isolating HPRT
mRNA (negative control). We found that ChIRP experiments using
lncRNA-HAL targeting probes retrieved approximately 50% of the
input, compared with the 0.8% retrieved by HPRT targeting probes
(Fig. 8A). SDS-PAGE analysis of eluted proteins showed that lncRNA-
HAL could be interacting with several proteins (Supplementary Fig. 6).

Fig. 3. Transcriptome of MCF7 cells after lncRNA-HAL knock-down. A). Heatmap showing the expression profile of the 131 knock-down affected genes. B) Upper
panel shows the number of genes up- and down-regulated by lncRNA-HAL knock-down. Lower panel shows the genes whose expression were modified in 20-day-
spheroids and presented an inverse expression change in the lncRNA-HAL knock-down experiments. C) Fold change of the top ten up- and downregulated mRNAs and
non-coding RNAs. D) Validation by RT-qPCR of 6 upregulated genes; statistical analysis Student's t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. E) Validation by RT-qPCR of 5
downregulated genes, statistical analysis Student's t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. F) Validation by RT-qPCR of three dysregulated ncRNA; statistical analysis Student's
t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. G) IPA-predicted molecular and cellular processes modulated after lncRNA-HAL knock-down.
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Fig. 4. Analysis of the effect of lncRNA-HAL knock-down on MCF7 cells proliferation. A) Molecules predicted to be involved in cell proliferation based on the IPA
algorithm analysis. B) Growth curve in 2D culture of lncRNA-HAL-knock-down MCF7 cells; statistical analysis: two-way ANOVA, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01, ***
p≤ 0.005. C) TUNEL assay of lncRNA-HAL-silenced MCF7 cells grown in standard 2D conditions; statistical analysis Student's t-test, *p≤ 0.005. D) Cell cycle profile
by Propidium iodide staining of lncRNA-HAL knock-down MCF7 cells grown in standard 2D conditions, statistical analysis Student's t-test, *p≤ 0.005. E) Growth
curve of spheroids of lncRNA-HAL-silenced MCF7 cells; statistical analysis: two-way ANOVA, *p≤ 0.005. F) Representative images of spheroids from control and
lncRNA-HAL-knock-down cells; the scale bar corresponds to 200 μm.
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To determine the identity of lncRNA-HAL interacting proteins we
analyzed the eluted proteins by mass spectroscopy. We found that
lncRNA-HAL potentially interacted with four types of proteins: his-
tones, hnRNP's, RNA helicases and the small GTPase RAN (Fig. 8B). The
interaction with histones H2B and H1.2 suggests that lncRNA-HAL
could be interacting directly with chromatin, maybe through the
binding with specific DNA sequences. We also identified a potential
interaction with three hnRNP's: hnRNPD, hnRNPA4 and hnRNPU, the
later observed only in one probe set. The interaction with hnRNP's
implies that lncRNA-HAL could be functioning as a transcriptional
regulator of target genes, or as a regulator of unidentified mRNAs

stability [50–52]. Interestingly, it has been shown that hnRNPD can
also interact with the NuRD complex to induce gene repression by
HDAC1-mediated activity [52]. The potential interaction of lncRNA-
HAL with the DDX5 and DDX17 RNA helicases could be also be asso-
ciated with transcriptional regulation, since these two proteins have
analogous functions as transcriptional coregulators of transcription
factors such as ERα, p53 and MyoD [53]. Finally, even when the Ran
GTPase has not been associated with transcriptional regulation, it has
been reported that it is able to regulate RNA and protein trafficking
between cytoplasm and nucleus [54] (Fig. 8B). Finally, an additional
analysis of putative miRNA-lncRNA-HAL interactions using the StarMir

Fig. 5. lncRNA-HAL knock-down on invasive phenotype and survival capacity. A) Molecules predicted to be involved in cell migration and invasion, based on IPA
analyses. B) Migration assay in transwell chambers using lncRNA-HAL-knock-down MCF7 cells; statistical analysis: Student's t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. C) Analysis
of ECM degradation capability of lncRNA-HAL knock-down MCF7 cells, using fluorescein-marked gelatin; statistical analysis Student's t-test *p≤ 0.005. D) NF-κβ and
Akt pathways were modeled by IPA. E) Cell viability measured by MTS assay after 5-day serum starvation in lncRNA-HAL silenced MCF7 cells; statistical analysis:
Student's t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. F) Cell viability measured by MTS assay after 24 h of hypoxic stimulus in lncRNA-HAL knock-down cells; statistical analysis:
two-way ANOVA, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. G) lncRNA-HAL expression analysis by RT-qPCR in MCF7 subclones which are resistant to Cisplatin, Paclitaxel, Tamoxifen
and Doxorubicin, statistical analysis Student's T.
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tool produced some candidates, but a comparison of these molecules
with a list of 32 deregulated miRNAs previously detected in our MCTS
model produced no coincidences. Thus, we ruled out the ability of
lncRNA-HAL to function as ceRNA, at least in our model [4].

4. Discussion

The tumor microenvironment plays a very important role on the
behavior of tumor cells; this hostile microenvironment includes the lack
of oxygen and nutrients in conjunction with acidosis, and it favors a
more aggressive phenotype for tumoral cells [55]. There are several
reports showing the importance of protein coding genes in the cellular
adaptation to these hostile conditions; however, there is little in-
formation concerning non-coding RNAs.

In the present report we show evidence, for the first time, that
lncRNA-HAL could be implicated in the 3D-elicited phenotypic features
observed in breast tumors. We found that lncRNA-HAL is overexpressed
in 3D cultures and human breast tumors. Specifically, lncRNA-HAL was
expressed in the quiescent p27+ intermediate layers of spheroids. A
very interesting finding was the cell cycle distribution of the cell po-
pulations within the 3D culture. In this model, a large proportion of
cells were beginning or exiting the G0 phase, as we found Ki67 and p27
double-positives and negatives. Currently, little is known about these
populations at the cellular level. MCTS could be a good model to study
them in detail.

Since quiescence in the MCTS is established mainly by low O2

conditions and acidosis [56], we sought to assess if these conditions
were responsible for the upregulation of this lncRNA. Interestingly,
hypoxia, but not acidosis, was responsible for this upregulation, sug-
gesting that an increased expression of lncRNA-HAL in hypoxic layers
could reduce the proliferative capabilities of MCF7 cells, perhaps due to
a delay in cell cycle progression (by arrested cells, such as ki67−/p27+)
or by inducing a dynamic quiescent state (Ki67+/p27+, ki67−/p27−)
(Fig. 2A). It is important to note that there are previous reports de-
monstrating the ability of a lncRNA to promote the acquisition of
quiescence, such as GAS5 in T cells and mesothelioma tumors [57,58].
On the other hand, there are reports showing that lncRNAs can be
hypoxia-responsive genes as well, such as in the case of lincRNA-p21
and LINK-A [10,59]. Our results suggest the involvement of lncRNA-
HAL in providing a link between hypoxia and a quiescence. Changes in
lncRNA-HAL levels were partially dependent on the HIF pathway since
the changes were partially reversed with a HIF-1 (2-methoxy-estradiol)
inhibitor. Also, our data suggest that hypoxia is the most important
inductor of lncRNA-HAL expression, since BT20 normoxic spheroids
does not increase lncRNA-HAL expression, but HeLa hypoxic spheroids
shows an increase in lncRNA-HAL expression.

Quiescence is a cellular phenotypic trait strongly associated with
tumoral stem cell populations [60]. It has been described that the
pharmacological inhibition of HIF-1α decreases the proportion of CSCs
in breast cancer xenografts and that hypoxia can induce the acquisition
of more malignant traits in the CSC population of breast cancer cell
lines [61,62]. Interestingly, several reports in different tumors indicates
the existence of a quiescent CSC population important for tumor re-
growth, metastasis, and chemotherapeutic resistance [63]. It has been
observed that most stem cells in the mammary gland and breast cancer
tumors are quiescent [60]. Using in vitro and in vivo assays we show that

the expression of lncRNA-HAL is associated with a stem population
phenotype in the cell line MCF7, including increased expression of
stemness markers, such as the expression of CD4 and CD24 proteins and
NANOG mRNA levels; and higher clonogenic capacity in vitro and in
vivo. These results make conceivable that this lncRNA could be a key
regulator for the acquisition of hypoxia-mediated aggressiveness by
CSCs in this neoplasia. Supporting this hypothesis, loss of function as-
says demonstrated the ability of lncRNA-HAL to increase the migration,
although gelatin degradation was decreased. This scenario resemble the
path-finding amoeboid mode, a type of migration in which cells modify
their shape to squeeze through the extracellular matrix pores in which
the commonly observed proteolytic activity is reduced or absent [64].
We observed that lncRNA-HAL silencing upregulates the expression of
uPA, which could explain the increased ECM degradation observed in
lncRNA-HAL silenced cells.

lncRNA-HAL silencing also increased the proliferative cell popula-
tion. The presence of a little-known population of slow-cycling and self-
renewing stem cells that transit to fast-cycling and non-self-renewing
TACs (Transit-Amplifying Cell transition) has been shown within tu-
mors [65].

Interestingly, the ChIRP assay showed that lncRNA-HAL could be
interacting with several proteins. First, we found that lncRNA-HAL
associates with two different histones: H2B and H1.2, which suggest a
direct binding of lncRNA-HAL to chromatin [66]. Interestingly, H1.2
has been previously associated with repressed chromatin in lamina-
associated domains (LADs), functioning also H1.2 as a regulator of cell
cycle progression [67]. This interaction could suggest that lncRNA-HAL
could be implicated in the repression of some target genes, maybe by its
localization at repressive domains. In addition, lncRNA-HAL could be
binding to the ribonucleoproteins hnRNPU, hnRNPD and hnRNP-A3.
hnRNPU is mainly associated with euchromatic regions bounded to the
nuclear matrix [50]. It has been reported that hnRNPs interact with
several lncRNAs, e.g., hnRNPU is associated with Firre, Blnc1 and
PANDA and hnRNPD with lncl3, [68–70]. The putative interaction of
lncRNA-HAL with H1.2, hnRNPU and hnRNPD, suggest that this tran-
script could be repressing the expression of some of its target genes.

In contrast, DDX5 and DDX170 are RNA helicases that activate
transcription through the association with different transcription fac-
tors such as ERα, p53 and MyoD [71]. The interaction of DDX5/DDX17
with these transcription factors is regulated by a scaffold lncRNA called
SRA, allowing the transactivation and expression of several ERα, p53
and MyoD target genes [72–74]. Also, DDX5/DDX17 transactivate the
expression of the LXR target gene Abca1 through the association with
MeXis lncRNA [74]. Our results suggest that lncRNA-HAL could
modulated some target genes through its interaction with hnRNP's or
activate the transcription of other genes through the interaction with
DDX5/DDX17 proteins.

Finally, we found that lncRNA-HAL is overexpressed in triple-ne-
gative breast cancer patient samples. Since this subtype already pre-
sents a stem-like phenotype and more aggressive biological behavior, it
would be of great interest to study if lncRNA-HAL mediates this ag-
gressiveness [75]. Additional in vivo analyses are needed to establish
the importance of this lncRNA in breast cancer progression.

The present work revealed evidence that lncRNA-HAL is regulated
by hypoxic niches and implicated in the positive modulation of CSC
phenotypes such as quiescence and increased migratory capacity.

Fig. 6. Evaluation of the effect of lncRNA-HAL silencing in the cancer stem cell phenotype of MCF7 cells. A) CD44/CD24 immunophenotype assayed by cell
cytometry in lncRNA-HAL-silenced MCF7 cells; statistical analysis: Student's t-test. B) Expression analysis of stem cell markers by RT-qPCR in lncRNA-HAL-knock-
down MCF7 cells, Upper panel show the expression in 2D culture and lower panel shows the expression in 3D spheroids culture; statistics by one-way ANOVA,
*p < 0.005. C) Clonogenicity soft agar colony formation assays of lncRNA-HAL knock-down cells; statistical analysis: one-way ANOVA, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01, ***
p≤ 0.005. D) Representative images of soft agar colony formation assays. E) Clonogenicity analysis by clonogenic-spheroids formation assays using stem cell
medium (MammoCult); statistical analysis by Student's t-test, *p≤ 0.05, **p≤ 0.01. F) Representative images of clonogenic-spheroids at different times; scale bars
represent 200 μm. G) Growth curve of lncRNA-HAL-silenced and control clonogenic-spheroids of MCF7 cells; statistical analysis performed with two-way ANOVA,
*p≤ 0.05, **p≤ 0.01, *** p≤ 0.005.
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5. Conclusions

LncRNA-HAL is a previously uncharacterized lncRNA whose ex-
pression increase in a three-dimensional in vitro model (MCTS) due to
the hypoxic regions generated. This transcript presents a specific

expression in the quiescent and stem cell populations of MCTS, sug-
gesting a role in the acquisition of cellular heterogeneity in tumors. The
functional analysis of this lncRNA revealed that it can interact with
histones (H1.2 and H2B) and several RNA interacting proteins such as
DDX5, DDX17, hnRNPU, hnRNPD and hnRNP-A3, which implies that

Fig. 7. Analysis of the effect of lncRNA-HAL in in vivo tumorigenicity of MCF7 cells. A) Representative images of Danio rerio 4-days embryos with and without tumors;
black arrows show cell injection site (yolk sac) and tumor development. B) Extreme Limiting Dilution Assay (ELDA) analysis for cancer stem cell frequency estimation
in lncRNA-HAL knock-down MCF7 cells [49]. C) lncRNA-HAL expression in breast cancer samples. Data were derived from [1] and processed as described in Material
and Methods. lncRNA-HAL expression in normal breast and tumor samples in TPM (Transcripts per million) * FDR=0.0045, Fold Change 1.44 D) lncRNA-HAL
expression in normal breast and Triple-Negative Breast Cancer (TNBC) * FDR=0.043, Fold Change 1.43. No statistical difference in lncRNA-HAL was found between
estrogen-receptor positive samples and normal breast tissue.
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lncRNA-HAL could interact with chromatin and recruit these regulatory
proteins to regulate gene expression. Modulating in this way key cel-
lular processes such proliferation, migration, stress survival and stem
cell phenotype.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.bbamcr.2019.118523.
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Table showing the identity of lncRNA-HAL bound proteins obtained by Mass Spectroscopy analysis.
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