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Resumen 

El cáncer de mama constituye la principal causa de muerte asociada a neoplasias en 

mujeres mexicanas. De manera general podemos definir el cáncer como un conjunto de 

padecimientos que conducen a la división descontrolada de las células, de tal forma que 

uno de los componentes afectados durante el desarrollo de cáncer es la regulación de la 

expresión génica. Los tumores son entidades heterogéneas compuestas por diferentes 

poblaciones celulares con funciones específicas, dentro de ellas las células troncales 

tumorales (CSCs) constituyen una subpoblación muy importante dado su papel en la 

propagación, manutención y resistencia del tumor a fármacos.  Durante las últimas tres 

décadas se ha demostrado la importancia de la regulación génica mediada por RNAs no 

codificantes (ncRNAs), especialmente los microRNAs (miRNAs) y los RNA largos no 

codificantes (lncRNAs), estos últimos han sido descritos como participes en prácticamente 

todas las “hallmarks” del cáncer, denotando su importancia y versatilidad. Así mismo se ha 

descrito la importancia de vías de señalización, como NF-KB en la población de células 

troncales de mama, específicamente se ha observado como la sobreexpresión de la cinasa 

Ikke promueve la adquisición de fenotipo troncal en células de cáncer de mama, así como 

la desregulación de diversos lncRNAs, entre ellos el lincRNA RP11-400K9.4. Dado lo 

anterior decidimos evaluar el efecto de la desregulación del lncRNA RP11-400K9.4 en 

células de cáncer de mama, siendo así el primer estudio en abordar la funcionalidad de 

dicho lincRNA. Para ello en primera instancia ubicamos al RNA en la fracción 

citoplasmática lo cual corroboramos de manera bioinformática por medio de la base 

lncATLAS, posteriormente evaluamos la expresión del RNA en un panel de diez líneas 

celulares de cáncer de mamá (MCF7, T47D, ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231, 

SKBR3, HS578T y BT-20), encontrando una mayor expresión en líneas con menor 

capacidad invasiva, tales como MDA-MB-453, T47D y MCF-7. Posteriormente, 

generamos células que sub o sobreexpresan el lincRNA RP11-400k9.4, con las cuales 

realizamos ensayos de migración, observando una menor capacidad migratoria en células 

con mayor expresión del RNA largo RP11-400k9.4. Consecuentemente, realizamos 

microarreglos de expresión con la finalidad de observar los genes y vías afectadas, 

encontrando un total de 329 genes desregulados y a las vías de censado y reparación de 

daño a DNA por radiación ionizante, como las mayormente afectadas. Así mismo 

realizamos ensayos de viabilidad celular tras aplicar un tratamiento de radiación 

ultravioleta (UV-C) encontrando una mayor supervivencia en respuesta a una 

sobreexpresión de RP11-400K9.4, así como un nulo efecto del RNA en la proliferación 

celular. Finalmente, evaluamos los genes involucrados en procesos apoptóticos 

desencadenados por daño a DNA observando un mayor nivel en dos conocidos oncogenes 

involucrados en la cascada apoptótica, BIRC3 y BIRC5. Por tanto, a pesar de no poder 

clasificar al lincRNA como oncogén o supresor de tumor, en este trabajo analizamos por 

primera vez la importancia que tiene la desregulación del lincRNA RP11-400K9.4 en la 

migración y supervivencia de células de cáncer de mama, lo que a su vez resalta la 

importancia de continuar con la investigación de dicho lincRNA y las implicaciones 

clínicas que podría tener. 
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Abstract 

Breast cancer represents the main death cause in Mexican women associated with 

neoplasia. In general, cancer is defined as a set of diseases that cause uncontrolled cell 

division that can lead to changes in the regulation of gene expression.  Tumors are 

heterogeneous entities formed by several and specific cellular subpopulations, of which 

Cancer Stem Cells (CSCs) are found within the tumor and represent an important 

population due to their role during tumor propagation, maintenance, and drug resistance.  

In the last three decades, it has been shown the importance of epigenetic regulation by non-

coding RNAs (ncRNAs) especially microRNAs (miRNAs) and long non-coding RNAs 

(lncRNAs) that have been reported as relevant for “Cancer hallmarks”. 

Similarly, pathways like NF-KB play an important role in Breast CSCs, particularly it has 

been identified that the kinase Ikke overexpression promotes stem phenotype acquisition of 

the breast cancer cells as well as the deregulation of several lncRNAs, including lincRNA 

RP11-400K9.4, a not yet explored lncRNA at a functional level. 

Therefore, we evaluated the effect of RP11-400K9.4 deregulation in breast cancer cells. 

First, we located this lncRNA in the cytoplasmic fraction, which was corroborated by the 

lncATLAS database. Besides, we evaluated its expression in ten breast cancer cell lines 

(MCF7, T47D, ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231, SKBR3, HS578T y BT-20), finding 

higher expression in cell lines with low invasive capacity, like MDA-MB-453, T47D y 

MCF-7. Subsequently, we produced RP11-400K9.4 sub and overexpressed clones with 

which we perform migration tests, observing a lower migratory capacity in cells with 

higher expression of RP11-400K9.4. Consequently, we carry out a microarray assay to 

identify the affected genes and pathways, finding a total of 329 deregulated genes, as well 

as DNA-IR damage detection and reparation pathways as the most affected. 

Likewise, we implemented cellular viability assay after UV-C radiation and observed 

higher cellular survival in response to RP11-400K9.4 overexpression, we did not observe 

effects in cellular proliferation. Finally, we evaluated the expression of genes involved in 

apoptotic processes as a result of DNA damage. We found higher levels of BIRC3 and 

BIRC5, two known oncogenes implicated in apoptosis. Therefore, after all these analyses 

we cannot classify lincRNA RP11-400K9.4 as an oncogene or a tumor suppressor, 

however, we discovered the relevance of RP11-400K9.4 deregulation in breast cancer cells 

migration and survival after UV-C radiation. More studies are required to understand the 

relevance of RP11-400K9.4 during cancer development. 
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Capítulo I.- Introducción 

1.1 Cáncer de Mama (CaMa). 

El cáncer es un conjunto de enfermedades causadas por múltiples factores genéticos y 

epigenéticos, los cuales en su conjunto alteran el DNA de una célula, la cual en 

consecuencia adquiere ciertas características o “hallmarks”, que le permiten generar un 

tumor y posteriormente invadir otros tejidos [1,2]. Particularmente el cáncer de mama se 

desarrolla a partir del epitelio que recubre a los lóbulos (glándulas productoras de leche) y 

ductos (estructuras que conducen la lecha hacia el pezón) de las glándulas mamarias, de ahí 

su clasificación histológica como carcinoma lobular (LC) o ductal (DC), sin embargo, 

ambos tipos de carcinoma se originan a partir de la unidad terminal lóbulo-ductal (TDLU) 

[3,4]. Ambos tipos de carcinoma se diferencian no solo por el epitelio donde se desarrolla 

sino también por la expresión de ciertas moléculas. Mientras que los carcinomas lobulares 

se caracterizan por no expresar E-cadherina y β-catenina, aunado a la producción 

citoqueratina 8 y 18, los tumores de origen ductal son positivos a la expresión de E-

cadherina y β-catenina además de la baja o nula expresión de citoqueratinas [3,4]. Por ende, 

las diferencias en el patrón de expresión de estas moléculas por cada tipo carcinoma, 

impactan en la terapia a la cual son susceptibles.  

1.1.1 Cáncer de Mama en México. 

El Cáncer de mama (CaMa) es un problema de salud pública a nivel mundial, 

constituyendo el 11.7% del total de los casos de cáncer detectados en el 2020. Además de 

ser la principal causa de muerte en población femenina a nivel mundial [5]  
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Esta tendencia mundial se ve reflejada en nuestro país en donde de acuerdo a los datos 

proporcionados por la Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por 

sus siglas en inglés) podemos observar que si tomamos en cuenta a la totalidad de la 

población mexicana y los distintos tipos de cáncer, a nivel nacional el cáncer de mama es el 

cáncer con mayor incidencia y prevalencia a pesar de ser el quinto en cuanto a mortalidad 

se refiere, lugar que se eleva hasta la primera posición si exclusivamente tomamos en 

cuenta las defunciones de mujeres (Fig. 1). Considerando el periodo del año 2011 al año 

2016, el CaMa paso de una tasa de 14 a 16 muertes por cada 100,000 habitantes. Así 

mismo, en el periodo de 2010-2020 se reportó un incremento en la incidencia de la 

enfermedad en 12 personas por cada 100,000 habitantes, se prevé que esta incidencia se 

duplique para el año 2040 de acuerdo a las estimaciones de la OPS [5–7]. 

 

Fig. 1. Estadísticas de incidencia, mortalidad y prevalencia de Cáncer de Mama en población 

mexicana en 2020 (IARC, 2020) 
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1.2. Subtipos Moleculares. 

El CaMa puede ser clasificado de acuerdo a diversos criterios, sin embargo, debido al sesgo 

que existía a la hora de diagnosticar y diferenciar entre los subtipos de CaMa basados 

únicamente en las características histológicas, se evidenció la necesidad de desarrollar 

nuevos criterios de clasificación. Por tanto, a inicios del siglo XXI se reportó por primera 

vez la división de tumores mamarios con base en el criterio molecular, es decir a la 

expresión o ausencia de ciertos genes y proteínas, que, en conjunto con los parámetros 

histopatológicos, así como su respuesta a las terapias actuales nos permite clasificar los 

diferentes tumores de mama de manera precisa en comparación a décadas anteriores. Esta 

clasificación define cuatro subtipos de cáncer de mama, Luminales A y B, Her-2 positivo y 

triples negativos (Fig. 2) [8–10] 

1.2.1 Luminal A y B. 

Este subgrupo de es el más abundante englobando alrededor del 70% de los tumores 

diagnosticados, los de tipo luminal A se caracterizan por ser los de mejor pronóstico ya que 

son de bajo grado y expresan receptores de estrógeno y progesterona lo que los hace 

candidatos a la terapia endocrina. 

Por su parte, los luminales B siguen siendo de mejor pronóstico en comparación a las 

demás clases, sin embargo, es más agresivo que los luminales tipo A, debido a su alto 

carácter proliferativo. Estos tumores se caracterizan por tener una alta expresión de genes 

de proliferación, así como una expresión variable de receptores hormonales [11–13]. 
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1.2.2 HER2 positivo. 

Este tipo de tumores comprende aproximadamente un 10% del total, se trata de tumores de 

mal pronóstico ya que presentan un grado histológico más avanzado en comparación con 

los de tipo luminal, aunado a que no expresan receptores hormonales, pero si presentan una 

amplificación del gen que codifica para el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal 

humano o HER2. Esta amplificación produce la sobreexpresión del receptor de membrana, 

lo que favorece la activación de vías como MAPK, PI3K/AKT y JAK/STAT, vías 

conocidas por participar en procesos de proliferación, crecimiento y migración entre otras 

[14,15]. 

1.2.3 Triples Negativos. 

Los tumores triple negativos o “Basal like” son los de peor pronóstico de entre todos los 

subtipos. Representan alrededor del 15% de los casos detectados y como su nombre indica 

se caracterizan por no poseer receptores para estrógeno, progesterona o HER2, a la par de 

una alta expresión de genes asociados a proliferación además de citoqueratinas. Así mismo 

presentan sub expresión de proteínas de uniones estrechas y de adhesión como E-

Cadherina, lo cual implica una mayor facilidad de sufrir transformación epitelio-

mesénquima y por tanto menor dificultad para migrar. Debido a esto resulta obvia la 

ineficacia de las terapias hormonales o basadas en anticuerpos contra HER2, por lo que la 

alternativa es el uso de quimioterapia antes y después un proceso quirúrgico [16,17]. 
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Fig. 2. Subtipos Moleculares de Cáncer de Mama y características asociadas a cada uno de ellos 

(Tomado y modificado de Wong 2012) 

 

 

1.3 Células Troncales Tumorales (CSCs). 

Un tumor es una masa celular heterogénea compuesta por diferentes subpoblaciones 

celulares las cuales desempeñan funciones específicas para la manutención y propagación 

del mismo. Dentro de estas poblaciones aparte de las células tumorales, se encuentran 

células infiltrantes de tipo endotelial, hematopoyéticas y estromales las cuales pueden 

generar cambios metabólicos como hipoxia y gradiente de nutrientes y deshechos. Así 

mismo algunos factores como metilación, modificación de histonas, estado de la cromatina 

y los ncRNAs contribuyen a esta heterogeneidad tumoral [19–21]. 

Los primeros reportes acerca de la existencia de heterogeneidad tumoral datan del siglo 

XIX, sin embargo, no fue hasta el siglo XX que se evidenciaron variaciones en marcadores 

de superficie, anormalidades genéticas, rangos de crecimiento diferente y respuesta 
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diferencial a la terapia. A la fecha se han propuesto tres modelos que discuten la 

heterogeneidad tumoral, así como apoyan o refutan la existencia de una subpoblación 

denominada Células Troncales Tumorales o CSCs (por sus siglas en ingles) de la cual se 

han mostrado evidencias experimentales resaltando su importancia, ya que es la encargada 

de mantener el tumor y posiblemente es el origen del mismo [22–24].  

Las células CSCs al igual que las células troncales normales, poseen la capacidad de 

dividirse asimétricamente, lo cual les permite autorrenovarse, dando lugar a otra célula 

troncal y a su vez dar lugar a otra célula con capacidad de diferenciarse. Se ha demostrado 

que las CSCs presentan mayor resistencia a los antineoplásicos, mayor capacidad 

invasiva/metastásica y la capacidad de formar tumores en ratones inmunodeficientes, 

comparadas a las células no troncales del mismo tumor. Al conjunto de estas características 

se denomina fenotipo troncal [20,24,25] 

1.3.1 Modelo Estocástico. 

Esta hipótesis también conocida como Evolución Clonal, fue el primer modelo propuesto y 

establece que todas las células tienen la misma potencialidad, es decir todas son capaces de 

autorrenovarse, así como dividirse y dar lugar a células hijas diferenciadas, de tal forma que 

de acuerdo a esta hipótesis no existiría heterogeneidad intra-tumoral (Fig 3a) [19,26].  

1.3.2 Modelo Jerárquico. 

A diferencia del modelo estocástico donde todas las células tumorales son equipotentes, en 

esta hipótesis se postula la existencia de diferentes subpoblaciones con potencialidades 

diferentes. De esta forma se postula la existencia de CSCs, las cuales se encuentran en la 

cima de la jerarquía y poseen la capacidad de dividirse asimétricamente dando lugar a una 
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célula idéntica, es decir presentan la capacidad de autorrenovarse, a la vez que dan lugar a 

una célula más diferenciada.  Por otra parte, dentro de dicha jerarquía se encuentran células 

caracterizadas por presentar un límite proliferativo menor en comparación a las CSCs, estas 

células denominadas de amplificación transitoria (TAs) se encuentran en mayor proporción 

dentro del tumor y eventualmente dan lugar a células tumorales diferenciadas (Fig 3b) 

[19,26].  

 
Fig. 3. Modelos de Crecimiento Tumoral. a) Modelo Clásico o estocástico donde todas las células 

tumorales son equipotentes; b) Modelo Jerárquico donde existe heterogeneidad intratumoral, dando 

lugar a diferentes subpoblaciones o clonas con diferente grado de potencialidad (Tomado y 

modificado de Nassar y Blanpain 2016). 

 

 

1.3.3 Modelo Unificado. 

Finalmente debido a las deficiencias de cada uno de los modelos antes mencionados, surgió 

un modelo unificado el cual establece la presencia de diferentes subpoblaciones o “clonas” 

a lo largo del curso temporal de evolución de un tumor. Esta hipótesis plantea la existencia 

de una clona dominante inicial o fundadora a partir de la cual pueden surgir otras más a lo 

largo del tiempo debido a la acumulación de nuevas mutaciones de tal forma que la clona 



10 
  

dominante encontrada en un punto específico del desarrollo de un tumor, no 

necesariamente es la misma en un punto de tiempo diferente. Este punto de vista nos 

muestra un curso temporal tumoral dinámico, permitiendo la aparición y eliminación de 

subclonas o subpoblaciones las cuales debido a este carácter maleable pueden adquirir 

propiedades troncales favoreciendo así la poza de estas células o bien adquiriendo 

mutaciones que favorecen un estadio más diferenciado. Por tanto, este modelo plantea a un 

tumor como un ente heterogéneo con una jerarquía donde el punto más alto o pluripotente 

de la misma está representado por las CSCs las cuales pueden sufrir de evolución clonal 

permitiendo perpetuar a dicha clona en particular hasta que gracias a la acumulación de 

mutaciones favorables aparezca una clona más apta y remplace a la anterior (Fig. 4) 

[27,28]. 

1.3.4 Vías de señalización implicadas en células troncales tumorales. 

Diferentes vías de traducción de señales como las vías de Wnt, Notch y Hedgehog, están 

involucradas en el desarrollo embrionario y por tanto en la generación y diferenciación de 

los diferentes tipos celulares del organismo [29]. Debido a que las CSC, presentan 

características similares a las troncales normales, no es de sorprender que dichas vías se 

vean alteradas en estas células, favoreciendo la adquisición y mantenimiento de dicho 

estado multipotente [30]. 

Aunadas a estas vías, existen otras más, las cuales al participar en la regulación de los 

“hallmarks” del cáncer, se les ha asociado a su vez con la adquisición de un fenotipo 

troncal tumoral. Dentro de estas vías, una de sumo interés es la vía de NF-kappa B (NF-

kB), la cual participa en la respuesta inflamatoria e inmune del cuerpo, cuya activación 
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permanente y evasión, respectivamente, son conocidas “hallmarks” del cáncer. NF-kB 

participa en muchos procesos celulares al interactuar con otras vías como Notch, Wnt, 

Hedgehog, Ras, PI3k, MAPK, STAT y AKT, de tal forma que se ha ligado a la expresión 

aberrante de NF-kB con procesos alterados como la proliferación, supervivencia, metástasis 

y angiogénesis [29,31]. Se ha reportado que NF-kB puede regular la expresión de los 

componentes de otras vías, como β-catenina, lo cual promueve la expresión de genes 

involucrados con la adquisición de un fenotipo troncal [32]. 

 

Fig. 4. Modelo unificado del crecimiento tumoral, donde se incluye tanto la existencia de células 

troncales tumorales, así como la expansión clonal de las diferentes subpoblaciones tumorales 

(Tomado y modificado de Kreso y Dick 2014). 

 

 

1.3.5 Vía de NF-kB en células troncales tumorales. 

NF-kB es un factor transcripcional compuesto por dímeros que regulan la transcripción de 

diversos genes. Existen dos vías de señalización, canónica y no canónica, a través de NF-



12 
  

BK. En la vía canónica de NF-kB participan las proteínas p50/p65. En condiciones basales 

el dímero se encuentra en el citoplasma unido a la proteína inhibidora IkBα. Después de un 

estímulo, IkBα es fosforilado en las serinas 32 y 36 por el complejo compuesto de tres 

cinasas (IKKα, IKKβ y IKKγ) lo cual la dirige a degradarse, liberando el dímero p50/p65, 

el cual transloca al núcleo, se une al DNA en secuencias específicas y regula la 

transcripción de genes blanco [33–35]. La cinasa IKK épsilon (IKKε, IKKe) es otra cinasa 

reguladora de IkBα, la cual fosforila a IkBα en la serina 36 para activar a NF-kappa B 

[32,36].  

El RNA mensajero de IKKe es regulado por TNF-α e interleucina 1B y en su promotor 

tiene un sitio responsivo a p65/p50 [37,38]. Se ha reportado que IKKe está sobreexpresado 

en cáncer de próstata y su sobreexpresión favorece la metástasis e invasión de células 

tumorales de ovario y el crecimiento de células de cáncer de mama estrógeno negativas, 

mientras que su disminución, inhibe el crecimiento e invasividad de líneas celulares de 

cáncer de mama (Fig. 5) [35,39–43].  

1.3.6 Vía de NF-kB, apoptosis y supervivencia celular. 

Como se mencionó anteriormente la vía de NF-BK es sumamente versátil, siendo 

indispensable para la progresión tumoral de tumores líquidos y sólidos, presentando 

importancia en prácticamente cada una de las características propias de un desarrollo 

tumorigénico propuestas por Hannahan y Weinberg, tales como diferenciación, 

proliferación, adhesión celular, metástasis, inflamación, angiogénesis, evasión de apoptosis 

y supervivencia [44,45].  
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Fig. 5. Vías Canónica y No Canónica de NF-kb y su impacto en el desarrollo tumoral (Tomado y 

modificado de Vazquez-Santillan et al. 2015)  

 

 

El proceso apoptótico ha sido ampliamente estudiado el cual es desencadenado tanto por 

estímulos en condiciones fisiológicas naturales como en un estado patológico, tal como el 

cáncer. El estímulo de apoptosis puede darse a través de dos vías, la vía intrínseca o 

mitocondrial y la extrínseca, ambas son activadas de manera diferente, sin embargo, 

convergen en la activación de Caspasa 3 lo que provoca la degradación de diferentes 

componentes, desensamble de la célula y posterior fagocitosis [46,47]. En el caso particular 

del cáncer la evasión de apoptosis y por consecuencia supervivencia, depende de un 

desbalance entre las señales o estímulos pro-apoptóticos y anti-apoptóticos, una 

disminución o inhibición de la actividad de las caspasas además del bloqueo o 
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desensibilización de los receptores TNF o Fas y por ende la regulación de proteínas cascada 

abajo como JNK [48–50].  

Dentro de las proteínas anti-apoptóticas cuya desregulación se ha visto asociada a la 

supervivencia de células tumorales y por tanto al progreso de diferentes tipos de cáncer se 

encuentran las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAPs). Estas proteínas se unen a las 

caspasas impidiendo su función y por tanto inhibiendo el proceso de apoptosis, diferentes 

estudios han mostrado la regulación de NF-KB sobre diferentes IAPs entre ellas 

BIRC3(cIAP2) y BIRC5 (Survivina), observando una mayor expresión de estas proteínas 

tras el encendido continuo de la vía de NF-KB como resultado de su desregulación durante 

el desarrollo tumoral [51–53]. De igual manera se ha observado el incremento en la 

expresión de BIRC3 en cáncer de mama tras aplicarse terapia hormonal, esto debido al 

incremento en la actividad de TNF, lo que se ve reforzado al encontrar mayor quimio-

resistencia en diferentes tipos de cáncer tras sobreexpresarse diferentes proteínas de la 

familia IAPs [54,55]. 

 

1.4 RNAs largos no codificantes (LncRNAs).  

Los lncRNAs son transcritos con una longitud mayor a 200 pb que comparten diversas 

características con los RNAs mensajeros (mRNAs) como el poseer una caperuza o cap en el 

extremo 5’ así como sufrir de “splicing”, sin embargo, a diferencia de estos, la mayoría de 

los RNAs largos no codifican para proteínas. El hecho de que algunos si puedan codificar 

pequeños péptidos funcionales resulta contradictorio a la definición inicial, sin embargo, 
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estos RNAs siguen manteniendo la categoría de lncRNAs ya que desempeñan ambos roles 

[56–58]. 

El mantenimiento de un estado pluripotente o la adquisición de un estado diferenciado son 

procesos finamente regulados debido a la importancia que conlleva para la homeostasis 

tisular el generar células diferenciadas con una función específica o bien al mantener un 

pool de células con carácter troncal capaces de regenerar un tejido cuando éste es dañado 

[59]. A la fecha se han descrito diferentes RNAs no codificantes (ncRNAs por sus siglas en 

inglés) involucrados en ambos procesos y debido a la similitud entre las células troncales 

normales y las tumorales, es normal el que se hayan descrito algunos RNAs no codificantes 

participes de la adquisición y manutención de un estado troncal en células cancerosas 

[57,60–62].  

1.4.1 Clasificación. 

Los lncRNAs pueden clasificarse de acuerdo a los loci que los producen como, intrónicos, 

exónicos e intergénicos, así como presentar una direccionalidad sentido o antisentido, es 

decir transcribirse en la misma dirección o en dirección opuesta con respecto a los genes 

codificantes aledaños. Los RNAs largos no codificantes intergénicos (lincRNAs) se 

codifican en regiones flanqueadas por genes codificantes y son transcritos por la RNA 

polimerasa II y III, los RNAs largos intrónicos son transcritos de igual manera por la 

polimerasa III y como su nombre indica están codificados exclusivamente en intrones y 

surgen como resultado de “splicing” alternativo, finalmente los RNAs largos exónicos se 

sintetizan a partir de regiones codificantes por la RNA polimerasa II y generalmente se 
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expresan en menor medida con respecto a sus contrapartes (mRNAs) codificantes (Fig. 6) 

[56,60]. 

 

Fig. 6. Clasificación de RNAs largos no codificantes (lncRNAs) de acuerdo a su posición en el 

genoma (Tomado de Khandelwal et al. 2015). 

 

1.4.2 Mecanismos de Acción. 

A la fecha se han descrito varias funciones para los lncRNAs, entre ellas se puede numerar 

su participación en diferenciación, desarrollo y progresión tumoral, metabolismo celular, 
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regulación del estado de la cromatina, transcripción, “splicing”, transporte de RNA y 

traducción. 

Pueden llevar acabo su función en cis o trans, además de realizarla a través de diferentes 

mecanismos, por ejemplo, actuando como señales al favorecer la transcripción de sus genes 

blanco mediante el reclutamiento de la maquinaria de encargada de dicho proceso, como 

moléculas señuelo al unirse y secuestrar a proteínas reguladoras u otras clases de RNAs no 

codificantes impidiendo su unión con sus secuencias de DNA blanco, como moléculas guía 

al reclutar complejos RNA-proteína a ciertos genes blanco y como andamios al proveer de 

plataformas para el ensamblaje de complejos proteína-RNA. (Fig. 7) [56,58,63]. 
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Fig. 7. Mecanismos de acción descritos para lncRNAs. I) Actúan como moléculas señalizadoras 

favoreciendo la expresión de un gen dado, II) Pueden secuestrar proteínas impidiendo su unión con 

sus regiones blanco en el DNA, III) Dirigen complejos proteicos a sus sitios de unión en el DNA 

alterando la expresión de dicha región IV) Actúan como andamios al reclutar proteínas que alteran 

el estado de compactación de la cromatina (Tomado y modificado de K. C. Wang y Chang 2011). 

 

1.4.3 RNAs largos no codificantes en células troncales tumorales. 

Durante los últimos años los RNAs no codificantes (ncRNAs), es decir los RNAs que se 

transcriben, pero no producen o codifican proteínas, han cobrado relevancia como 

importantes reguladores de la expresión génica en diversos procesos fisiológicos y 

fisiopatológicos incluyendo el cáncer, especialmente los miRNAs y los lncRNAs, ya que se 

ha reportado que la ganancia o pérdida de su función puede favorecer el desarrollo de 

cáncer, así como la adquisición de un fenotipo troncal. A la fecha se han descrito diversos 

miRNAs y lncRNAs involucrados tanto en el desarrollo normal de la mama, como en el 

proceso de tumorigénesis y metástasis del cáncer de mama [62,64,65]. 

De igual manera, se ha descrito la importancia de la desregulación de diferentes RNA’s 

largos no codificantes en CSC’s provenientes de diferentes tipos de cáncer, como mama, 

próstata y pulmón entre otros [66]. Algunos de estos RNA’s como Linc00617, 

LncSOX2OT, HOTAIR, lncH19 y LncRNA-HH han sido caracterizados como oncogenes 

en tumores mamarios y asociados a un mal pronóstico producto de su sobreexpresión. 

Dicha desregulación propicia la adquisición de características como: adquisición de un 

estado pluripotente, capacidad de autorrenovación, incremento en la proliferación, 

migración e invasión, resistencia a fármacos y elongación de telómeros [67–71].  

Así mismo, datos obtenidos en nuestro grupo de investigación sugieren que células de 

cáncer de mama que sobreexpresan IKKe presentan mayor porcentaje de células troncales, 

así como características tumorigénicas [72]. Al realizar un análisis del transcriptoma por 



19 
  

secuenciación masiva se encontró un grupo de lincRNAs (RNAs largos no codificantes 

intergénicos) con niveles modificados en las células que sobreexpresaban a la cinasa IKKe 

[72]  

1.4.4 RNAs largos no codificantes y apoptosis. 

Al igual que la modulación en la regulación de la expresión de LncRNA’s afecta la 

adquisición de características pertenecientes a un fenotipo pluripotente, también se ha 

demostrado su impacto en la regulación del proceso apoptótico y por ende su importancia 

en el desarrollo de enfermedades [73,74]. En el caso del cáncer la evasión de este programa 

de muerte celular, conduce a la supervivencia de células transformadas y por tanto su 

posterior crecimiento y propagación [75]. De esta forma algunos RNAs largos como 

HOTAIR, HOXA-AS2, AFAP1-AS1, SPRYT4-ITI, TP73-AS1, PlncRNA-1 y OIP5-AS1, 

han sido descritos como inhibidores del proceso de apoptosis y promotores del crecimiento 

tumoral [75–80]. De igual manera en cáncer de mama se ha observado la inhibición de 

apoptosis y progresión tumoral regulada por RNAs no codificantes como TUG1, lincRNA-

APOC1P1-3, BCRT1, AC009283.1, LINC01087 y MIAT [81–86].  

Recientes estudios han señalado al RNA largo no codificante intergénico (lincRNA) RP11-

400k9.4, como un posible marcador de tumores triples negativos [87–89]. Así mismo 

Orlova y colaboradores encontraron diferentes lncRNAs, entre ellos RP11-400K9.4, 

asociados con la desregulación del inhibidor de la cinasa  IKK épsilon y la regulación del 

fenotipo troncal en células de cáncer de mama (MCF7) [72]. Por tanto, en el presente 

trabajo se investigó el papel y la repercusión de los cambios en los niveles de expresión del 
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lincRNA RP11-400K9.4 en la regulación del fenotipo troncal y progresión tumoral de la 

línea celular MCF-7.  

Capítulo II.- Hipótesis y Objetivos. 

2.1 Hipótesis. 

Si el RNA largo intergénico no codificante RP11-400K9.4 presenta una expresión alterada 

en células de cáncer de mama, entonces participará en la regulación del fenotipo troncal, 

clonogenicidad y supervivencia de células MCF-7. 

2.2 Objetivos. 

2.2.1 Objetivo General 

Evaluar la participación del RNA largo intergénico no codificante RP11-400K9.4 

en la regulación del fenotipo troncal, clonogenicidad y supervivencia de células 

MCF-7. 

2.2.2 Objetivos Particulares 

I. Determinar la localización del lincRNA RP11-400K9.4 en células MCF7 

II. Evaluar si lincRNA RP11-400K9.4 se encuentra sobreexpresado en la 

población troncal de células MCF-7. 

III. Determinar si la alteración de los niveles endógenos, con ensayos de perdida 

y/o ganancia de función de lincRNA RP11-400K9.4 en la línea celular 

MCF7 modifica su potencial tumorigénico 

 



21 
  

Capítulo III.- Materiales y Métodos. 

3.1 Extracción de plásmidos. 

Para el presente trabajo se emplearon 4 plásmidos diferentes pcDNA3-flag Ikkε que 

contiene una versión silvestre del gen, pcDNA3-flag Ikkε (K38A) el cual contiene una 

sustitución de una lisina por una alanina en la posición 38, inactivando a la proteína, 

pcDNA3-flag GFP y el vector vacío PLXSN, estos dos últimos como controles. 

La extracción de los plásmidos a partir de bacterias previamente transformadas, se llevó a 

cabo con el kit Geneall Exprep Plasmid SV Midi (Geneall Biotechnology Co.). 

Brevemente, se plaquearon las bacterias transformadas con los diferentes plásmidos en 

placas petri con agar LB y ampicilina (100µg/µl) a 37°C, durante toda la noche, 

posteriormente, se tomó una colonia y se colocó en un tubo con 5 ml de caldo LB con 

ampicilina durante 8 horas, a 37°C en agitación. Pasadas las 8 horas el contenido de cada 

tubo fue vertido en un matraz con 250 ml de caldo LB con ampicilina e incubado a 37°C 

durante toda la noche. Posteriormente se centrifugo en contenido de los matraces a 4000 

rpm durante 5 minutos para obtener el pellet de bacterias, posteriormente, el pellet se 

resuspendió en 12.5 ml del buffer S1, se añadieron 12.5 ml del buffer S2 y se incubo por 5 

minutos, después se añadieron 17.5 ml del buffer S3 y se incubo por 5 minutos más en 

hielo, para posteriormente centrifugar dicha mezcla a 5,000 rpm durante 20 minutos. 

Una vez obtenido el lisado, este se colocó en una columna y se incubo por 2 minutos, 

después se centrifugo a 2,200 rpm durante 3 minutos y se repitió dicho proceso hasta pasar 

el total del lisado por el filtro. Posteriormente, el lisado fue colocado en una columna SV 

Midi repitiendo el proceso de centrifugación tantas veces cono fuese necesario hasta pasar 

en su totalidad el lisado. Después se le agregaron 9 ml de Buffer AW a la columna y se 
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centrifugo a 2,200 rpm durante 3 minutos, posteriormente se le agregaron 12 ml de Buffer 

PW y centrifugo de igual manera.  

Después de este lavado, se colocaron 3 ml más de Buffer PW y se centrifugo a 5,000 rpm 

durante 15 minutos, finalmente se colocó la columna en un tubo nuevo y se agregaron 600 

µl de agua MilliQ previamente calentada a 70°C, se incubo por 5 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugo por 5 minutos a 5,000 rpm. 

Por último, se cuantificó la concentración obtenida de cada plásmido por medio de 

espectrometría con ayuda del equipo Nanodrop. 

 

3.2 Cultivo de la línea MCF7. 

La línea celular MCF7 fue obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection HTB-

22). Se cultivó y mantuvo a 37°C en una atmosfera húmeda con 5% de CO2 en medio 

EMEM (ATCC, 30-2003) con suero fetal bovino al 5% (ATCC, 30-2020).  

 

3.3 Transfecciones Transitorias.  

Se obtuvieron células a partir de un cultivo confluente y en placas de 6 pozos, se sembraron 

alrededor de 1 millón de células por pozo, para un total de 8 pozos, 2 pozos por cada 

plásmido empleado. Posteriormente, se colocaron 7.5 µl de Lipofectamina 2000 (Thermo 

Fisher Scientific) mas 3 µg de cada plásmido agregando el volumen de medio sin suero 

necesario para un volumen final de 100 µl en un tubo eppendorf y se incubó por 5 minutos 

a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubación, se colocaron los 100 µl de la 

mezcla de Lipofectamina (Thermo Fisher Scientific) con cada uno de los plásmidos en cada 

uno de los pozos correspondientes y se aforo a un volumen final de 1 ml de medio sin suero 

por pozo, posteriormente se dejó incubar durante 24 hrs a 37°C en una atmosfera al 5% 
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CO2, después se les retiro la mezcla y se tripsinizó a las células con una mezcla de 

PBS1x/Tripsina 0.05%/EDTA 0.53mM y se incubo a 37°C el tiempo necesario hasta 

observara a las células despegadas de la placa de cultivo. La mezcla fue inactivada con la 

adición de medio EMEM con suero fetal bovino (SFB) al 5% y se centrifugo a 1100 rpm 

durante 5 minutos. El pellet obtenido fue resuspendido en 5 ml de medio con SFB e 

incubado por 24 horas a 37°C/5% de CO2. 

 

3.4 Curva Dosis Respuesta y Transfecciones Estables. 

Se realizó una curva de concentración de G418 (Gentamicina), para lo cual en una placa de 

24 pozos se sembraron 200,000 células MCF7 por pozo en medio EMEM con suero al 5% 

y se les agrego una concentración de G418 desde 100µg hasta 1 mg por µl por duplicado. 

Posteriormente se les dejo crecer y se determinó la concentración a la cual morían las 

células mediante su observación en el microscopio.  

Una vez determinada la concentración de G418 necesaria, se realizó el proceso de 

transfección como se menciona anteriormente, sin embargo, en este caso se dejaron crecer 

por 2 semanas en presencia del antibiótico y 4 semanas más hasta obtener un cultivo 

confluente de células que expresaran establemente los plásmidos de interés. 

 

3.5 Extracción de RNA. 

La extracción del RNA se realizó a partir de 4 millones de células aproximadamente y por 

medio de Trizol y de acuerdo al protocolo ya establecido [90]. Brevemente, se resuspenden 

las células en 1 ml de trizol e incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos, añadir 200 

µl de cloroformo e incubar nuevamente 5 minutos y centrifugar a 11000 rpm por 15 

minutos. Una vez pasado el tiempo se habrán formado 2 fases, una orgánica y otra acuosa, 
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esta última se transfirió a un tubo limpio y se le agrego isopropanol en una proporción 1:1 

vol/vol y se dejó incubar a -20°C durante 2 horas. Posteriormente se centrifugo a 10000 

rpm durante 15 minutos, eliminando al final el sobrenadante y conservando el pellet 

obtenido, al cual se le realizaron dos lavados con etanol al 70%, para finalmente 

resuspender el pellet en 20 µl de agua desionizada y almacenarlo a -70°C. Finalmente, la 

integridad del RNA obtenido fue cuantificado por medio de espectrometría en el equipo 

Nanodrop, así como su integridad por medio de geles de agarosa al 1.5%. 

 

3.6 Diseño de primers y Validación de RNA-Seq. 

El diseño de los oligonucleótidos a usar se realizó con el programa Primer 3® Plus, y se 

confirmó la especificidad de los mismos con los programas BLAST, Primer BLAST, The 

Sequence Manipulation Suite y MFEprimer-2.0.  

A partir del RNA extraído previamente, se realizó una retrotranscripción utilizando 

oligonucleótidos aleatorios (Kit High-Capacity cDNA reverse Transcription Applied 

Biosystems), para obtener DNA complementario (cDNA). Una vez obtenido el cDNA se 

realizó una PCR tiempo real empleando el sistema PCR tiempo real 7500TM y SYBR® 

Select Master Mix de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Applied Biosystems). 

La expresión relativa de genes se calculó usando el método de 2-∆∆CT [91] tomando como 

controles al gen endógeno humano SDHA (Succinato deshidrogenasa subunidad A) y a las 

células transfectadas con el vector vacío. Todas las reacciones se realizaron por triplicado 

por cada muestra.  
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3.7 Localización de RNAs largos no codificantes intergénicos (LincRNA’s).  

3.7.1Fraccionamiento celular. 

Se llevó a cabo un fraccionamiento celular y extracción de RNA de cada uno de los cultivos 

de células transfectadas con los plásmidos pcDNA3-flag IKKe, pcDNA3-flag IKKe 

(K38A) y PLXSN con ayuda del sistema Paris Kit (Thermo Fisher Scientific). Para esto, se 

transfectaron transitoriamente células MCF7 con los 3 plásmidos mencionados, 

posteriormente, 4 millones de células transfectadas fueron lisadas con 400µl del buffer de 

fraccionamiento e incubadas en hielo por 10 minutos, después se centrifugo a 500 xg por 5 

minutos y se separó el sobrenadante (fracción citoplasmática) del pellet (fracción nuclear) 

obtenido. Posteriormente, a ambas fracciones se les agregaron 400 µl del buffer de 

disrupción y se tomó de cada fracción una porción la cual se guardó a -20°C para su uso, 

las porciones restantes fueron mezcladas con un volumen igual de la solución 2x 

lysis/binding, así como un volumen igual a la inicial de etanol al 100%. Una vez obtenida la 

mezcla, esta fue colocada en columnas con filtro y centrifugadas a 13,000 rpm durante 1 

minuto, el termino se lavaron las columnas con 700µl de Solución de lavado y 

posteriormente 500µl de 2/3 solución de lavado. Finalmente, la columna fue colocada en un 

tubo nuevo y se le agregaron 50 µl de la solución de elución (en 2 rondas, una de 40µl y 

otra de 10µl) previamente calentada a 95°C y centrifugando a 13,000 rpm durante 30 

segundos. 

 

3.7.2 Patrón de Proteínas y Western Blot.  

Para evaluar la pureza de las fracciones obtenidas, se realizó un corrimiento electroforético 

en geles desnaturalizantes de acrilamida, para lo cual en primera instancia se realizó una 

curva de α-globina mediante el kit Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad), el cual se basa en 
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el método de Bradford. Posteriormente, con estos mismos reactivos se realizó la 

cuantificación de la cantidad de proteínas de cada una de las fracciones obtenidas. Una vez 

cuantificadas, se cargaron 30 µg de cada muestra en un gel de acrilamida al 10% y se 

realizó la electroforesis a un voltaje constante de 110 volts por 1 hora, terminado el tiempo, 

el gel se tiño con azul de Commasie para evidenciar el patrón de proteínas.  

A la par se realizó un inmunoreconocimiento contra las proteínas Laminina A/C y α-

Tubulina para evidenciar su localización en núcleo y citoplasma respectivamente, para esto 

una vez realizado el corrimiento electroforético se equilibró el gel en buffer de 

transferencia por 15 min, a la vez que se humedeció una membrana PVDF del tamaño del 

gel en metanol por 10 minutos y 10 minutos más en Buffer de transferencia. 

Posteriormente, se colocaron tanto el gel, así como la membrana entre un par de papel filtro 

en una cámara de transferencia semiseca y se transfirió a un voltaje constante de 15 volts 

durante 20 minutos. Terminado el tiempo, la membrana se colocó en TBS-Tween 0.1% con 

leche descremada al 5% y se dejó en agitación a temperatura ambiente durante 2 horas, 

posteriormente se lavó la membrana 3 veces durante 10 minutos cada lavado, con TBS-

Tween0.1%. Una vez lavada la membrana se incubo con el anticuerpo primario Laminina 

A/C (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1% (1:1000) durante 2 horas en agitación a temperatura 

ambiente, posteriormente se lavó nuevamente con TBS-Tween0.1% y se incubo con el 

anticuerpo primario contra α-Tubulina (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1% (1:1000) bajo las 

mismas condiciones. Al término de esta incubación, se lavó la membrana y se incubo por 2 

horas más con el anticuerpo secundario Anti-ratón (Santa Cruz) en TBS-Tween0.1% 

(1:2000). Finalmente, la membrana se lavó nuevamente con TBS-Tween0.1% y se revelo 

mediante su incubación con una mezcla de HRP-Substrate Luminol Reagent (Bio Rad) y 
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HRP-Substrate Peroxide Solution (Bio Rad) (1:1) durante 5 minutos, y posterior exposición 

en el fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (Bio Rad). 

 

3.7.3 Expresión Relativa de RP11-757G1.6 y RP11-400K9.4 

Con los oligonucleótidos diseñados previamente se llevó a cabo la evaluación de la 

expresión de los LincRNA’s de interés en ambas fracciones empleando los mismos 

reactivos señalados anteriormente y al igual que en los ensayos de validación se empleó 

como control a las células transfectadas con el vector vacío, sin embargo, en este caso se 

usó como gen endógeno al snRNA-U48. 

Cabe mencionar que le expresión de este snRNA fue evaluada empleado sondas TaqMan, 

por lo cual en primera instancia se realizó la síntesis de cDNA a partir del RNA 

previamente obtenido con ayuda de los componentes del kit MicroRNA Reverse 

Transcription y el oligonucleótido del kit TaqMan Small RNA Assays  (Applied 

Biosystems), el cual consiste en un stem loop específico para el snRNA de interés, 

posteriormente este cDNA fue utilizado para evaluar la expresión relativa del snRNA-U48 

con ayuda del TaqMan Universal PCR Master MixII (Applied Biosystems). 

 

3.8 Expresión relativa de RP11-400K9.4 en diferentes líneas celulares de cáncer de 

mama. 

Diez líneas celulares pertenecientes a distintos subtipos de Cáncer de Mama (MCF7, T47D, 

ZR751, MDA-MB-361, 453, 468, 231, SKBR3, HS578T y BT-20) fueron crecidas en 

medio DMEM o RPMI suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5% de acuerdo con 

las instrucciones del fabricante y mantenidas a 37°C y 5% de CO2. De estas se extrajo RNA 



28 
  

y sintetizó cDNA con el cual se realizó una PCR en tiempo real siguiendo las 

especificaciones antes mencionadas para evaluar la expresión del lincRNA. Así mismo el 

cálculo de dicha expresión fue realizado de igual manera con el método descrito por Livak 

en 2001 [91].  

 

3.9 Formación de esferoides. 

Se realizó la formación de esferas por agregación, para lo cual se sembraron 2 millones de 

células en botellas de 12.5 cm2 con medio Lebovitz (L-15) al 10% de Suero Fetal Bovino 

durante 6 días en una incubadora de agitación orbital a 60 rpm, realizando cambios de 

medio cada 48 hrs y disgregando aquellos cúmulos amorfos que pudieran generarse. 

 

3.10 Separación de población MCF-7 CD44+/CD24- por citometría de flujo “sorting”. 

Las células de los esferoides mamarios se disgregaron mediante su incubación con Acutasa 

(Life Tecnologies, Carlsbad, CA, USA) a 37°C durante 10 minutos, después se lavaron con 

PBS y se resuspendieron en PBS-FBS 1%. Diez millones de células se incubaron con 

anticuerpos FITC-CD44 y PE-CD24 por 30 minutos en hielo y ausencia de luz, mientras 

que para compensar se emplearon perlas incubadas con los mismos anticuerpos. Así mismo 

se empleó un millón de células como control, a la vez que dos millones más fueron 

marcados, uno con PE-IgG2 y uno más con FITC-IgG2a los cuales fueron utilizados como 

anticuerpos de isotipo. Para la separación celular por citometría de flujo se utilizó el equipo 

FACSAria (BD BioSciences, USA) 
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3.11 Sobreexpresión e inhibición de RP11-400K9.4 en células MCF7. 

Para establecer sistemas que sobre o subexpresaran al lincRNA de interés, se transfectaron 

de manera estable e independiente dos shRNAs dirigidos contra el lincRNA y un 

GeneBlock correspondiente a la secuencia de este. 

Los shRNAs para silenciar al lincRNA fueron diseñados con ayuda de los softwares, e-

RNAi, Lncipedia, Ensembl, BLAST y la herramienta shRNA Clone Designer 

proporcionada por la casa comercial Clontech, así mismo se realizó siguiendo las pautas 

recomendadas en la literatura para obtener la mayor eficiencia posible en el silenciamiento. 

Posteriormente, procedimos a clonar los shRNAs dentro del vector pcDNA 3.1, como ya se 

especificó anteriormente y tomando como control un plásmido con un shRNA contra 

Luciferasa. Finalmente, esta inserción fue corroborada mediante la digestión de los 

plásmidos con la enzima de restricción Mlu1 y corrimiento electroforético de las muestras 

en geles de agarosa al 1%.   

En lo que respecta a la sobreexpresión de RP11-400K9.4, se optó por el uso de 

GeneBlocks, estos se refieren a versiones sintéticas de algún gen de interés manufacturados 

por la casa comercial Applied Biosystems; en nuestro caso se sintetizo el RNA largo RP11-

400K9.4, el cual posteriormente se ligó en el vector pcDNA 3.1 con ayuda del kit In-Fusion 

HD Cloning (Takara) de acuerdo a las especificaciones del fabricante y se transfecto a 

células MCF7, como ya se indicó anteriormente.  

Después de ser ligados, se realizó una triple digestión de los vectores generados, con las 

enzimas de restricción EcoRV-Nhe1-EcoN1 con la finalidad de corroborar la inserción del 

lincRNA de interés y de igual manera, una vez digerido los plásmidos se realizó un 

corrimiento electroforético de las muestras en geles de agarosa al 2% 
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3.12 Ensayos de Proliferación celular. 

En placas adherentes de 96 pozos se colocaron 3000 células de los diferentes grupos de 

células MCF7 transfectadas (MCF7/Luc, MCF7/Geneblock, MCF7/shRNA1, 

MCF7/shRNA2) y se les agregaron 100 ml de medio DMEM suplementado con FBS al 

5%.  

A partir del inicio del experimento se evaluó la proliferación cada 12 horas por medio de un 

ensayo de MTT (Promega). Este ensayo consiste en la adición de sales de tetrazolio para su 

reducción a formazan, para esto se deja incubando durante 1 hora a las células con 15 ml 

del colorante de tetrazolio, posteriormente se agregan 100 ml de solución de solubilización 

para liberar el colorante reducido al medio de cultivo y poder leerlo en el espectrómetro 

Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector a una longitud de onda de 580 nm. 

 

3.13 Ensayos de Migración in vitro. 

Al igual que en los ensayos de proliferación, se emplearon los mismos grupos de células 

MCF7 transfectadas, de los cuales se colocaron 30,000 células por inserto en placas 

Transwell (Corning), estas placas constan de 24 pozos con 12 insertos los cuales tienen una 

membrana con un tamaño de poro de 8 micras, el cual permite el paso de las células desde 

la parte superior de la membrana hacia la inferior, denotando así el fenómeno de migración 

celular. Para esto se colocaron a las células en presencia de medio suplementado con suero 

al 5% como quimioatrayente durante 24 horas, pasado el tiempo las membranas fueron 

lavadas con PBS y fijadas con paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, posteriormente 

se lavaron nuevamente con PBS y se tiñeron durante 1 hora con cristal violeta al 1%, 

finalmente se lavaron con aguas destilada y se dejaron secar. 
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Una vez teñidas la membrana fueron fotografiadas y dichas imágenes analizadas con ayuda 

del programa ImageJ para contabilizar el número de células que migraron. 

 

3.14 Microarreglos de expresión.  

Para determinar los patrones de expresión génica asociados a la expresión del RNA largo 

no codificante RP11-400k9.4, se transfectaron células MCF7 con un vector que expresa 

Luciferasa como control, o bien con la construcción de sobreexpresión (Geneblock) 

generados anteriormente. El RNA total se obtuvo después de tres semanas, una vez que las 

células expresaban de manera estable el gen de luciferasa o el lincRNA RP11-400k9.4. 

Posteriormente este RNA fue tratado con DNAsa (Promega) y analizada su integridad 

mediante el Bioanalizador 2100 (Agilent), utilizando aquellas muestras que mostraron un 

índice de integridad (RIN) mayor o igual a 9. De esta forman utilizamos 3 réplicas de cada 

grupo (Control=Luc y Sobreexpresión=GeneBlock RP11-400k9.4) en el arreglo Human 

Gene 2.0 (Affymetrix).   

 

3.15 Análisis Bioinformático 

Tras obtener los datos de expresión de los genes alterados, la base general fue filtrada 

tomando en cuenta un umbral de ±3 veces o superior, así como un valor de p ≤0.05. 

Posteriormente se realizó el análisis de los genes restantes mediante la plataforma GSEA, 

así como las bases de genes “Hallmark” y “KEGG” obtenidos de la base de datos MSigDB 

[92]  para identificar los procesos celulares afectados [93]. Así mismo, mediante el uso del 

programa REVIGO [94] se obtuvieron los datos acerca de los procesos biológicos 

afectados, como desarrollo de glándulas mamarias, apoptosis, daño a DNA por radiación 

ionizante, etc., mientras que las principales vías de señalización desreguladas se realizó 
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mediante su análisis con el programa KPA (ClarivateTM), además del uso y análisis de las 

bases de datos BioPlanet 2019, NCI-Nature 2016 and WikiPathways 2019 Human con el 

software Enrichr [95,96]. 

3.16 Ensayo de viabilidad celular 

En placas adherentes de 96 pozos se colocaron 15,000 células de los diferentes grupos de 

células MCF7 y MDA-MB-438 transfectadas (Luc, Geneblock (GB400), shRNA1, 

shRNA2). Se les agregaron 100 ml de medio DMEM sin suplementar y se incubaron 

durante toda una noche a 37°C en una atmosfera al 5% CO2. 

Posteriormente se les irradio con luz UV-C a una longitud de onda de 254nm durante 3 

minutos, tras lo cual se les volvió a incubar en medio sin suero durante 24 horas. 

Transcurrido este tiempo la viabilidad celular se evaluó mediante la adición de sales de 

tetrazolio, tal como se mencionó anteriormente.  
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Capítulo IV.- Resultados. 

4.1 Selección de RNAs largos no codificantes intergénicos (LincRNAs) y Validación de 

RNA-Seq. 

A partir de los datos de la Secuenciación Masiva previamente reportados [72] se eligieron 

algunos RNAs largos no codificantes para validar los resultados de la secuenciación por 

medio de PCR en tiempo real. Para esta elección, primero seleccionamos a aquellos RNAs 

no codificantes que pertenecieran a la clase intergénica (lincRNA’s) además de no 

presentaran isoformas. De esta forma se identificaron 14 lincRNA’s desregulados en 

células que presentan sobreexpresión de Ikkε (Fig. 8A).  

Posteriormente seleccionamos 3 de estos 14 lincRNAs, dos de ellos (RP11-757G1.6, RP11-

400K9.4) debido al cambio en su expresión (fold change) y uno más seleccionado al azar 

(RP11-865I6.2). Una vez seleccionados los lincRNAs, se procedió a diseñar un par de 

oligonucleótidos para amplificar cada uno de ellos (Apéndice I), gracias a los cuales 

pudimos observar una sobreexpresión de 5.2, 3.6 y 1.5 (p value <0.0001) veces en los 

lincRNA’s RP11-757G1.6, RP11-400K9.4 y RP11-865I6.2 respectivamente. Dichos 

valores fueron similares los obtenidos en la Secuenciación Masiva, por lo que pudimos 

corroborar que estos datos son válidos y no son producto de algún artefacto durante la 

Secuenciación (Fig. 8B y 8C). 

Finalmente cabe mencionar que si bien el objetivo del presente trabajo fue el evaluar el 

efecto que conlleva el cambio en la expresión del lincRNA RP11-400K9.4, nos interesó 

también analizar al lincRNA RP11-757G1.6 debido a que fue el RNA con el mayor cambio 

en su expresión, sin embargo, al final no se continuo con su análisis ya que no fue posible 

realizar una transfección eficiente y estable.  
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Fig. 8. LincRNAs con expresión alterada tras la modulación de Ikke y validación de datos de 

secuenciación masiva. A) RNA’s largos no codificantes intergénicos que presentaron alteración en 

su expresión en células transfectadas transitoriamente con el vector pcDNA3-flag Ikke, reportados 

previamente [72]; B) Expresión relativa de los LincRNAs de interés obtenida por secuenciación 

masiva y PCR en tiempo real en células MCF7 transfectadas transitoriamente con el plásmido 

pcDNA3-flag Ikke. C) Expresión relativa de IKKe en células MCF7, transfectadas transitoriamente 

con el plásmido pcDNA3-flag Ikke. Los datos mostrados corresponden a las medias ± SEM de tres 

experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una t-Student: *p <0.05, ****p 

<0.0001.  

 

4.2 Localización subcelular de RP11-400K9.4 

Con el objetivo de identificar la localización del LincRNA de interés, realizamos un 

fraccionamiento celular a partir del cual extrajimos proteínas y RNA de ambas fracciones. 

Con las proteínas realizamos dos corrimientos electroforéticos en geles de acrilamida 

desnaturalizantes al 10%, uno de ellos se tiñó con azul de Comassie para evidenciar el 

patrón de proteínas, mientras que el otro se transfirió a una membrana PVDF sobre el cual  
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A/C. Observamos la presencia de Laminina A/C en La fracción nuclear, mientras que α-

Tubulina solo se observó en la fracción citoplasmática, lo que denota la pureza de las 

fracciones obtenidas (Fig. 9A). 

Posteriormente, realizamos la retrotranscripción del RNA obtenido de las diferentes 

fracciones para obtener cDNA y utilizarlo posteriormente para evaluar la expresión de 

RP11-757G1.6, RP11-400K9.4 por medio de PCR en Tiempo Real y determinar su 

localización subcelular, observando una mayor expresión del RNA largo RP11-400K9.4 en 

la fracción citoplasmática (Fig. 9B). Dicho resultado se confirmó mediante la base 

lncATLAS, donde tomando como referencia a MALAT1 (lncRNA nuclear), se analizó la 

localización del RNA RP11-400k9.4, encontrándolo primordialmente en el citoplasma. Por 

tanto, podemos concluir que el predominio de este RNA largo es citoplasmático, dando así 

un posible indicio de su función, como molécula señuelo. (Fig. 9C).  

 

4.3 Expresión de RP11-400K9.4 en líneas celulares.  

Procedimos a realizar la evaluación de la expresión del RNA largo RP11-400K9.4 en un 

panel de 10 líneas celulares pertenecientes a los diferentes subtipos moleculares de cáncer 

de mama, esto con el objetivo de identificar la posible asociación de este RNA con un 

subtipo en particular. Sin embargo, tras realizar el análisis y a diferencia de otros RNAs que 

se caracterizan por ser particulares de un subtipo de cáncer particular como Triples 

negativos, en este caso no observamos este fenómeno ya que no está asociado al estatus 

hormonal de las células, tiempo de división o subtipo, aun así encontramos una correlación 

inversa entre la capacidad invasiva de las células y la expresión de RP11-400K9.4, es decir, 
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menor expresión del RNA largo en líneas como  MDA-MB-361, HS578T  y MDA-MB-

231 a la vez que células como MDA-MB-453, T47D y MCF-7 presentan mayores niveles 

de RP11-400K9.4 (Fig. 9D). 

 

Fig. 9. Expresión del lincRNA RP11-400k9.4 en células de cáncer de mama y localización 

subcelular. A) Patrón de proteínas de las fracciones nucleares y citoplasmáticas teñidas con azul de 

comassie así como Western blot de las fracciones nucleares y citoplasmáticas contra laminina (67 

kDa, azul) y α-tubulina (50 kDa, anaranjado); B) Expresión relativa de RP11-400K9.4 en ambas 

fracciones mediante PCR tiempo real; C) Expresión relativa de RP11-400K9.4 en ambas fracciones 

reportada en la base lncATLAS; D) Expresión de RP11-400K9.4 obtenidos a partir de diez líneas 

celulares pertenecientes a distintos subtipos moleculares de cáncer de mama. MWM= Marcador de 

peso molecular, N= núcleo, C= citoplasma, CN RCI= Índice de Concentración Relativa calculada 

para Citoplasma y Núcleo. La normalización de los datos de expresión relativa se realizó tomando 

como referencia al gen SDHA. Los datos mostrados corresponden a las medias ± SEM de tres 

experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una t-Student: ****p <0.0001. 
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4.4 Expresión de lincRNA RP11-400K9.4 en CSC’s y esferoides mamarios. 

Por otra parte, dados los antecedentes donde se señalan la importancia de Ikke y lncRNAs 

en la población de células troncales de cáncer de mama [72], así como al enriquecimiento 

de esta población en cultivos 3D como mamoesferas en comparación a cultivos en 

monocapa (2D) [97], decidimos realizar la medición de RP11-400K9.4 en células 

CD44+/CD24- (población troncal) provenientes de esferoides por agregación tras su cultivo 

por 20 días. Observamos una disminución en la expresión del lincRNA en población 

troncal en comparación con las células no troncales CD44-/CD24+ (Fig 10A). Mas aun, al 

comparar la expresión del RNA en cultivos en monocapa versus los esferoides antes 

mencionados, encontrando una mayor expresión en cultivos en 2D vs 3D (Fig. 10B). 

 

 

Fig. 10. Expresión del lincRNA RP11-400K9.4 en células CD44+/CD24- así como cultivos 2D y 

3D de células MCF7. A) Expresión de RP11-400K9.4 en células troncales (CD44+/CD24-) y no 

troncales (CD44-/CD24+) cultivadas en monocapa; B) Expresión del lincRNA en cultivos 

monocapa vs esferoides. Los datos mostrados corresponden a las medias ± SEM de tres 

experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una t-Student: CD44+/CD24- 

vs CD44-/CD24+ y Monocapa vs esferoides, ** p <0.01, **** p <0.0001.  

 



38 
  

4.5 Análisis de la sub o sobreexpresión de RP11-400K9.4 en células de cáncer de 

mama. 

Con la finalidad de crear células de dos subtipos diferentes que sub o sobreexpresaran el 

RNA largo RP11-400K9.4, diseñamos un par de shRNAs, así como una versión sintética 

del RNA (GB400). Tanto los shRNAs como el GB400, fueron ligados de manera eficiente 

en el plásmido de interés. Particularmente, para el ligamiento del GB400 en el vector, fue 

necesario agregar un par de secuencias adaptadoras complementarias al vector. Una vez 

ligado se confirmó la correcta incorporación del RNA al vector mediante una triple 

digestión. De esta forma obtuvimos transfecciones estables de células MCF7 y MDA-MB-

468 que presentaran niveles bajos o altos del LincRNA RP11-400K9.4 con respecto a los 

niveles basales (Fig. 11A-D) permitiéndonos realizar ensayos de proliferación, migración y 

respuesta a daño por radiación ultravioleta.  
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Fig. 11. Modulación de la expresión de RP11-400K9.4 en células MCF7 y MDA-MB-468. A y B) 

Sub y sobreexpresión de RP11-400K9.4 en células MCF7; C y D) Sub y sobreexpresión de RP11-

400K9.4 en células MDA-MB-468. Los datos mostrados corresponden a las medias ± SEM de tres 

experimentos independientes. NC= Células control transfectadas con el vector vacío. La 

significancia se calculó mediante una t-Student, NC vs shRNA1/2 y NC vs GB400, ** p <0.01, 

**** p <0.0001.  

 

 

4.6 Ensayos de migración in vitro en células de cáncer de mama.  

Después de obtener las clonas descritas anteriormente sembramos 30,000 células en cada 

uno de los pocillos transwell permitiendo su paso de un lado a otro de la membrana usando 

SFB como atrayente durante 24 ó 48 hrs según correspondiera. Tras fijar y teñir las células 

de ambas líneas celulares, observamos una menor migración celular en los grupos 

transfectados con el vector que sobreexpresaba al RNA largo (GB400) y las células control 

que fueron transfectadas con el vector vacío (NC), en comparación con las células donde se 

inhibió la expresión del RNA (shRNA1 y shRNA2), donde se observó una mayor 

migración celular (Fig. 12A-D).  
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Fig. 12. Reducción en la migración de células MCF7 y MDA-MB-468 tras la sobreexpresión del 

lincRNA RP11-400K9.4. A) Cuantificación de migración MCF7; B) Membranas Transwell teñidas 

tras la migración de células MCF7; C) Cuantificación de migración MDA-MB-468; D) Membranas 

Transwell teñidas tras la migración de células MDA-MB-468. Los datos mostrados corresponden a 

las medias ± SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una 

ANOVA: NC=Control, GB400= Geneblock RP11-400-K9.4; NC vs shRNA1/shRNA2/GB400, ** 

p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001, ns= no significativo. 

 

4.7 Análisis Bioinformático. 

Tras observar el efecto in vitro que tiene la modulación del RNA largo intergénico RP11-

400K9.4, decidimos analizar la expresión genética global a través de microarreglos con la 

finalidad de observar los genes que cambiaron su expresión como respuesta a la 

desregulación de nuestro lincRNA. Por tanto, usando tres muestras de RNA de células 

MCF7 transfectadas con el vector Luc como control (NC) y 3 muestras de RNA de células 

transfectadas con la vector GB400 encontramos 710 genes desregulados, de los cuales 398 

presentaban una expresión al alza, mientras que 312 se encontraban subexpresados (Fig. 

13A), dichos genes fueron tomados en cuenta gracias a un cambio en su expresión de ±3 

veces, así como un valor de p≤ 0.05. Posteriormente llevamos a cabo un análisis de 

agrupamiento jerárquico mediante la herramienta Heatmapper [98], con la cual se generó 

un mapa de calor de los perfiles de expresión de cada condición. 

De esta forma y usando los parámetros default a excepción del uso de ±3 veces de cambio 

en la expresión, obtuvimos un mapa de calor o heatmap claramente agrupado donde se 

observaron 347 genes desregulados, 71 genes sobreexpresados y 276 genes subexpresados 

(Fig. 13B). Finalmente, para validar dichos datos elegimos al azar 15 genes para medir su 

expresión por PCR en tiempo Real, así, observamos que 12 genes (80%) presentaban una 

expresión similar a la señalada por medio de microarreglos (Fig. 13C y D), confirmando la 

reproducibilidad de los cambios de expresión obtenidos. 
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Una vez conocidos los genes desregulados realizamos un análisis para determinar las vías 

de señalización alteradas, para ello se emplearon los programas bioinformáticos GSEA, 

KPA, REVIGO y Enrichr. Tras ser filtrada la base mediante un cambio en la expresión de 

±3 o superior, así como un valor de p ≤0.05, se realizó un análisis de GSEA con los 

parámetros default y considerando un valor de FDR<0.25 como estadísticamente 

significativo, usando los sets Hallmark y KEGG descargado de la base MsigDB (Fig. 14C). 

Posteriormente se llevó a cabo el análisis correspondiente usando los parámetros default de 

los softwares KPA, REVIGO y Enrichr [92,94–96].  

 
Fig. 13. Genes con expresión alterada tras la sobreexpresión de LincRNA en células MCF7.  A) 

Número de genes desregulados, totales al alza y baja; B) Mapa de calor de los genes alterados con 

un cambio de expresión de ±3 veces por la sobreexpresión de RP11-400K9.4; C y D) Validación de 

la expresión de 15 genes mediante PCR en tiempo real. Los datos de PCR corresponden a las 

medias ± SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una 

ANOVA de dos vías: Microarreglos vs PCR en tiempo real, * p <0.05**, p <0.01, *** p <0.001, 

**** p <0.0001. 



42 
  

Con estos análisis obtuvimos un gráfico donde se señalan los procesos biológicos alterados, 

como desarrollo de glándulas mamarias, apoptosis y daño a DNA mediante radiación 

ionizante entre otras (Fig. 14A), además las vías de señalización afectadas (Fig. 14B y C). 

 

 
Fig. 14. Vías de señalización y procesos celulares alterados tras la sobreexpresión de RP11-400K9.4 

en células MCF7. A y C) Principales procesos celulares afectados por la sobreexpresión de RP11-

400K9.4 analizadas mediante los programas REVIGO y GSEA (Gene Set Enrichment Analysis); B) 

Principales vías alteradas obtenidas mediante su análisis por KPA y Enrichr.  
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4.8 Ensayos in vitro de daño por radiación UV-C y proliferación. 

El análisis bioinformático arrojó evidencia acerca de la desregulación de vías relacionadas 

con la reparación de daño a DNA inducido por radiación ultravioleta, particularmente la vía 

de ATR. Debido a esto realizamos ensayos de viabilidad, para los cuales tras sembrar 

células MCF7 y MDA-MB-468 estas fueron irradiadas con luz UV-C a una longitud de 254 

nm durante 3 minutos, tiempo tras el cual fueron incubadas en medio deprivado de suero 

durante 24 horas. Posteriormente mediante un ensayo de degradación de sales de tetrazolio 

(MTT), medimos la absorbancia del medio, observando una menor viabilidad celular 

cuando el RNA largo era silenciado, a la vez que al sobreexpresarlo la viabilidad 

aumentaba con respecto al grupo control (Fig. 15A y B). 

 
Fig. 15. El aumento en la expresión de lincRNA RP11-400k9.4 promueve la supervivencia de 

células MCF7 a la par de un nulo efecto en su proliferación. A y B) Supervivencia de células de 

CaMa que sobre y subexpresan al RNA RP11-400K9.4 iradiadas con luz UV-C. C) Expresión de 

BIRC3 y BIRC5 en células MCF7 que sobreexpresan RP11-400K9.4. D) Proliferación de células 

MCF7 transfectadas con los shRNAs o GB400. Los datos de PCR y proliferación corresponden a 

las medias ± SEM de tres experimentos independientes. La significancia se calculó mediante una 

ANOVA: NC vs shRNA1/shRNA2/GB400; Microarreglos vs PCR en tiempo real, * p <0.05**, p 

<0.01, **** p <0.0001. 
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Uno de los procesos desencadenados tras la radiación con UV-C es el proceso de apoptosis, 

del cual encontramos un par de proteínas participes, cIAP-2 (BIRC3) y Survivina (BIRC5). 

Tras medir los niveles de BIRC3 y BIRC5 mediante PCR en tiempo real (Fig. 15C), 

encontrando a ambas proteínas sobreexpresadas en células con sobreexpresión de RP11-

400K9.4 reforzando el papel protector del RP11-400K9.4 a la inducción de muerte por 

radiación ionizante. Sin embargo, al medir la proliferación celular en los diferentes grupos 

celulares no observamos diferencias estadísticamente significativas (Fig. 15D). 
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Capítulo V.- Discusión. 

5.1 LincRNA RP11-400K9.4 en cáncer de mama. 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte asociada a una neoplasia maligna a nivel 

mundial. Datos de nuestro país muestran un incremento anual en la incidencia del cáncer de 

mama, siendo de 35.2 mujeres por cada 100,000 habitantes y una tasa de mortalidad de 

17.2 defunciones por cada 100,000 mujeres en 2019 [6]. Por ende y como se mencionó 

anteriormente el estudio epigenético de este, y otros tipos de cáncer, ha cobrado gran 

relevancia durante las últimas décadas debido a la intervención de estos procesos en la 

expresión génica [99–101]. Particularmente se han evidenciado el efecto regulador de 

RNAs no codificantes en el desarrollo tumoral, lo que aunado a su estabilidad y detección 

en muestras biológicas (plasma sanguíneo, orina y saliva), señalan su potencial uso para el 

diagnóstico y tratamiento del cáncer [102–104]. 

Con esto en mente, se han tratado de identificar firmas de RNAs no codificantes largos y 

pequeños, con los cuales se puedan identificar los distintos subtipos moleculares del cáncer 

de mama [87,105–107]. Dentro de los RNAs largos no codificantes propuestos como 

marcadores del subtipo Her2 positivo, el RNA RP11-400K9.4 cobra relevancia no solo por 

su sobreexpresión en dichos tumores, sino también por su reciente identificación en células 

de cáncer de mama capaces de adquirir características propias de un fenotipo pluripotente, 

asociado a la subpoblación de CSC’s [72]. En este trabajo observamos una expresión 

variable a través de diferentes líneas celulares tanto Erbb2 positivas como negativas, lo cual 

puede deberse a las diferencias del abordaje empleado en cada estudio. Sin embargo, 

observamos una correlación inversa entre el nivel de expresión y la capacidad invasiva de 

las células. 
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Así mismo, observamos que la población de células CD44+ CD24-/Low (CSC’s) de la 

línea MCF7 expresó en menor medida el RNA RP11-400K9.4 con respecto a las células no 

troncales de esta línea. Una vez más la discrepancia de este dato con respecto a lo reportado 

por Orlova y colaboradores puede deberse a la medición de este RNA en células con una 

sobreexpresión transitoria de Ikke [72], ya que observamos el regreso de este RNA a 

niveles de expresión normales en una transfección estable, lo que indica un aumento en su 

expresión como resultado del estrés producido durante su manipulación [108,109]. Dicha 

inferencia se ve reforzada al observar una mayor expresión en células cultivadas en 

monocapa (2D), versus un cultivo tridimensional, como lo son los esferoides 

multicelulares, mismos que poseen una población de células troncales enriquecida [97,110] 

Así mismo se ha observado un mayor potencial tumorigénico así como una mayor 

migración e invasividad en células CD44+ CD24-/Low [111]. Por tanto, dada la correlación 

inversa observada entre la expresión del RNA RP11-400K9.4 y la capacidad invasiva de las 

líneas analizadas, así como su baja expresión en cultivos en 3D, concluimos que dicho 

RNA no tiene un papel relevante en la biología de las CSC’s. No obstante, sería interesante 

corroborar dichos resultados mediante ensayos in vitro e in vivo de invasión, así como el 

analizar la expresión del RNA largo en mamoesferas en comparación a los esferoides por 

agregación aquí analizados. 

A la fecha se han reportado poco más de 107,000 transcritos de RNA largos no codificantes 

[112], los cuales pueden ser clasificados de acuerdo a su ubicación dentro de la célula 

(nuclear o citoplasmático), lo que determina la función del RNA en cuestión debido a la 

estrecha relación entre dicho lncRNA y su molécula blanco. De esta forma se han descrito 

ampliamente lncRNA nucleares debido a su importancia en la regulación del estado de la 
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cromatina, splicing y transcripción entre otros procesos, tal es el caso de RNAs como 

MALAT1, HOTAIR, PANDA, XIST, etc. [113,114].  

En contraste, el estudio de RNA largos no codificantes situados en el citoplasma ha sido 

menor a pesar de la sugerencia de su mayor número en comparación con lncRNA nucleares 

[115,116]. Estos RNAs al igual que los de la fracción nuclear, interactúan con proteínas, 

material genético y otros RNAs no codificantes para llevar a cabo su función reguladora 

[117]. En este trabajo tras realizar un fraccionamiento celular de células MCF7, 

observamos una mayor expresión del lincRNA RP11-400k9.4 en la fracción citoplasmática 

versus la fracción nuclear, dicho resultado se vio corroborado mediante el análisis in silico 

del RNA en diferentes líneas celulares de origen diferente y tomando como referencia un 

RNA nuclear ampliamente descrito (MALAT1). De esta forma el siguiente paso es analizar 

a nivel de RNA mensajero y proteína, en células que presenten sub o sobreexpresión del 

ncRNA, la o las moléculas con las cuales interactúa RP11-400K9.4, esto mediante ensayos 

de precipitación (RIP-Chip-seq), PCR en tiempo real y Western-blot permitiendo 

identificar su función.  

 

5.2 RP11-400K9.4 afecta la supervivencia celular y migración en células de cáncer de 

mama. 

Si bien tras su análisis, aparentemente el lincRNA RP11-400K9.4 no es relevante para la 

adquisición y mantenimiento de un estado pluripotente, propio de células troncales 

tumorales (CSC’s), pudimos observar afectaciones en procesos importantes para la 

mantenimiento y propagación de células tumorales mamarias, tales como lo son resistencia 

a radiación ionizante y por ende la supervivencia de las células, así como su capacidad de 
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migrar. Dichos procesos fueron identificados mediante el análisis de datos de secuenciación 

masiva de RNA (RNA-Seq) y sus correspondientes ensayos de perdida y ganancia de 

función. 

De esta forma encontramos una menor migración en células sobreexpresantes de RP11-

400k9.4 respecto de las células con baja expresión. Además, encontramos una menor 

muerte celular inducida por radicación ionizante (UV-C) en células con mayores niveles de 

RP11-400K9.4. El proceso de diseminación o metástasis es sumamente complejo y permite 

a las células tumorales sufrir un proceso de desdiferenciación o transdiferenciación y 

adquirir la capacidad de desplazarse [118–120]. El principal mecanismo para llevar a cabo 

el proceso de diseminación es la Transición Epitelio Mesénquima o EMT (por sus siglas en 

inglés), mediante el cual las células epiteliales adquieren características de células 

mesenquimales, como: morfología asimétrica, mayor movilidad e invasividad, presencia de 

adhesiones focales, expresión de N-cadherina, vimentina y metaloproteasas entre otras, así 

como un rearreglo en el tipo de fibras o microtúbulos presentes en el citoesqueleto [121–

124]. 

Una vez que las células se desanclan de la membrana basal, estas pueden migrar ya sea de 

manera individual o colectiva con el objetivo de colonizar otros tejidos. Diferentes RNAs 

largos no codificantes se han asociado al proceso de migración celular y por ende 

metástasis, ya sea como oncogenes (ANCR, CCAT1, PART1, HIF1A-AS2) o bien como 

supresores de tumor (GAS5, NKILA y FENDRR) [125–131]. La disminución en la 

capacidad de migrar de las células tras la inhibición de la expresión del lincRNA RP11-

400K9.4 sugiere un comportamiento tipo supresor de tumor, sin embargo, contrasta con el 

aumento en la supervivencia celular tras su radiación con luz UV-C. 
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Estos resultados aunados a la observación del incremento en la expresión de BIRC3 a la par 

de una disminución en la expresión de algunas cinasas de la vía de ATR y la interacción de 

ambas vías con proteínas de la vía NFkB, la cual ha sido ampliamente descrita en el 

proceso de tumorogenesis, incluyendo la resistencia por parte de las células a radiación 

ionizante (SINGH, XIA), nos hace pensar que el lincRNA RP11-400k9.4 efectúa su 

función reguladora a través la vía de NFkB. En este sentido se ha observado que diferentes 

células tumorales desarrollan resistencia a la radioterapia debido a la sobreexpresión de las 

proteínas ATR y ATM quienes inhiben diferentes cinasas (Cdc25A, Ciclina A/B/E y 

CDK1) cascada abajo, lo que promueve el arresto del ciclo celular y por ende promueve la 

supervivencia celular debido a la evasión de apoptosis y activación de la maquinaria de 

reparación de DNA, misma que es estimulada mediante radiación ionizante (BROWN, AL, 

WU). Así mismo, diferentes RNAs no codificantes, como GAS5, RP11 ‐670E13.6, lnc-

GKN2-1:1, GAS6-AS1, LOC338799, etc., han sido implicados en la respuesta de células 

normales y tumorales al daño producido por la radiación UV [75,132–135], otorgando en el 

caso de células tumorales, resistencia ante tratamientos basados en radiación. 

Por otra parte, se sabe que la expresión de BIRC3 así como otras APIs (proteínas 

inhibidoras de apoptosis) es regulada positivamente a través de la vía no canónica de NFkB 

[136], observando la evasión del proceso de apoptosis, lo que en conjunto con el proceso de 

arresto del ciclo celular inducido por la sobreexpresión de ATR podría explicar la 

supervivencia de las células irradiadas con luz UV-C, así como una disminución en la 

migración celular. Dicha hipótesis se ve reforzada gracias a lo reportado en otros trabajos 

donde se observan estos mismos efectos (arresto del ciclo celular y disminución de 

migración) después de tratar a diferentes tipos de células tumorales con fármacos como 
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gramicidina e iicarina [137,138]. Así mismo se ha asociado el aumento de expresión de 

BIRC3 con la progresión de diferentes tipos tumorales como células sanguíneas, 

hepatocitos y células de tejido mamario [139–142]. Particularmente se ha observado una 

mayor resistencia a radiación ultravioleta en células de carcinoma de glándulas adrenales e 

hígado como resultado de la sobreexpresión de BIRC3 [143,144] 

Dado lo anterior, hipotetizamos que el RNA RP11-400k9.4, ejerce un efecto oncogénico en 

células de cáncer de mama mediante su unión a proteínas cascada arriba de la vía de 

ATR/ATM (ATR, ATM, CHK1 o CHK2) o bien directamente mediante su interacción con 

proteínas citoplasmáticas de la vía no canónica de NFkB (IKKs, NEMO, TBK1 o TRAF3), 

induciendo por una parte el arresto del ciclo celular y reparación de las células dañadas, así 

como la expresión de BIRC3 y evasión del proceso apoptótico. Por tanto, a pesar de ser 

necesario realizar ensayos in vitro e in vivo de tumorigenesis, así como ensayos de 

precipitación de RNA y medir las diferentes proteínas a las cuales este unido, para poder 

definir al lincRNA RP11-400k9.4 como un oncogén. 
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Capítulo VI. - Conclusiones y Perspectivas. 

A la fecha existen tres estudios donde se ha reportado la sobreexpresión del RNA largo no 

codificante intergénico RP11-400k9.4 en células tumorales mamarias, sin embargo, este 

trabajo representa el primer abordaje experimental acerca de la función de RP11-400k9.4 

en células de cáncer de mama. Encontramos una mayor expresión del RNA en cultivos 2D 

vs 3D, a la par de una mayor proporción en la fracción citoplasmática con respecto al 

núcleo. Así mismo observamos una menor migración en células con sobreexpresión de 

RP11-400k9.4 a la par de una mayor resistencia al daño por radiación ionizante (UV.C), 

esto sin verse afectada la capacidad proliferativa de las células. Finalmente, mediante el 

análisis de datos de RNA-Seq pudimos encontrar la desregulación de la vía de ATR, así 

como de algunas proteínas (BIRC3) reguladas por la vía de NFkB, lo que podría señalar a 

la vía de NFkB como la mediadora del papel oncogénico del RNA RP11-400k9.4.  

De acuerdo a los resultados aquí mostrados observamos una disminución en la migración 

de las células que sobre expresaban el RNA RP11-400k9.4. Dada la importancia de la 

migración e invasión celular en el proceso de metástasis, sería interesante corroborar dichos 

resultados mediante ensayos in vivo de migración e invasión con células que presenten sub 

o sobreexpresión del RNA largo. 

Así mismo, mediante el análisis bioinformático de células con una expresión alterada del 

RNA RP11-400K9.4, encontramos diferentes moléculas de las vías de ATR y NF-kB, las 

cuales modificaban su expresión en respuesta a este cambio. Por ende, el siguiente paso a 

seguir consiste en la identificación de la interacción de estas proteínas con el lincRNA 

RP11-400k9.4. Para esto sería necesario realizar ensayos de precipitación de RNA y 
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secuenciación y consecuentemente la medición de dichas proteínas tanto a nivel de 

mensajero por PCR en tiempo real y a nivel de proteína por western blot. Finalmente, con 

esta información aunado a la obtenida mediante ensayos de ganancia y perdida de función 

de estas proteínas en células con sub y sobreexpresión de RP11-400k9.4, podríamos definir 

la vía de acción del RNA largo y por ende su función. 
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Capitulo VIII.- Apéndices. 

Apéndice I 

a. Oligonucleótidos diseñados para el presente estudio. F= Oligonucleótido forward o 

sentido, R= Oligonucleótido reverse o antisentido. 

Gen Secuencia (5´- 3´) 

RP11-400k9.4 F.- TAC CAG TCA CTA TAC GCC GAT G 

R.- CCT CAC ATC TGC AAT CCA AG 

RP11-757G1.6 F.- CCC CGT CTT TAT TGG ATC TG 

R.- TCG TTC TAA GCA CAC CTC TGT C 

RP11-865I6.2 F.- GGG AGG AAG AAA TGC TAC ACA G 

R.- AAT CTG TGG AAC TGA CAA AGG C 

LINC00052 F.- ACA TGC ACA CGA GCT TTC TG 

R.- GGA AGG TGC TGC TTT GAA TG 

SDHA F.- GGA CCT GGT TGT CTT TGG TC 

R.- CCA GCG TTT GGT TTA ATT GG 

MMP13 F.- TAA GGA GCA TGG CGA CTT CT 

R.- GGT CCT TGG AGT GGT CAA GA 

MMP1 F.- GAT GTG GAG TGC CTG ATG TG 

R.- CTG CTT GAC CCT CAG AGA CC 

HMCN1 F.- TGT GCA ACA TTA GGC CTT GC 

R.- ACC TTT CCC ACA ACT TTC GC 

DKK1 F.- TGC CTC AGG ATT GTG TTG TG 

R.- TGC TTG GTA CAC ACT TGA CC 

HEY2 F.- ACA TTG CAC AAG GGA AGA CG 
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R.- GCA GCC TAT TGC AAG ACT TCT G 

IFI44L F.- ATG GGC ACG TTA GGT TGT TG 

R.- TGG GTG AGT TTG CAC AAA GC 

IFIT1 F.- GGA CAA GGT GGA GAA CAT TTG C 

R.- TTT TCA AAG CAG GCC TTG GC 

IFIT3 F.- AAG GGC GAA GGT GTG TTT TG 

R.- TAC ATC GCA ATT GCC AGT CC 

PI3 F.- TCA AAG GCC GTG TTC CAT TC 

R.- TGG ACC TTT GAC TGG CTC TTG 

DDX60 F.- TGC CAA GTG GTG AAG TTC TC 

R.- TTC ACC CAG TTT TGG CGA TG 

BIRC3 F.- TGG GAA TCT GGA GAT GAT CC 

R.- TGG GCT GTC TGA TGT GGA TA 

BIRC5 F.- GTG TCT GTC AGC CCA ACC TT 

R.- CAC CCT GCA GCT CTA TGA CA 

PEG10 F.- AAA TGG GCC GTT GTC TGT AG 

R.- CCA GAC TTT TGC TTG CAG TG 

DIAPH3 F.- AAA TGG GGT CTG CAG ATG AG 

R.- CAA AGC TTT CCA CCC AAC TC 

SERP3 F.- GCA AGT CAG TGC AGC ATT TG 

R.- TGA AAG GCA GGA TCT GTG TG 

IkBa F.- CTT GGG TGC TGA TGT CAA TG 

R.- ACA CCA GGT CAG GAT TTT GC 

SP100 F.- GTG AGG TGT GCA ACA AAT GG 

R.- TGC AGA AGA TGC AAC TCC AC 
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b. Secuencias del par de “short hairpins” diseñados para el silenciamiento del RNA 

largo no codificante RP11-400K9.4 

Gen Secuencia del shRNA (5’ – 3’) Secuencia del siRNA 

(5’ – 3’) 

RP11-400k9.4 shRNA1 

F.- GATCCGCAAGATGTTTCAGAGACTTT 

CAAGAGAAGTCTCTGAAACATCTTGCTTT 

TTTACGCGTG 

R.- AATTCACGCGTAAAAAAGCAAGATGTT 

TCAGAGACTTCTCTTGAAAGTCTCTGAAAC

ATCTTGCG 

 

shRNA2 

F.- GATCCGCGATCAACATACTCAGAAATT 

CAAGAGATTTCTGAGTATGTTGATCGTTTT

TTACGCGTG 

R.- AATTCACGCGTAAAAAACGATCAACAT 

ACTCAGAAATCTCTTGAATTTCTGAGTATG

TTGATCGCG 

siRNA1 

GCAAGATGTTTCAGA

GACT 

 

 

 

siRNA2 

CGATCAACATACTCA

GAAA 

 

 

c. Secuencia del Geneblock diseñada para la sobreexpresión del RNA largo no 

codificante RP11-400K9.4 

TTAAACTTAAGCTTGAGAAATTCTTTCTCCCTATGTCCCAGCCTACCCCCACTTTACCGA

GGCCAACAGCCGCCTCAGAAACCAGATTCAGGAGCTAACATGCCCCAGGTCTCACGAG

GATCAGAGACTCCAGAGGCCAGGGAAGGAGATCAAGGTAGTCAAGCGGGGGTCGTCT

CAGATCTGGTTGTGCTCGAGCTATGCAAATGCCTCTCACGGAGATGCGAGGACCTATCT

ATTATGATGACCAGGGCCACATCCGGAGGGGGCAACAGACTTTCATCTATCAGCCCTTT

TCAACCACTGATCTACTAAACTGGAAACACTCTGAACCCTGCCATCTTGCTCCTGGTAT

CAGAGAGCCCTGTCGTGCATAACTGTGTAGAAGTGTTGGACTCGGTTTACTCCAGCAG

ACCTGATCTCCGGGACCAGCCTTGGGCATCAGTAGACTGGAAGCTATATGTGGACAGG

AGCAGCTTCATCAACCCACAAGGAGAGAGATGTGCGGGATATGTGGTGGAACCCTGGA

CACTGTCGTTGAAGCCAGATCGTTGCTCCAAGGCACTTCAGCCCAGAAAGATGAGCTC

ATTGCTTTAATTTGGGCCTTAGAACTCAGTTAAGGCCTTCTACGGTCCCAGGCTTTCTGC

TGCATACACTGAAGGGCCACGAAGTACAGTCATCTGGACTTGGCACCTGGAATACAAG

GATGGAAAGCATCATTTCTGCCAGCTTCTTATGGTCCTGAGGCGAGACAGTCATGAGA

GAGGAAAACTGCAATGACTTCTGACCACTGCCAGCCTCGCTTCCTGCATTTTCTTCTTC
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GGCTTACTCTTGCCAAGTTGGAGTTGCCTAACTTCCAAGAGGGTATTTGCTCTTTTTTTT

TTCTCACTCCACAAACTCTTCCCAGGTAGTTCAGTCCACTCCCATCTACCAGTCACTATA

CGCCGATGAATGCCAATATTATTATTTCCAGCTTAGACATTGTTCTTGGATTGCAGATG

TGAGGTTTGACTTGTTTACTAGACATTGCTGGCTGAGGATCCCTAGCATAACATGGCCC

AAATTCAATTTATTTCCAAAGCTGTCTCATCTCCTTTGTTCTCTGTAATGATGTTGCTAT

CCATTCGATCAACATACTCAGAAATATCACCCCCTCCTTCCTTCTTCCAAGATAAGTGA

GTTGCTCACGACATGATCATGTTTTGGCAGTGTACTCTGTCCATTCCCATCACTTAGTAA

GAATCATCTAGGTTATGCTGAAGTATGAAGTTAATCTCCAAATTTCTCTGGCTCAGTAC

AGAAAAAGTCCATTTCTCCCTTCTGCAATGCACCCAATGCAGGTCTGCAGGGTCTCTGC

TGTGCGTTGTCCCTCAGGGACTCAGGCTGAAGAGGCCCCCTTGTCTTATCTGGCCACCT

CCTCTGCACATGGCTCAGGATTTTCCAGGCAAGGGGTTGAGCAGAGGCTTTTCAGTGCT

GGGCCTGGATGTGACATAAGATGCTTCTGCTCACAGCCTTGTGGTCAGAACAAGTCAC

ATCATCCCTCCTACTTGCAGGGGTGCTGGGCAGCGTAGTCATCCACAGATCAGGAGAG

GGAGCAGAGGCAGGTGTTCCCGGGCTGCAGCGATCTCCACTGCACTGCTGTGGGCTGA

ACTGTGCCCTCCACCCCACCAAGCTTATATGCTGCCAGCCTCACCCTCCACACCTTAGA

ATGTGGCTGTATCTCGACATAGGGTCCTTACAGAGGTAGTTAAGTTAAAGCAGGGTCA

TTAGGGTGGGCCCTAAGGTACTCTGACTGGTGTTTTTATGAGAAGAGGAGATTAGGAC

TTACAGGGAGAGACACTAGGTATGTGAGCACACAGAGAAAAGACCATGTGAAGACGA

GAAGAAGGCAACTGTCTCCAATCCAGACGGAGATGCCAGGCACAGCCCTTCTGTCACA

ACCCTCAGAAGGAACCAACCCTGCCGACACCTTGGCCTTGTACTTCTGGCCTCCAGAAC

CGCAGGAAAGTACATTTCTGTTGCTTAGGCCGCTCAGCCTGTGGCACTTTGTTACAGCT

TCTCACCCAGTTCAGGCCCTTTTAATTGATTGCTGGGCCTTTGCAGTTGTTTTTGCTTCT

AATATATTCATCTCTCAATTTATTTCTGGAGGCTGCCACCCGAGGGGCAGAACTTCAAT

TGTGTCCCTAATGGGAAACCTTGCTGGGATCATGTGGTCTACAGCACAAGGTTGCTAAA

GCATCTTCTGCCAGAATTCTGTGAGTATCTGGTTAGGTGGGTCTGGAATATACTGAGTT

TAAAAAAGTTAAATAGGTTTCTTTACTGCAAGATGTTTCAGAGACTTTAATATGCTACT

CTGCTGTATGAATCTCCAGGCAGGAAATCTTATAAAATGTGTTTCTGAAATGCGAGCTC

GGATCCAC 
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Apéndice II 

a. Articulo generado 

 



69 
  

 



70 
  

 



71 
  

 



72 
  

 

 



73 
  

 



74 
  

 



75 
  

 



76 
  

 



77 
  

 



78 
  

 


	Portada 
	Índice
	Resumen 
	Capítulo I. Introducción 
	Capítulo II. Hipótesis y Objetivos 
	Capítulo III. Materiales y Métodos 
	Capítulo IV. Resultados
	Capítulo V.  Discusión 
	Capítulo VI. Conclusiones y  
Perspectivas 

	Capítulo VII. Literatura Citada 
	Capítulo VIII. Apéndices 

