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RESUMEN

El CaMa es el tumor mas frecuente y es la principal causa de muerte en mujeres
a nivel mundial. En México, la enfermedad constituye un problema relevante para la
salud publica debido al incremento constante en las tasas de incidencia y mortalidad.
En los ultimos afios, las tecnologias gendmicas han permitido mejorar el diagndstico
y el pronéstico de las pacientes mediante el analisis de expresion de genes
codificantes como biomarcadores. Sin embargo, estos genes constituyen un
porcentaje muy pequefio del genoma (1-2%). Otros genes, como aquellos que
corresponden a RNAs no codificantes, pueden aportar informacion relevante en
estas patologias. Uno de éstos, los RNAs largos no codificantes (IncRNAs), son
transcritos mayores a 200 nt que se caracterizan por regular la expresién génica
desde el nivel epigenético hasta el nivel post-traduccional. Diversos estudios
concuerdan con que numerosos INncRNAs se encuentran desregulados en el cancer,
presentando perfiles de expresion caracteristicos. En el Laboratorio de Gendmica del
Cancer, se identifico que los niveles de expresion del LINC01614 se encuentran
desregulados en tumores de mama. En el presente trabajo, se examino el patrén de
expresion del LINCO01614 en muestras independientes de tumores de mama,
utilizando bases de datos publicas. Los resultados se validaron mediante un analisis
de PCR en tiempo real en 97 muestras de tumores de mama de pacientes
mexicanas. Como resultado del analisis de supervivencia, se identificd que la sobre-
expresion del LINC01614 se asocia con un pronostico significativamente
desfavorable, especialmente en CaMa Luminal B. Mediante un analisis de expresion
diferencial, se identificd que en este subtipo, el LINC01614 potencialmente regula los
niveles de expresién de genes que participan en procesos relacionados al cancer. La
regulacion positiva del LINC01614 también se asocié con una menor supervivencia
global en las pacientes con tumores de bajo grado (< IlI). En conclusion, los
resultados sugieren que en pacientes mexicanas, los niveles de expresion del
LINC01614 influyen en la supervivencia global del CaMa. Esto permite resaltar su
papel potencial como biomarcador de prondstico de la enfermedad, tal como lo

reportan otros grupos de investigacion en otros tipos tumorales.



1. ABREVIATURAS Y SIGLAS

Aa
CaMa
cDNA
DNA
ER
eRNA
FDR
GEO
HER2

IARC

IHQ

Kb
lincRNA
INcCRNA
miRNA
MRNA
NCBI

ncRNA
nt

ORF
piRNA
PR
gqPCR
RNA
SiRNA
SnRNA
snoRNA
RT-PCR
TCGA

Aminoacido.

Céncer de mama.

DNA complementario.

Acido desoxirribonucleico.

Receptor de Estrégenos (del inglés Estrogen Receptor).

RNA potenciador (del inglés Enhancer RNA).

Tasa de falsos descubrimientos (del inglés False Discovery Rate).
Gene Expression Omnibus.

Receptor 2 del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano (del inglés
HumanEpidermal Growth Factor Receptor 2).

Agencia Internacional de la Investigacion en Céncer (International Agency for
Research on Cancer, por sus siglas en inglés).

Inmunohistoquimica.

Kilobase (1kb = 1000 pb de DNA 6 RNA).

RNA largo no codificante intergénico (del inglés Long intergenic non-coding RNA).
RNA largo no codificante (del inglés Long non-coding RNA).

Micro RNA.

RNA mensajero.

Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (National Center for Biotechnology
Information, por sus siglas en inglés).

RNA no codificante (del inglés Non-coding RNA).

Nucleétidos.

Marco abierto de lectura (del inglés Open Reading Frame).

RNA asociado a Piwi (del inglés Piwi-interacting RNA).

Receptor de Progesterona (del inglés Progesterone Receptor).
Reaccidén en cadena de la polimerasa cuantitativa.

Acido ribonucleico (del inglés Ribonucleic acid).

RNA pequeiio de interferencia (del inglés Small interfering RNA.
RNA pequefio nuclear (del inglés Small nuclear RNA).

RNA pequefio nucleolar (del inglés Small nucleolar RNA).

Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa.

El Atlas del Genoma del Cancer (The Cancer Genome Atlas, por sus siglas en inglés)



2. INTRODUCCION

2.1. Anatomia de la mama

La mama se localiza en la pared toracica anterior, la cual se extiende desde la
segunda hasta la sexta costilla (Drew, Cawthorn y Michell, 2007). Esta se conforma
principalmente de tejido adiposo y tejido conectivo, y contiene en menor proporcion
glandulas. En el tejido glandular, se encuentran los conductos galactéforos y las
unidades ductal-lobular terminales (TDLU), que son la unidad morfoldgica y funcional
de la glandula mamaria (Pinamonti y Zanconati, 2018). Cada TDLU comprende un
l6bulo, que es un grupo de 10-100 acinos en forma de saco con funcién secretora, y
un conducto terminal que lo conecta al sistema de conductos. En general, la mama
estd compuesta por 15 a 20 Iébulos (Pinamonti y Zanconati, 2018; Pandya y Moore,
2011). Proximos a la glandula mamaria, se localizan los ganglios linfaticos, un sitio
crucial para la interaccién del tumor con las células del sistema inmunoldgico, y una
puerta de entrada para la diseminacién de las células tumorales a otros sitios
metastasicos (Figura 1) (Chatterjee et al. 2018).

Clavicula

2da costilla Ganglios

linfaticos
] N
Musculo
pectoral
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Glandula
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Conductos
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6ta costilla / 3

2003 Amercan Soey of Cinics Gncoogy
Figura 1. Anatomia normal de la mama. En la parte externa de la mama se muestra el pezon y la
areola; al interior, se muestra el seno lactifero, los conductos galactéforos y las unidades ductal-
lobular terminales (TDLU). Localizados junto a la glandula mamaria, los ganglios linfaticos son
estructuras de importancia inmunoldgica. Imagen modificada de A. Society of Clinical Oncology (2003).




2.2. Generalidades del cancer
En diferentes areas de la glandula mamaria como los conductos, los l6bulos o el

tejido entre ellos, se pueden desarrollar un conjunto de neoplasias que engloban al
cancer de mama (Feng et al.,, 2018). Durante las ultimas dos décadas, se ha
establecido que el cancer de mama surge por la acumulaciéon de alteraciones
genéticas y/o epigenéticas en diferentes genes relacionados con el cancer (Campoy
et al., 2018).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer se define
como un proceso de crecimiento y diseminacion descontrolado de células que puede
aparecer en cualquier sitio del cuerpo, y que suele invadir el tejido circundante
provocando metastasis en puntos distantes del organismo. ElI mecanismo de
desarrollo del cancer estd asociado con la acumulacion y seleccion sucesiva de
alteraciones que permiten a las células sobrevivir, replicarse y evadir mecanismos

reguladores de apoptosis, proliferacién y del ciclo celular (Willingham et al., 2004).

En particular, las células cancerosas son células transformadas, las cuéles han
acumulado mudltiples alteraciones genéticas que les permiten formar tumores con
base en las capacidades que adquieren (Cree, 2011; Cabhill et al., 1999); estas son
conocidas como “Caracteristicas distintivas del Cancer’ (del inglés Hallmarks of
Cancer) y fueron descritas en los afilos 2000 y 2011, por Hanahan y Weinberg
(Figura 2). Las caracteristicas distintivas incluyen capacidades como la sefalizacion
proliferativa sostenida, la insensibilidad a las sefales inhibidoras del crecimiento, la
evasion de la muerte celular programada, el potencial replicativo ilimitado, la
induccion de la angiogénesis, la invasion de tejidos y metastasis, la desregulacion del
metabolismo energético y la evasion del sistema inmunoldgico. Adicionalmente, la
inestabilidad gendmica y la inflamacion generada por las células del sistema inmune
innato, son dos caracteristicas que actuan favoreciendo la aparicion de las ocho

caracteristicas anteriores.
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Figura 2. Caracteristicas distintivas del cancer en tumores humanos. Cuando las células
normales evolucionan progresivamente a un estado neoplésico, adquieren capacidades funcionales
que le permiten a las células tumorales sobrevivir, proliferar y diseminarse. Imagen modificada de
Meirson, Gil-Henn y Samson, 2019.

2.3. Céancer de mama

El cancer de mama (CaMa) se caracteriza por el crecimiento de células malignas
en los tejidos de la mama (Brandan y Villaseiior, 2006). Puesto que la mama se
conforma de tejido altamente vascularizado, en ella se crea un ambiente favorable

para la formacion y progresion del tumor (Dellaire, Berman y Arceci, 2014).

2.3.1. Tipos histoldgicos del cancer de mama

El 80-85% de los casos de CaMa surgen en la capa de células epiteliales situada
en los conductos mamarios, rica en receptores de estrégenos (ER); estos tumores se
conocen como carcinomas ductales. En contraste, los carcinomas lobulares crecen
en la regién lobular de la mama y son menos prevalentes, comprendiendo del 10 al
15% de los casos (Dillon, Guidi y Schnitt, 2014; Dellaire, Berman y Arceci, 2014). A



diferencia de los primeros, las mujeres con carcinoma lobular tienen hasta un 30% de
riesgo de desarrollar un carcinoma invasivo, principalmente del tipo ductal y por lo
general, en ambos senos. (Rosen et al., 1978). Otros tipos de CaMa como el
carcinoma mixto y el cancer de mama inflamatorio constituyen el porcentaje restante
de los casos. (Dillon, Guidi y Schnitt, 2014).

Para desarrollar un carcinoma invasivo, se requiere que ocurran una serie de
alteraciones genéticas. Inicialmente, las alteraciones dan lugar a una hiperplasia
(aumento en el numero de células) y posteriormente, ocurre una hiperplasia atipica,
en la cual hay una aparicion de células anormales de la mama, asi como la
formacion de un carcinoma in situ (CIS) con fenotipo no invasivo. Generalmente este
permanece confinado a los l6bulos o0 a los conductos mamarios y no invade los
tejidos circundantes. No obstante, en muchos casos, los tumores pueden adquirir
alteraciones genéticas adicionales que resultan en la progresién a un carcinoma
invasivo (IC). La diseminacion de las ceélulas tumorales a través de los vasos
linfaticos y la circulacibn sanguinea, culmina en metastasis hacia los ganglios
linfaticos y érganos distantes como los pulmones, los huesos, el cerebro y la piel
(Bartella et al., 2007; Dellaire, Berman y Arceci, 2014).

2.3.2. Epidemiologia del cancer de mama

A nivel mundial, el CaMa es el tumor maligno mas frecuente en las mujeres y es
la primera causa de muerte por cancer (Sanchez et al., 2017). En las dltimas
décadas, la incidencia global del CaMa ha mostrado un aumento constante, con un
incremento anual de 3.1%, iniciando con 641,000 casos en 1980 y alcanzando mas
de 1.6 millones en 2010 (Fray et al., 2015; Fray et al., 2018). De acuerdo a las
estadisticas de GLOBOCAN (2018) reportadas por la Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), en ese afo se
diagnosticaron cerca de 2.1 millones de nuevos casos, y 626,679 pacientes

fallecieron a causa de la enfermedad (Figura 3-A).



En México, el CaMa también ha tenido un incremento constante tanto en la
incidencia como en la mortalidad en las dltimas tres décadas (Sanchez et al., 2017).
En 2018, la IARC reporté que México se posiciona en el segundo lugar de los paises
de América Latina y el Caribe en dichos rubros, registrandose 27,283 nuevos casos
diagnosticados, asi como 6,884 decesos por la enfermedad (Figura 3-B). El Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) indico que en la mujer mexicana esta
patologia se convirtié en la tercera causa de muerte, después de enfermedades del

corazén y la diabetes, y en la primera causa por cancer.
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Figura 3. Estadisticas del cancer de mama. A) El nimero estimado de nuevos casos y muertes a
nivel mundial apunta a que el CaMa es el tumor mas frecuente y es la principal causa de muerte por
cancer en mujeres. B) Dentro de los paises de América Latina y el Caribe, México ocupa el segundo
lugar en incidencia y mortalidad por CaMa. Imagen modificada de Cancer Today, GLOBOCAN (2018).



2.3.3. Factores de riesgo

El CaMa se asocia con factores ambientales, reproductivos y de estilo de vida,
algunos de los cuales son potencialmente modificables, mientras que menos del 10%
de los casos pueden atribuirse a una mutacion genética heredada (Rojas y Stuckey,
2017). En su mayoria, el CaMa ocurre en la mujer y el nimero de casos es 100
veces mayor en mujeres que en hombres. Ademas del sexo, el envejecimiento es
uno de los factores de riesgo mas importantes para la enfermedad ya que la
incidencia esta altamente relacionada con el aumento de la edad, particularmente en
mujeres de 50 afios 0 mas (Siegel et al., 2017). Adicionalmente, se ha descrito que
los factores reproductivos como la menarquia temprana, la menopausia tardia, la
edad avanzada al tener el primer embarazo, la baja paridad y la ausencia de
lactancia, pueden aumentar el riesgo del CaMa. Cada afio de retraso en la
menopausia aumenta el riesgo en un 3%, mientras que cada afio de retraso en la
menarquia o cada parto adicional disminuye el riesgo en un 5% y 10%,
respectivamente (Washbrook, 2006; Dall y Britt, 2017). Las mujeres que han tenido
un hijo antes de cumplir los 20 afios tienen un menor riesgo que aquellas que no han
dado a luz o que han tenido a su primer hijo después de los 30 afios (Franca et al.,
2012). La exposicion a estrogenos enddégenos y exdgenos también se asocia con un
mayor riesgo de la enfermedad, especialmente de manera prolongada. En el caso de
los estrogenos exdgenos, las principales fuentes son los anticonceptivos orales y la

terapia de reemplazo hormonal (TRH) (Sun et al., 2017).

Por otra parte, se estima que cerca del 20% de los casos en todo el mundo se
pueden atribuir a factores de riesgo modificables, incluida la obesidad, la inactividad
fisica y el consumo de alcohol, ofreciendo potencialmente reducir la carga de la
enfermedad al promover un estilo de vida saludable (Danaei, 2005).

Respecto a la predisposicion genética, las mujeres con antecedentes de CaMa
en familiares de primer grado tienen de 2 a 4 veces mas probabilidades de
desarrollar el cancer, especialmente aquellas que son portadoras de mutaciones en
los genes BRCAL (17g21) o BRCA2 (13g13) (Key et al., 2001; Goldgar et al., 1994),



los cuales codifican para proteinas involucradas en la reparacién del DNA a través
del mecanismo de recombinacién homéloga. Las mutaciones que se presentan en
estos genes supresores de tumores muestran un patron de herencia autosémico
dominante. Una mutacion de delecion en cualquiera de ellos aumenta hasta 10 veces
la probabilidad de desarrollar CaMa (Huen et al., 2009; Chen et al., 1999).

2.3.4. Diagnostico

Generalmente, el diagnéstico del CaMa se basa en una prueba triple que
comprende un examen clinico, estudios de imagen como la mastografia, el
ultrasonido mamario (US), la resonancia magnética (RM) o la tomografia por emision
de positrones (PET), y una biopsia con aguja (Irwig, Macaskill y Houssami, 2002;
Sanchez et al., 2017). Esta ultima es la mejor técnica para diagnosticar el CaMa, ya
gue se requiere la confirmacion de la enfermedad mediante criterios histologicos y
citolégicos (Akram et al., 2017; Ellis et al., 2012). Dentro de ellos, el grado tumoral
evalla la histopatologia de los tumores a través de la caracterizacion del estadio de
diferenciacion, el pleomorfismo nuclear y la capacidad proliferativa, en tanto que la
etapa clinica define el comportamiento de un tumor de acuerdo al tamafio y la
ubicacion del tumor, la afectacion de los ganglios linfaticos y la presencia o ausencia
de metéastasis (Elston, 1999). Conjuntamente, el andlisis por IHQ se utiliza para
caracterizar la expresion de tres receptores, el receptor de estrégenos (ER), el
receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HER2), los cuales son los tres principales biomarcadores utilizados en la

practica clinica para clasificar el CaMa (Dellaire, Berman y Arceci, 2014).

La combinacion del estado de los receptores con el grado histologico y el estadio
del tumor es utilizada para predecir el prondstico de las pacientes y su respuesta al
tratamiento. Sin embargo, se ha observado que las pacientes presentan diferentes
resultados clinicos y responden de maneras distintas a los tratamientos, aun cuando
el diagnostico histopatologico es el mismo. Esto podria atribuirse principalmente a
qgue la clasificacibn basada en receptores hormonales no considera las bases

moleculares y gendmicas del CaMa (Dellaire, Berman y Arceci, 2014).
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2.4. Clasificacion molecular del cancer de mama

Como consecuencia de la recurrencia y la resistencia a las terapias actuales,
existe en la actualidad una alta incidencia en la mortalidad de las pacientes con
CaMa (Suresh, 2018). La dificultad para lograr un diagnostico eficaz y un tratamiento
exitoso se debe principalmente a que el CaMa es una enfermedad compleja que
incluye distintas entidades clinicas, morfolégicas y moleculares, de modo que esta
heterogeneidad tumoral no se puede explicar unicamente mediante los parametros

clinicos y los biomarcadores habitualmente utilizados en la clinica (Eroles et al., 2012).

En el afio 2000, Perou y colaboradores publicaron el primer articulo que clasifica
al CaMa en subtipos intrinsecos. En éste, se postula que los tumores de mama
pueden diferenciarse de acuerdo con sus patrones de expresion génica, permitiendo
establecer las bases de la actual clasificacion molecular. Inicialmente, en ese estudio
se revelaron cuatro subtipos moleculares: Luminal, HER2, Basal y Similar a mama
normal. Trabajos posteriores en una cohorte de pacientes mas amplia, demostraron
que el subtipo Luminal se subdivide en por lo menos dos grupos: Luminal Ay
Luminal B. Ademas, se identific6 que cada subtipo molecular se asocia con un
pronéstico diferente (Perou et al., 2000; Eroles et al., 2012; Sotiriou et al., 2003).
Posteriormente, la clasificacion intrinseca fue refinada hasta la obtencion de una lista
de 50 genes llamada PAM50. Esta es actualmente comercializada como una
herramienta diagndstica que evalla la expresion de dichos genes y cuenta con la
suficiente informacién para distinguir entre los cinco subtipos moleculares del CaMa
(Parker et al., 2009).

De acuerdo con lo publicado en el Consenso Mexicano sobre Diagnéstico y
Tratamiento Mamario (2019), los subtipos intrinsecos de la clasificacion molecular se
pueden aproximar mediante la técnica de IHQ (Tabla 1) (Sanchez et al., 2017; Rakha
et al., 2007; Geyer, Marchio y Reis-Filho, 2009; Bhargava et al., 2009; Prat et al.,
2013).
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Tabla 1. Clasificacién molecular del CaMay su aproximaciéon por IHQ.

SUBTIPO MOLECULAR APROXIMACION POR

INMUNOHISTOQUIMICA

ER (+)

_ PR >20%

Luminal A Ki67 <20%

HER?2 )

ER (+)

. PR <20%

Luminal B Ki67 >20%
HER2 (1) 6 (+)

ER )

HER2 PR )

HER?2 +)

ER )

Triple negativo PR )

HER?2 )

Ki67= Antigeno Ki-67, marcador de proliferacién celular. La investigacion realizada en torno a los
cinco subtipos moleculares del CaMa (Luminal A, Luminal B, HER2, Basal y Similar a mama normal)
definidos mediante andlisis gendmicos, ha permitido aproximarse a esta clasificacibon mediante
metodologias mas accesibles como la inmunohistoquimica, empleando biomarcadores rutinarios en la
practica clinica como ER, PR y HER2. Los tumores Luminal A y Luminal B se caracterizan por la
expresién de los receptores hormonales ER y PR, y se diferencian entre si por la expresion del
marcador Ki67 y la presencia o ausencia de HER2. El subtipo HER2 presenta enriquecimiento de la
proteina HER2 pero no expresa receptores hormonales. Por Gltimo, la mayoria de los tumores basales
no expresan los receptores hormonales ni la proteina HER2, de modo que estos tumores
generalmente son conocidos como triple negativo.

En estudios posteriores, se describié un nuevo subtipo intrinseco denominado
Bajo en Claudina, el cual consiste principalmente en tumores triple negativos que
expresan niveles bajos de la proteina E-cadherina. De acuerdo con ello, las
clasificaciones mas recientes de CaMa definen la existencia de seis subtipos
moleculares: Luminal A, Luminal B, HER2 enriquecido, Basal, Similar a mama normal
y Bajo en Claudina (Prat et al., 2010; Perou et al., 2010). Sin embargo, alun existen
dudas sobre la existencia del subtipo Similar a mama normal. Algunos autores
sugieren que podria tratarse de un artefacto técnico, resultado de la contaminacién

con células normales de la mama (Weigelt et al., 2010; Bastien et al., 2012).
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2.4.1. Caracteristicas moleculares del cancer de mama

El mecanismo exacto de la carcinogénesis en la glandula mamaria aun es
desconocido. Recientemente, los estudios se han enfocado en caracterizar
molecularmente la enfermedad a modo de comprender y refinar el proceso de
formacion y progresion de los tumores (Harbeck et al., 2019). La evidencia sugiere
que el CaMa se desarrolla a través de dos vias que son divergentes entre si. La
primera de ellas, conocida como la via de bajo grado, se caracteriza por la ganancia
de la region 1q, la pérdida de la region 16q y, con baja frecuencia, la amplificacion de
la region 17ql12 (dentro de la cual se localiza el gen ERBB2 que codifica para la
proteina HER2), ademas de una firma de expresion génica en donde la mayoria de
los genes estan asociados con el fenotipo ER y un bajo grado tumoral. En contraste,
la via denominada via de alto grado, se distingue por la pérdida de la regién 13q, la
ganancia de la region 11q13, la amplificacion de la region 17912, y un perfil de
expresion de genes que se encuentran involucrados en el ciclo celular y en la
proliferacion celular. A la primera via pertenecen principalmente los tumores Luminal
Ay, en menor medida, los tumores Luminal B, mientras que dentro de la segunda via
se incluyen los tumores HER2 enriquecido y los tumores Basales (Ellis et al., 2012;

Lopez-Garcia et al., 2010).

2.4.2. Alteraciones moleculares del cancer de mama

En un estudio realizado en CaMa con diagndstico temprano, se detectd que los
genes que se encuentran con mayor frecuencia mutados en las células tumorales
son TP53 (41%), PIK3CA (30%), MYC (20%), PTEN (16%), CCND1 (16%), ERBB2
(13%), FGFR1 (11%) y GATA3 (10%) (Figura 4) (Nik-Zainal et al., 2016). Estos
genes codifican para proteinas que regulan el ciclo celular, por ejemplo, p53 y la
ciclina D1, y que inhiben vias oncogénicas importantes, como MYC, HER2 y FGFR1
(Yates y Desmedt, 2017). En general, los tumores Luminal A tienen una alta
prevalencia de mutaciones en el gen PIK3CA (49%), mientras que un sello distintivo
de los tumores basales (84%) es la alta frecuencia de mutaciones en el gen TP53
(Harbeck et al., 2019).
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Figura 4. Alteraciones moleculares en el cancer de mama. En el cancer, la informacién genética de
las células acumula mutaciones hasta presentar un fenotipo que les permite evadir el control del
crecimiento, promover la proliferacién, favorecer la angiogénesis y la supervivencia, asi como
modificar el metabolismo. En la imagen cada gen estd sombreado de acuerdo con la frecuencia de
alteracién en los tumores de mama. El color naranja indica un alto nivel de amplificacion y/o
mutaciones de ganancia de funcién, en tanto que el color azul representa deleciones y/o mutaciones
de pérdida de funcién. Las alteraciones se presentan predominantemente en los genes TP53,
PIK3CA, PTEN, CCND1, ERBB2 y FGFR1, MYC y GATA3. Imagen modificada de Harbeck et al., 2019.

A

2.4.3. Caracteristicas de los subtipos intrinsecos

Luminal A. Es el subtipo mas comun y representa el 50-60% de los casos. El
85% de estos tumores se caracterizan por un bajo grado tumoral (De Kruijf et al.,
2014). Presentan niveles altos de ER (ER+), y niveles bajos de genes relacionados
con la proliferacion celular (Yersal, 2014). Las pacientes tienen buen prondstico
(probabilidad de supervivencia, 93%) (Howlader et al., 2018), y la tasa de recaida es
significativamente menor que la de otros subtipos (<5%) (Shim et al., 2014). La
metastasis es comun en los huesos (70%), mientras que en el higado, los pulmones y

el cerebro, ocurre en menos del 10% de las pacientes (Kennecke et al., 2010).
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Luminal B. Estos tumores compreden entre el 15-20% de los casos. Tienen un
fenotipo agresivo, un grado tumoral mas alto (93% de los casos) y un peor prondstico
(probabilidad de supervivencia, 90%) (Creighton, 2012; De Kruijf et al., 2014;
Howlader et al., 2018). Se diferencian del CaMa Luminal A en la alta expresion de
genes relacionados con la proliferacion celular como: Homologo de oncogén viral de
mieloblastosis (v-MYB), Gamma glutamil hidrolasa (GGH), Proteina trasmembranal
asociada a lisosomas 4- (LAPTMB4), Proteina de unién al elemento de nucleasa
sensible-1 (NSEP1) y Ciclina E1 (CCNE1). Algunos muestran un incremento en la
expresion de genes que codifican para receptores de factores de crecimiento como:
Receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2), Receptor 1 del
factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1) y Receptor 1 del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF-1R) (Reis-Filho et al., 2010). Aproximadamente el 20%-30%
de los tumores HER2+ son clasificados en este subtipo (Tran y Bedard, 2011).

La supervivencia global de las pacientes no tratadas es similar a la de pacientes
del grupo no Luminal (HER2 y Basal), que se reconocen ampliamente como tumores
de alto riesgo (Hu et al., 2006). Ademas, presentan tasas de recurrencia mas altas

(8%), en comparacion con el subtipo Luminal A (Hu et al., 2006; Shim et al., 2014).

HER 2 enriquecido. En este subtipo se ubica el 15-20% de los casos. La
positividad a HER2 confiere un comportamiento biologico y clinico mas agresivo
(probabilidad de supervivencia, 83%) (Yersal, 2014; Howlader et al., 2018).
Morfologicamente, los tumores son muy proliferativos; el 75% de ellos tienen un alto
grado tumoral y mas del 40% tienen mutaciones en p53 (Tsutsui et al., 2003). En
ausencia de tratamiento, los tumores HER2 positivos se asocian con un prondstico
desfavorable (Yersal, 2014).

Basal. Representan del 8-37% de todos los casos. Se asocia con un alto grado
tumoral (93% de los casos) (De Kruijf et al., 2014) e indices mitdticos y proliferativos
excepcionalmente altos (ej. Ki67>50%) (Rakha et al., 2009; Wang et al., 2016). La

mayoria de estos tumores tienen un comportamiento clinico altamente agresivo
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(probabilidad de supervivencia, 77%) (Howlader et al., 2018) y alta tasa de
metastasis a los huesos (37%) y los pulmones (32%) (Wu et al., 2017). Dentro de
este subtipo, se ubican cerca del 75% de las pacientes con una mutacion en el gen
BRCAL (Foulkes et al., 2004).

2.4.4. Pruebas gendmicas con genes codificantes

Para evaluar parametros como el riesgo de recaida o la mortalidad de las
pacientes en estadios tempranos del CaMa, se desarrollaron pruebas gendmicas
basadas en una firma predictiva (Tabla 2). Estas pruebas determinan la expresion
simultdnea de un gran numero de genes que juegan un papel importante en el
pronéstico de la enfermedad, asi como en la respuesta a un determinado
tratamiento. Entre las pruebas mas utilizadas se encuentran MammaPrint®,
Oncotype DX®, EndoPredict® y Prosigna™. Estas dos Ultimas combinan los datos
de expresion génica con los pardmetros clinico-patolégicos de las pacientes, para asi
mejorar la estimacion del riesgo de recaida (Martinez-Férez et al., 2018; Gokmen-
Polar y Badve, 2012).

El primer ensayo de expresion génica fue desarrollado en el afio 2002. La firma
predictiva Mammaprint® evalla la expresion de 70 genes y distingue entre las
pacientes con alta probabilidad de supervivencia sin metastasis y las pacientes con
riesgo de desarrollar metéstasis a distancia (dentro de los primeros 5 afios
posteriores al diagndstico). Dentro de las funciones de estos genes se encuentran
procesos asociados al cancer, como: la apoptosis, la autosuficiencia en las sefales
de crecimiento, la insensibilidad a la inhibicion de crecimiento, el potencial replicativo

ilimitado y la invasion y metéstasis (Giuliano et al., 2017; Van 't Veer et al., 2002).

Por otra parte, el ensayo de expresion géenica mas ampliamente utilizado es la
firma de 21 genes Oncotype DX® (Sinn et al., 2013). Esta prueba proporciona
informacion del riesgo de recaida en 5 o 10 afios. Las pacientes se estratifican en
tres grupos: Bajo riesgo (el beneficio clinico de la quimioterapia es minimo), Riesgo

intermedio (no esta claro si el efecto benéfico de la quimioterapia supera los riesgos
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y las complicaciones de sus efectos toxicos) y Alto riesgo (hay una alta probabilidad
de recurrencia, y los beneficios de la quimioterapia son mayores a los riesgos)
(Sparano et al.,, 2015). Los genes evaluados se encuentran implicados en la
sefalizacion estrogénica (ESR1, PGR, BCL2, SCUBEZ2), relacionados con HER2
(GRB7 y ERBB2) y asociados a la proliferacion celular (MKI67, AURKA, BIRCS5,

CCNB1y MYBL2) (Lal et al., 2017).

Tabla 2. Pruebas de expresién génica para cancer de mama empleadas en la practica clinica.

PRUEBA .
. ) Prosigna™
MammaPrint® Oncotype DX® EndoPredict®
(PAM50)
CARACT.
] ) . NanoString
. ) . Genomic Health Myriad/Sividon .
Compaiia Agendia (Irvine,CA) ] ) Technologies
(Redwood City, CA) Diagnostics
(Seattle, WA)
Tejido fresco,
Muestra FFPE FFPE FFPE

congelado o FFPE

No. de genes

- 16 relacionados

- 8 relacionados

- 50 relacionados

70 con cancer con cancer con cancer
evaluados
- 5 control - 3 control - 5 control
; ) RT-PCR RT-PCR RT-PCR
Tecnologia Microarreglos o o o
cuantitativa cuantitativa cuantitativa
Valor
. . - + - -
predictivo
Valor
] + + + +
pronostico

FFPE= Tejido embebido en parafina y fijado con formalina.

En conclusion, el analisis genomico del CaMa ha favorecido el desarrollo de
diversas herramientas de prediccion de riesgo y respuesta al tratamiento. En
especifico, los perfiles de expresibn génica han permitido generar una mejor
clasificacion de los tumores, demostrando su utilidad para detectar patrones de
expresion que tienen un mayor valor predictivo que los parametros clinicos

tradicionales (Hidalgo-Miranda y Jiménez-Sanchez, 2009).
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2.5. El descubrimiento de los RNAs no codificantes

A mediados del siglo pasado, el RNA habia sido considerado exclusivamente una
molécula intermediaria en el flujo de la informacién genética del DNA a la proteina
(Morris y Mattick, 2014). Recientemente, se ha demostrado que del 93% del genoma
humano que se transcribe en RNA, Unicamente 1-2% de estas secuencias de
nucleotidos codifican proteinas (Figura 5). Por lo tanto, el 98% restante corresponde
a transcritos que carecen parcial o completamente de la capacidad para codificar

proteinas (Dunham et al., 2012; Kapranov et al., 2007).

7% Exones de genes

) codificantes de proteinas
No transcrito i

39%
‘ Intrones + UTRs
\ de genes codificantes
| de proteinas

~53%
Genes no codificantes
de proteinas

Figura 5. Proporcién de secuencias codificantes y no codificantes en el genoma humano. Los
datos publicados por el Proyecto ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) indican que el 93% del
DNA se transcribe activamente. De estos transcritos, el 39% del genoma representa a los genes
codificantes de proteinas, abarcando desde el promotor hasta la sefial de poliadenilacion, pero sin
considerar un 1-2% que incluye a los exones de los genes codificantes de proteinas. El porcentaje
restante, cercano a 53%, corresponde a regiones donde no hay presencia de genes codificantes.
Figura creada en BioRender.

En el pasado, las secuencias no codificantes se asociaban con el término "basura
evolutiva". Las moléculas que se generan a partir de su transcripcion, actualmente
son llamadas RNAs no codificantes (nCRNAS), y se caracterizan por regular

mecanismos moleculares importantes (Beermann et al., 2016).
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Uno de los descubrimientos relevantes en torno a estas moléculas indica que el
tamafio de la porcion no codificante del genoma esté relacionado con la complejidad
de un organismo. Este argumento se basa en la observacion de que la porcidon
codificante de proteinas se ha mantenido constante a través del tiempo, mientras que
la porcibn de RNAs no codificantes ha aumentado significativamente durante la

evolucion de los organismos (Mattick, 2004; Taft et al., 2007).

2.5.1. Clasificacién de los RNAs no codificantes

De acuerdo con lo reportado por el Proyecto GENCODE, mas del 60% del
transcriptoma humano esta constituido por RNAs no codificantes. Su clasificacion se
basa en dos categorias principales: RNAs no codificantes estructurales y RNAs no
codificantes reguladores (Ponting, Oliver y Reik, 2009). Los estructurales
comprenden a los RNAs ribosomales (rRNAs) y los RNAs de transferencia (tRNAS).
Los reguladores se dividen en tres grupos, de acuerdo con su tamafio: pequefios,

medianos y largos (Dahariya et al., 2019).

Los ncRNAs con un tamafio de 20-50 nucleétidos (nt) se denominan RNAs
pequefios no codificantes, e incluyen principalmente a los miRNAs, siRNAs y
piRNAs. Los RNAs pequefios nucleares (SnRNASs) y los RNAs pequefios nucleolares
(snoRNASs) se clasifican como RNAs medianos no codificantes, con un tamafio de
50-200 nt. Por ultimo, los ncRNAs de mas de 200 nt de longitud son conocidos como
RNAs largos no codificantes (IncRNAs), y conforman cerca del 80% de todos los
NcRNAs (Beermann et al., 2016; Kazimierczyk et al., 2020).

2.6. Generalidades de los RNAs largos no codificantes

Los IncRNAs representan un grupo muy heterogéneo de RNAs reguladores en
relacion a sus caracteristicas, localizacion y mecanismos de accion. Aunque son
pocas las similitudes estructurales y funcionales entre todos ellos, se definen como
transcritos mayores a 200 nt de longitud de hasta 100 kb, con ausencia de potencial

codificante (Kung, Colognoriy Lee, 2013; Bassett et al., 2014).

18



En general, los IncRNAs carecen de potencial codificante para proteinas, sin
embargo, andlisis recientes indican que algunos de estos transcritos pueden generar
péptidos pequefios (Ingolia, Lareau y Weissman, 2011). Sin embargo, esto no
excluye la potencial doble naturaleza del IncRNA, de modo que podria existir como
un transcrito o como un producto proteico (Rinn y Chang, 2012). Aunado a ello, se ha
reportado que es posible que muchas especies de IncCRNAs se encuentren mal
clasificadas, siendo que realmente pueden codificar proteinas funcionalmente

relevantes (Anderson et al., 2015).

La biogénesis de estas moléculas se produce en el nucleo (Beermann et al.,
2016) (Figura 6). Los IncRNAs son sintetizados por la RNA polimerasa Il y son
procesados de forma semejante a los mMRNAS, con capping, splicing y poliadenilacion
(Ulitsky y Bartel, 2013). Asi mismo, algunos IncCRNAs se transcriben por la RNA
polimerasa Il (Dieci et al., 2007). Generalmente presentan en el extremo 5’ la adicion
del nucledtido modificado 7-metilguanosina (cap) y el 60% presenta poliadenilacion
en el extremo 3’ (Yang et al., 2011; Cheng et al., 2005). Los IncCRNAs que muestran
la sefial de poliadenilacion tienen una mayor estabilidad que aquellos que se
encuentran pobremente poliadenilados o sin poliadenilacion (Wilusz et al., 2012). La
mayoria de los INCRNAs se procesan por reacciones de splicing (98%), mostrando
una tendencia a presentar dos exones (42%), tres exones (26%), cuatro exones
(15%) y cinco exones (7%) (Derrien et al., 2012).

El paso final en la sintesis es la formacion de estructuras termodinamicamente
estables. A nivel de la estructura primaria, la actividad funcional se basa en el
apareamiento de bases de Watson-Crick, que facilita las interacciones directas con
moléculas de DNA y otras especies de RNAs como los mRNAs y los miRNAs. Las
estructuras secundarias incluyen hélices, horquillas, protuberancias y pseudonudos.
Estas se forman mediante el apareamiento de bases o a través de interacciones con
la ribosa de la estructura del RNA, permitiendo la formacién de complejos con
proteinas, péptidos y compuestos de bajo peso molecular (Novikova et al., 2013;
Cruz y Westhof, 2009; Mercer y Mattick, 2013; Kazimierczyk et al., 2020).
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Figura 6. Biogénesis y procesamiento de los IncRNAs. El nicleo es el sitio de la biogénesis y el
procesamiento de los IncRNAs. Estos eventos comparten muchas caracteristicas con el de los RNAs
codificantes para proteinas. La mayoria se transcriben por la RNA pol I, mientras que otros albergan
estructuras que tienen mas probabilidades de ser transcritas por la RNA pol lll. Al igual que los
MRNAs, se les afiade una 7-metilguanosina en el extremo 5’, se poliadenilan en 3’ y se procesan
post-transcripcionalmente  (splicing).  Posteriormente, los IncRNAs forman  estructuras
termodinamicamente estables y son liberados al citoplasma o bien, son retenidos en el nuicleo y
reclutados hacia la cromatina. Figura creada en Biorender.

Como consecuencia de su interaccion con diversas biomoléculas y compuestos
(Figura 7), los IncRNAs pueden regular la expresion génica en los niveles
epigenético, transcripcional, post-transcripcional, traduccional y post-traduccional.
Esto les permite desempefiar papeles importantes en procesos bioldgicos esenciales
como la remodelacion de la cromatina, la activacion y represion transcripcional, el

procesamiento de RNAS, asi como la traduccion de los mRNAs (Zhang et al., 2019).
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Pese a su amplia actividad funcional, los IncRNAs aun constituyen un
componente del genoma que se encuentra poco explorado. El descubrimiento de los
IncRNASs y su estudio, tiene una gran relevancia para el entendimiento de la biologia

humana y multiples procesos patolégicos (Guigé, 2013).

. IncRNA
5¢c—POe AAAAAA; 502503
Péptido /
mMiRNA IncRNA
IncRNA /
IncRNA
Proteina
Compuestos
de bajo PM
DNA IncRNA
IncRNA

Figura 7. Interactoma de los IncRNAs. La interaccion de los IncRNAs con una amplia gama de
biomoléculas y compuestos, tales como el DNA, los mRNAs, los miRNAs, las proteinas, los péptidos,
y compuestos de bajo peso molecular, forma el interactoma de estas moléculas, el cual esti
involucrado en muchos procesos celulares fundamentales para la vida. Figura creada en BioRender.

2.6.1. Clasificacién de los RNAs largos no codificantes

Con base en su localizacién en el genoma, los RNAs largos no codificantes se
clasifican en génicos e intergénicos. Los INCRNAs génicos se dividen en tres grupos:
exonicos (16%), cuando la secuencia de nucleoétidos del IncRNA coincide con la
posicion gendmica del exon de un gen codificante; intrénicos (19%), si el IncCRNA se
localiza dentro del intron de un gen codificante; y sobrelapados (1%), cuando el gen
codificante se ubica al interior de un intron del IncRNA. La mayoria de los INCRNAs
no intersectan con ningun gen codificante, por lo que se agrupan en el grupo de los
INcRNAS intergénicos (64%) (Derrien et al., 2012).
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La clasificacion GENCODE es otro tipo de agrupacién que se basa en la
asociacion de los IncRNAs con los genes codificantes. De acuerdo con la posicion en
la que se relacionan entre si y sus procesos transcripcionales, se pueden clasificar
en: sentido, antisentido, intronicos, bidireccionales, intergénicos y potenciadores
(Figura 8) (Dahariya et al., 2019; Beermann et al., 2016).

Los IncRNAs sentido se transcriben a partir de la cadena sentido en la que se
localizan los genes que codifican proteinas, conteniendo en su estructura los exones
de dichos genes. Este tipo de INcRNAs se empalman parcialmente con el gen
codificante, o cubren la secuencia completa del gen codificante a través de un intrén.
Los IncRNAs antisentido, por el contrario, se sintetizan a partir de la cadena
antisentido a los genes que codifican proteinas, y se superponen con las regiones
exonicas, intronicas, o cubren toda la secuencia codificante con un intron de su

estructura (Ma, Bajic y Zhang, 2013).

Los IncRNAs que se transcriben a partir de las regiones intergénicas se
denominan IncRNAs intergénicos (lincRNAs), en tanto que los que provienen de los
intrones de los genes que codifican proteinas se denominan INcCRNASs intronicos (Ma,
Bajic y Zhang, 2013). Los lincRNAs representan el grupo mas grande de los
INcRNAS; se ubican entre dos genes que codifican proteinas pero estan almenos a 1
kb de distancia del gen codificante mas cercano y son unidades transcripcionalmente
independientes (Ponting, Oliver y Reik, 2009). Los IncRNAs intrénicos son aquellos
que empalman su secuencia con las regiones intronicas de un segundo transcrito
(gen codificante para proteina), ya sea en la orientacién sentido o bien, antisentido
(Losko, Kotlinowski y Jura, 2016).

Por su parte, los INcCRNAs bidireccionales se localizan en la cadena opuesta al gen
que codifica proteinas, cuya transcripcion inicia a menos de 1 kb de distancia. Ambos
genes comparten un promotor bidireccional en comun (Bayoglu y Cengiz, 2017). Por
altimo, los IncRNAs enhancers (eRNAsS) se transcriben a partir de las regiones
gendmicas conocidas como enhancers o de alguna otra region que funja como
elemento de regulacion (Zhang et al., 2019).
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Figura 8. Clasificacion y procesos transcripcionales de los IncRNAs. A) Los IncRNAs sentido se
ubican dentro de la misma cadena que el gen codificante para proteina y se pueden sobreponer a uno
0 mas exones de este. B) Los transcritos de los INncRNAs antisentido se localizan en la cadena
complementaria al gen codificante para proteina, y complementan parcial o totalmente dicha
secuencia. C) Los IncRNAs intrénicos se generan a partir de los intrones de los genes codificantes. D)
Los IncRNAs bidireccionales comparten la misma regién promotora con los genes codificantes para
proteinas, pero se transcriben en la direccion opuesta. E) Los IncRNAs intergénicos (lincRNAs) se
localizan entre los genes codificantes para proteinas y se transcriben de forma independiente. F) Los
IncRNAs enhancers o potenciadores (eERNAs) se producen a partir de las regiones enhancers de los
genes codificantes para proteinas. Figura creada en BioRender.

2.6.2. Funcién de los RNAs largos no codificantes

En el ndcleo, los IncRNAs estan funcionalmente implicados en procesos de
regulacion génica, los cuales incluyen activacion y represion de la transcripcion,
regulacion a nivel epigenético y procesamiento alternativo de los mRNAs. Los
IncRNAs localizados en el citoplasma estan involucrados en la regulacion de la
estabilidad y la degradacion de los mRNAs. Ademas, pueden participar en la
traduccion y controlar algunas de las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas (Figura 9) (Hombach y Kretz, 2016; Kung, Colognori y Lee, 2013; Batista y
Chang, 2013; Zhang et al., 2019).

23



NUCLEO A

Factor de
IncRNA transcripcion

B, |

Factor de

|anripcidn

Enzima modificadora
de histonas
\ / . Activacion

Represion

AV

Activacion R i6
mRNA SR

22 \oodoooo 2 B

1 <<

Modificacion de histonas

Factores de
O transcripcién

O
N

Complejos
Factor de

Cc
&V@ remodeladores D
'x / de cromatina @\s;;cmg
PSP <~ '

IncRNA

* IncRNA

o Bom) " (B2l anana

mRNA

AAAAA

Modificacion de histonas Promotor

F G IncRNA H
IncRNA
miRNA \gt)f\/ mRNA
< R l AAAAA
IncRNA l
JITIITTI Degradacion del mRNA
miRNA siRNA
IncRNA K
1 J mRNA
o AAAAA
IncRNA l Traduccién
mRNA

\\“@

~ ORF AAAAA )
l IncRNA

AAAAA Q Proteina
!

Estabilidad del mRNA

|

- @ @ GO
Traduccion del mRNA (b
Figura 9. Mecanismos de accién asociados a la funciéon de los IncRNAs. A-E: Funciones de los
INcRNASs en el ntcleo. A) Los IncRNAs se unen a factores de transcripcion para activar o reprimir la
expresién génica. B) Los IncRNAs interactlan con enzimas modificadoras de histonas para activar o
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moleculares para favorecer las interacciones proteina-proteina de los complejos remodeladores de
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alternativo de los mRNAs. E) Los transcritos de enhancers pueden generar IncRNAs enhancers
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el enhancer, mientras que los segundos regulan la transcripcibn en cis y en trans.
F-K: Funciones de los IncRNAs en el citoplasma. F) Los IncRNAs actlan como esponjas de
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la expresion de los genes. G) Los IncRNAs pueden ser precursores de miRNAs y siRNAs.
H) Mediante la unién a proteinas, los INCRNAs estan implicados en la degradacion de los mRNAs.
I) Los IncRNAs se unen directamente al mMRNA y regulan su estabilidad. J) Los IncRNAs se unen al
complejo de iniciacion de la traduccion eucariota elF para regular la traduccién del mRNA. K) Los
IncRNAs interacttan con las proteinas y controlan su fosforilacion, acetilacién y ubiquitinacion, a nivel
post-traduccional. Figura creada en BioRender.
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La primera funcion estudiada de los IncRNAs es la relacionada con la
participacion en la inactivacion del cromosoma X. El actor principal de este proceso
es XIST. Este IncRNA es encargado del reclutamiento de complejos remodeladores
de cromatina para el silenciamiento del cromosoma X que transcribe primero este
gen. Por el contrario, TSIX es el IncRNA involucrado en mantener activo al

cromosoma X (Lee, Davidow y Warshawsky, 1999).

En la regulacion de la transcripcion, los INcCRNAs activan o reprimen la expresion
de sus genes blanco a nivel cis o trans. Al actuar en cis, silencian o potencian la
expresion de genes adyacentes que se ubican en el mismo cromosoma. Por ejemplo,
el gen del IncRNA HOTTIP est4 presente en el grupo de genes HOXA, y su
expresion intensifica la expresién de otros genes componentes del mismo grupo.
También pueden actuar en trans, silenciando o potenciando la expresion de genes
en diferentes cromosomas. Durante la activacion de la expresion de genes
involucrados el desarrollo de la retina, Six30S es un ejemplo de InNcRNA que actia
bajo este mecanismo (Wang et al., 2011; Rapicavoli et al., 2011).

2.7. El papel de los RNAs largos no codificantes en el cancer

Aun cuando los IncRNAs son las especies de ncRNAs menos estudiadas,
recientemente las investigaciones han demostrado que son reguladores maestros en
multiples vias de sefalizacion celular tales como la via TGF-B, la via Wnt/B-
catenina, la via fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K/Akt) y la via del factor nuclear kB
(NF-kB). Estas vias se encuentran involucradas en diversos procesos como la

proliferacion celular, la apoptosis y la inflamacién (Abolghasemi et al., 2020).

La desregulacién de los IncRNAs en diferentes vias de sefializacion celular esta
relacionada con multiples patologias humanas, entre las que destaca el cancer (Tang
et al., 2013). De acuerdo con la base de datos Lnc2Cancer (http://www.bio-
bigdata.com/Inc2cancer/), que proporciona informacién experimentalmente
respaldada de la relacion entre algunos IncRNAs y 165 variedades de cancer
humano, existen por lo menos 1614 IncRNAs humanos descritos en la literatura
asociados al cancer (Figura 10). Estas moléculas pueden desempefiar un papel
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oncogénico al aumentar la proliferaciéon celular, favorecer la evasion de la apoptosis,
inducir resistencia a los farmacos y aumentar las tasas de migracién y metéstasis. No

obstante, se ha demostrado que algunos INCRNAs poseen actividades supresoras de

tumores (Abolghasemi et al., 2020).

Tumor cerebral

H19, CRNDE, ADAMTS9-AS2,
DISC2, MALATI, POU3F3,
MEG3, CASC2, TSLCI-ASI
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CRNDE, HOTAIRMI, DLEULI,
DLEU2, LUNARI, BGL3,
CCDC26, XIST, NEATI, UCA1

Cancer de pulmon

MALATI1, NEATI, SPRY4-IT1,
ANRIL, HNF1A-AS, UCAL1, HOTAIR,
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Figura 10. LncRNAs y su asociacion con el cancer. Se ha identificado que algunos IncRNAs se
encuentran involucrados en alteraciones del ciclo celular, la evasion de la apoptosis y la metastasis,
generando distintos tipos de cancer en érganos como el cerebro, el pulmon, el higado, el pancreas, el
rifién, el colon, la préstata, las mamas y los ovarios, y en tejidos como la sangre. Imagen modificada
de Bhan, Soleimani y Mandal, 2017.
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Por ejemplo, se requiere del INcCcRNA PVTL1 para tener altos niveles del proto-
oncogen c-Myc. La expresibn de ambos estd altamente correlacionada con la
formacién de tumores primarios, mientras que la supresion de PVTL1 inhibe la
capacidad tumorigénica de c-Myc (Tseng et al.,, 2014). MALAT1 es otro IncRNA
altamente estudiado, el cual se identificé por primera vez en cancer de pulmon. Este
transcrito es capaz de promover la formacion de tumores a través de la via Wnt/[3-
catenina, la via PISK/AKT, la via ERK / MAPK, y la angiogénesis (Ji et al., 2003; Liu
et al., 2017). En cancer de prostata, PCAT-1 y PCGEM1 actian como reguladores de
la proliferacion celular. Particularmente, PCGEM1 se caracteriza por inhibir el
proceso de apoptosis inducido por farmacos empleados en el tratamiento del cancer
(Prensner et al., 2011; Petrovics et al., 2004; Fu et al., 2006). GAS5 es un IncCRNA
significativamente sub-expresado, identificado en una variedad de tumores. Tiene
una correlacion negativa con miR-21, un oncogén importante en algunos tumores
malignos. Al unirse a miR-21, inhibe la proliferacion celular y la invasion de los
tejidos. Esta caracteristica apunta a que podria ser un INncRNA supresor de tumores
(Yang et al., 2015; Zhang et al., 2013; Chi et al., 2019).

2.7.1. RNA largos no codificantes como biomarcadores del cancer de
mama
Segun el Grupo de Trabajo de Biomarcadores del Instituto Nacional de Salud

(NIH, por sus siglas en inglés), el término biomarcador se refiere a una caracteristica
que se puede medir objetivamente y evaluar como un indicador de un proceso
biolégico normal, estado patogénico o de respuesta a un tratamiento farmacol6gico
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Otra definicibn dada por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que es casi cualquier medida que
refleje una interaccidn entre un sistema bioldgico y un peligro potencial, el cual puede
ser quimico, fisico o biologico. Esta respuesta medida puede ser funcional o

fisiologica, y ocurre a nivel celular o molecular (World Health Organization, 1993).

Con base en sus aplicaciones, se han definido diferentes tipos de biomarcadores.
Por ejemplo, un biomarcador de diagndstico se utiliza cuando se desea detectar o

confirmar la presencia de una enfermedad o condicion de interés, asi como identificar
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a un individuo con un subtipo de la enfermedad. Por otro lado, se emplea un
biomarcador de prondstico para encontrar la probabilidad de un evento clinico,
recurrencia o progresion en pacientes con una enfermedad o condicion médica de
interés (Califf, 2018).

La desregulacion de los IncRNAs y su contribucion significativa a la progresion del
CaMa, sugiere que estas moléculas se pueden emplear como biomarcadores de la
enfermedad (Abolghasemi et al., 2020). HOTAIR es uno de los primeros IncRNAs
reportados que esta involucrado en el desarrollo del cancer y la metastasis. Este
INcRNA es un transcrito intergénico de 2,158 nt de longitud, compuesto por 6 exones.
Se sintetiza a partir de la hebra antisentido del gen HOXC (12Q13.13), y se procesa
post-transcripcionalmente por splicing y la adicion de una cola de poli-A (Rinn et al.,
2007). En CaMa, es considerado un biomarcador de predicciéon de la progresion
metastasica y la sobrevida global en etapas tempranas de la enfermedad. Su
mecanismo de accion es a través de la represion de la expresion a nivel de la
cromatina, actuando como andamio molecular para permitir las interacciones
proteina-proteina del complejo remodelador de cromatina, el Complejo Represor
Polycomb 2 (PRC2, por sus siglas en inglés), que cataliza la marca epigenética de
represion H3K27me3. La evidencia sefiala que la sobre-expresion del transcrito en
tumores primarios de mama es un potente predictor de metéastasis y muerte para el

prondstico de las pacientes (Gupta et al., 2010; Portoso et al., 2017).

Recientemente se identific6 que MALAT1 esta subexpresado en CaMa, lo cual se
asocia con una disminucion de la sobrevida global de las pacientes. Al unirse al
factor de transcripciéon TEAD, MALAT1 suprime la expresion de genes asociados a la
metastasis y la migracion celular. Para regular la transcripcion génica, utiliza un
mecanismo de unidbn a enzimas modificadoras de histonas y factores de
transcripcion. Ademas, a nivel post-transcripcional regula la expresion de mRNAs
actuando como esponja de miRNAs. Estas caracteristicas han respaldado la idea de
que MALAT1 es un gen supresor de tumores, y permite su postulacion como

biomarcador de pronéstico (Chen, Zhu y Jin, 2020).
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Figura 11. Mapa de localizacién genémica del LINC01614. A) En el recuadro rojo, se muestra que
este INcCRNA se localiza en el cromosoma 2, dentro de la banda 35 del brazo largo. B) En color gris, se
indica que el IncRNA se sintetiza a partir de la cadena sentido. C) Dentro de la banda 35, se ubican
diversos genes. En el recuadro verde, se sefiala la ubicacion del LINC01614, el cual se caracteriza por
ser un IncRNA intergénico. En los recuadros amarillos, se muestran los genes codificantes para
proteinas adyacentes, ATIC y TMEM169, localizados en la cadena sentido. En el recuadro azul
turquesa se marca el gen codificante para proteina, MREG, ubicado en la cadena antisentido. En el
recuadro azul rey se sefiala que en la cadena complementaria se localiza el IncRNA LINC00607.
Fuente: Ensembl Genome Browser.
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Dependiendo de la base de datos o la literatura en la cual se reporte, el RNA
largo no codificante LINC01614 recibe otros nombres como: LCALA4,
TCONS_00003105, ENSG00000230838, y IncRNA 4 asociado a cancer de pulmon

(del inglés Lung cancer associated INcCRNA 4).

2.8.1. Caracteristicas del LINC01614

La siguiente descripcion del gen del LINC01614 y la caracterizacion de la region
en donde se localiza, se llevd a cabo empleando la plataforma Gene de la base de
datos publicos National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) y el visualizador del genoma Ensembl Genome

Browser (https://www.ensembl.org/index.html) en su version GRCh38.p13.

Su localizacién citogenética, 2935, indica que se ubica en la banda 35 en el brazo
largo del cromosoma 2 (Figura 11-A). Segun el ensamblaje GRCh38.p13, las
coordenadas del LINC01614 son Chr2: 215,718,043-215,719,424, lo cual sefiala que
su localizacion fisica abarca desde el nucleétido 215,718,043 hasta el nucledétido
215,719,424 del cromosoma 2 humano. En términos de tamafio, posee una longitud
de 1382 nt. Se conforma por dos exones y un intrén, y se transcribe a partir de la
cadena sentido (Figura 11-B). A nivel de transcrito, Gnicamente se ha descrito su
procesamiento en la isoforma LINC01614-201. Esta tiene una longitud de 648 nt y se

caracteriza por contener ambos exones en su estructura.

El gen del IncRNA se ubica entre dos genes codificantes para proteina, sin
intersectar con ellos. De acuerdo con la clasificacion de los IncRNAs basada en la
localizacion gendémica (Derrien et al., 2012), LINC01614 se clasifica como un RNA
largo no codificante intergénico (lincRNA). En la cadena sentido, los dos genes
codificantes para proteinas adyacentes a LINC01614 son el gen ATIC y el gen
TMEM169. El primero codifica para la enzima 5-aminoimidazol-4-carboxamida
ribonucleotido formiltransferasa/IMP ciclohidrolasa que participa en la de sintesis de
novo de purinas y se localiza a 370 kb rio arriba; el segundo se encuentra a 360 kb

rio abajo y codifica para la proteina transmembranal 169. En la cadena antisentido,
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MREG es el gen codificante para proteina mas cercano. Este se ubica a 225 kb rio

abajo y da origen a la proteina melanoregulina (Figura 11-C).

La region del cromosoma en la que se localiza LINC01614 destaca por la
presencia de una mayor proporcion de especies de INncCRNAs en relacion con la
proporcién de genes codificantes para proteinas. En la cadena complementaria al
gen, se localiza el IncRNA LINCO00607 (Figura 11-C). De acuerdo con su estructura,
LINC01614 se empalma con uno de sus intrones.

2.8.2. Localizacion celular del LINC01614

Muchas especies de INcRNAs tienen localizaciones celulares muy bien definidas.
De acuerdo con algunos autores, los INcRNAs se encuentran mas enriquecidos en el
nacleo en relacion con el citoplasma (Derrien et al., 2012; Quinn y Chang, 2016).
Esto respalda la teoria de que muchos de ellos estan involucrados en la regulacion

epigenética de la cromatina (Wang et al., 2017).

Para identificar su localizacion celular, se utilizé la base de datos INnCATLAS
(http://incatlas.crg.eu). Particularmente, en la linea celular HUVEC (células
endoteliales de venas de cordén umbilical humano), se observa que LINC01614 se
expresa en ambos compartimientos, sin embargo, el valor RCI obtenido (-1.29)
denota su tendencia a localizarse en el nucleo, en tanto que el color de la barra
(marron oscuro) indica que su nivel de expresion nuclear es cerca de 100 veces
mayor al observado en citoplasma. En el caso de la linea celular HL.hESC (células
troncales embrionarias), LINC01614 se expresa Unicamente en nucleo, de modo que

no es posible calcular el valor RCl y se representa en lineas punteadas (Figura 12).
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Figura 12. La localizacién celular del LINC01614 es predominantemente nuclear. En linea celular
HUVEC, LINC01614 se localiza mayoritariamente en el nucleo, respecto al citoplasma. En la linea
celular H1.hESC, la localizacion del transcrito es Gnicamente nuclear. Fuente: IncATLAS Database.

*E| indice de Concentracion Relativa Citoplasma-Nucleo (CNRCI, por sus siglas en inglés), se calcula
a partir del logaritmo base 2 del cociente de la expresién citoplasmatica (en FPKM) y la expresion
nuclear (en FPKM). El desplazamiento de la barra indica la tendencia del IncRNA a localizarse ya sea
en el citoplasma o en el nlcleo; un valor positivo indica que esta localizado preferencialmente en
citoplasma, mientras que un valor negativo sefiala que la localizacion es mayoritaria en el ncleo.
** E| color y el valor de expresion en FPKM (fragments per kilobase per million mapped) muestran el
nivel de expresion en el compartimiento.
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3. ANTECEDENTES PARTICULARES

En oncologia, la supervivencia global es un término que sefiala el porcentaje de
individuos de un grupo que sobreviven después de un periodo de tiempo definido,
tras ser diagnosticados con algun tipo de cancer (Driscoll y Rixe, 2009). Para su
calculo, se realiza el analisis de supervivencia, un método estadistico que permite
examinar los cambios a lo largo del tiempo de un evento especifico (Dudley,
Wickham y Coombs, 2016). La importancia de este estudio recae en que a través de
el se puede comprender como los niveles de expresion de un transcrito, como el
RNA largo no codificante LINC01614, influyen en la progresion del CaMa de acuerdo

con las caracteristicas de una paciente.

Dentro de sus multiples lineas de investigacion, el Laboratorio de Gendmica del
Céancer del Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) participa en el
proyecto titulado “Analisis de alta resolucién de alteraciones somaticas en el genoma
y transcriptoma de tumores de mama en pacientes mexicanas”. A continuacion, se
detalla como se llevd a cabo la seleccion del LINC01614 como gen candidato
asociado a la supervivencia global de las pacientes con CaMa, y los estudios

posteriores realizados en torno al gen.

En un primer estudio, se realiz6 mineria en la base de datos The Cancer
LncRNome Atlas (TCLA, http://fcgportal.org/TCLA/). Con los datos de secuenciacion
obtenidos, se llevo a cabo un andlisis de expresion diferencial, en el cual se detecto
un grupo de IncRNAs que se encontraban desregulados en tumores de mama, asi
como en otros tipos de céncer. Adicionalmente, los transcritos se mostraban
diferencialmente expresados respecto al tejido mamario normal adyacente. El estudio
se realizé considerando dos parametros: 1) FDR (del inglés False Discovery Rate) y

2) tasa de cambio en la expresién (Fold-change).
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Inicialmente, se identificaron 1144 y 1109 IncRNAs sobre-expresados y sub-
expresados, respectivamente. La seleccion de IncRNAs se refind, empleando la
plataforma The Atlas of Non-Coding RNAs in Cancer (TANRIC,
https://www.tanric.org/), hasta la obtencién de 18 transcritos. De ellos, once se
encontraban sobre-expresados, mientras que los siete restantes se mostraban sub-
expresados. Lo anterior se determin6 bajo el criterio de que estos INCRNAs
estuvieran asociados con la supervivencia global del paciente y que cumplieran con
los valores de Cox p < 0.05 y Log-Rank p < 0.04 en el andlisis de supervivencia.
Entre ellos, LINC01614 se caracterizO por presentar una asociacion significativa con
la supervivencia global de las pacientes (Figura 13). Los detalles de este trabajo se
encuentran descritos en la tesis “Analisis de la expresion de un RNA largo no
codificante alterado en cancer de mama, empleando bases de datos gendémicos”,
Padilla Palma (2018).

p=0.024
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Probabilidad de supervivencia
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= Grupo de alta expresion = Grupo de baja expresion

Figura 13. Los niveles de expresion del candidato LINC01614 se asocian con la supervivencia
global de las pacientes con CaMa. Curva de Kaplan-Meier obtenida a partir de una cohorte de bases
de datos publicos. En las pacientes de esta cohorte, se identificO que la sobre-expresion de
LINC01614 se asocia significativamente con una menor probabilidad de supervivencia (p= 0.024).
Imagen modificada de TANRIC.
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Posteriormente, se realiz6 un segundo estudio, en el cual se analizaron 57
tumores de mama derivados de bloques de parafina que fueron colectados del
Hospital Central Sur de Alta Especialidad (HCSAE) de Petréleos Mexicanos. De
estos tumores, se seleccionaron 33 muestras que cumplian con los criterios de
inclusién, exclusion y eliminacion, y se evaluo la expresion del gen mediante RT-PCR
en tiempo real. Los resultados de la validacion en esta cohorte indicaron que existia
un comportamiento semejante al obtenido en el trabajo bioinformético realizado
anteriormente (Figura 14). Esta investigacion se llevd a cabo por el Médico
Especialista en Anatomia Patoldgica Alejandro Martinez Aguirre (2019), bajo el titulo
de tesis “Analisis de expresidon de RNA largo no codificante (LINC-01614) en

carcinoma ductal infiltrante de la mama y su asociacion al curso clinico”.
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Figura 14. La alta expresion del LINC01614 se relaciona con una menor probabilidad de
superviviencia en pacientes con CaMa. Curva de Kaplan-Meier obtenida a partir de la cohorte del
HCSAE de PEMEX. La probabilidad de supervivencia de las pacientes disminuye cuando el transcrito
LINC01614 se encuentra sobre-expresado en tumores de mama, aunque los datos no muestran una
significancia estadistica (p= 0.18). Imagen modificada de Martinez-Aguirre, 2019.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CaMa es el tumor maligno més frecuente y mortal en mujeres de todo el
mundo. México se posiciona en el segundo lugar de los paises de América Latina y
el Caribe en incidencia y mortalidad, lo que constituye un problema relevante para la
salud publica. La heterogeneidad celular y molecular de la enfermedad impide
ofrecer a las pacientes un diagndstico y prondstico satisfactorio. En el pasado, los
estudios en torno a sus bases moleculares se han centrado en los genes
codificantes, sin embargo, estos constituyen un porcentaje pequefio del genoma
(1-2%). Lo anterior ofrece un argumento fuerte y sélido para buscar otros
biomarcadores. Entre éstos, los RNAs no codificantes podrian estar participando en
el desarrollo y la progresion de los tumores. Los INcRNAs son reguladores maestros
de distintas vias de sefalizacion celular debido a su capacidad para afectar la
expresion de miles de genes. Con el desarrollo de las tecnologias genomicas, se ha
revelado que algunos INcCRNAs estan desregulados en el cancer. Esta evidencia ha
abierto un nuevo panorama hacia la busqueda de IncRNAs que juegan un papel
importante en la carcinogénesis, y que puedan constituir potenciales herramientas de
diagndstico y prondéstico en distintas variedades de cancer humano, incluido el
CaMa.
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5. JUSTIFICACION

Este trabajo se centra en analizar la expresion del transcrito LINC01614 en
muestras de tejido tumoral de pacientes con CaMa, con la intencidén de validar si el
RNA largo no codificante se encuentra desregulado en poblacion mexicana,
conforme a lo observado en las bases de datos publicas. Asi mismo, permitira
determinar si existe una asociacion significativa entre la expresion de LINC01614 y la
supervivencia global de las pacientes. Esto podria identificar una herramienta de
pronéstico util que beneficie a las pacientes y favorezca el avance hacia el empleo de

genes no codificantes como biomarcadores de la enfermedad.
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6. HIPOTESIS

En poblacibn mexicana, los niveles de expresion del LINC01614 se asociaran
con la supervivencia global de las pacientes, indicando su potencial utilidad como

biomarcador de mal prondstico clinico en pacientes Luminal B.
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7.OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de expresion del RNA largo no codificante LINC01614 en

muestras de pacientes mexicanas con CaMa y correlacionar su tasa de expresion

con la supervivencia global.

7.1.

Objetivos particulares

Caracterizar in silico el potencial codificante y el plegamiento del
LINCO01614.

Analizar in silico la tasa de expresion del LINC01614 en muestras de

tumores de mama independientes.

Identificar genes diferencialmente expresados entre los niveles bajos y
altos del LINC01614.

Identificar muestras de tumores de mama del biobanco FUCAM-
INMEGEN que cumplan con los criterios de inclusion, exclusién y

eliminacién del estudio.

Analizar la tasa de expresion del LINC01614 en muestras de tumores de

mama mediante RT-PCR en tiempo real.

Correlacionar los niveles de expresion de LINC01614 con la supervivencia
global y las caracteristicas clinico-patoldgicas de los tumores de mama

analizados.
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8. METODOLOGIA

8.1. Caracterizacion in silico

8.1.1. Analisis del potencial codificante del LINC01614

La determinacion del potencial codificante se llevé a cabo con la herramienta
Coding Potential Calculator 2 (CPC 2.0, http://cpc2.cbi.pku.edu.cn/index.php). Este
analisis se basa en la busqueda de marcos abiertos de lectura en las secuencias de
los transcritos. El algoritmo del programa generdé un valor denominado Potencial
Codificante, el cual predice si un transcrito es codificante o no codificante.
Adicionalmente, el software obtuvo la longitud del péptido hipotético generado,
mediante la localizacion de un codon de inicio y un codon de paro. Para ejecutar el
andlisis, se seleccionaron dos genes de referencia: una secuencia codificante y una
secuencia no codificante. Estos genes se emplearon para validar los resultados

obtenidos, ya que cumplen con ser ampliamente caracterizados en la literatura.

8.1.2. Prediccion de estructuras secundarias del LINC01614

Para obtener la prediccion de las posibles estructuras secundarias, se utilizé el
servidor Mfold del Instituto de RNA, Colegio de Artes y Ciencias
(http://unafold.rna.albany.edu/?qg=mfold).

8.2. Analisis bioinformatico

8.2.1. Analisis de supervivencia global en muestras independientes

Se identificd la expresion de LINC01614 en una cohorte independiente de
tumores de mama empleando los datos de microarreglos procedentes de la base de
datos Gene Expression Omnibus (GEO, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Dicha
cohorte se compone de 4 conjuntos de datos, con las claves de acceso: GSE16446,
GSE20685, GSE20711 y GSE42568, analizados en el arreglo Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 (Thermo Fischer Scientific).
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Empleando la plataforma Kaplan-Meier Plotter (KM Plotter,
http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service&start=1), se analizaron los valores
de expresion en la cohorte, seleccionando el andlisis de supervivencia global. El
software generd la grafica de Kaplan-Meier de supervivencia global, y realiz6é la

prueba de hipétesis de Log-Rank.

8.2.2. Analisis de expresion diferencial

Se realizé un andlisis de expresion diferencial en 109 muestras de CaMa Luminal
B. Para ello, se utilizaron datos de secuenciacion por RNA-Seq de la base de datos
The Cancer Genome Atlas (TCGA, https://portal.gdc.cancer.gov). Las muestras se
estratificaron mediante el calculo del primer cuartil (percentil 25) y el tercer cuartil
(percentil 75). Con ello se obtuvieron dos grupos: 1) muestras con sub-expresion de
LINC01614 y 2) muestras con sobre-expresiéon de LINC01614, de manera que cada
grupo representa los niveles de expresion mas bajos y mas altos del transcrito,

respectivamente.

Este analisis se llevd a cabo en la plataforma GenePattern

(http://software.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/), con la herramienta

DESeq2. El software genera una lista de transcritos diferencialmente expresados
que incluye la siguiente informacién: el ID Ensembl, el nimero promedio de lecturas,
la tasa de cambio en la expresion en logaritmo base 2 (log2FoldChange), el error

estandar, el valor p y el valor p ajustado o FDR (del inglés False Discovery Rate).

8.2.2.1. Seleccion de datos del analisis de expresion diferencial

La seleccion de los transcritos diferencialmente expresados se basé en dos
criterios: 1) Tasa de cambio en la expresion (log2FoldChange) con un valor >2.0, en
el caso de genes con alta expresion, y valores <-2.0, en genes con baja expresion; y

2) Valor p ajustado o FDR estadisticamente significativo (p<0.05).
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8.3. Validacion experimental

8.3.1. Seleccion de muestras del biobanco FUCAM-INMEGEN

El Laboratorio de Gendmica del Cancer del INMEGEN, en colaboracion con la
Fundacién Mexicana de Fomento para la Prevencion Oportuna del Cancer de Mama
A.C. (FUCAM), cuenta con un biobanco de muestras de tumores de mama, el cual
comprende biopsias de tejido fresco (normal adyacente y tumor). Estas fueron
obtenidas de pacientes que acudieron al FUCAM, quienes previamente firmaron el
consentimiento informado correspondiente al proyecto “Analisis de alta resolucién de
alteraciones somaticas en el genoma y transcriptoma de tumores de mama en
pacientes mexicanas” aprobado por el Centro de Estudios de los Aspectos Eticos,
Legales y Sociales del INMEGEN (Numero de registro: CE2009/11). En el presente
estudio, se preseleccionaron 170 muestras con diagnéstico de la enfermedad en el
periodo comprendido entre los afios 2008 y 2016. A partir de ellas, se seleccionaron
97 muestras que cumplen con los criterios de inclusion, exclusién y eliminacion

detallados a continuacion.

8.3.1.1. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion
Criterios de inclusion

e Pacientes de nacionalidad mexicana.

e Pacientes con diagndstico confirmado de CaMa.

e Pacientes de todas las etapas clinicas (I a IV).

e Pacientes sin tratamiento previo que acuden por primera vez al FUCAM para
iniciar tratamiento.

e Pacientes que proporcionen la firma del consentimiento informado.
Criterios de exclusion

e Pacientes que hayan tenido una neoplasia previa.

¢ Pacientes que tengan otra neoplasia primaria.
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e Pacientes con infeccion sistémica aguda grave.

e Pacientes con embarazo o que se encuentren lactando.
Criterios de eliminacion

e Pacientes con tratamiento neoadyuvante.

e Pacientes que no cumplen con un tiempo de seguimiento de 36 meses, a
excepcion de las pacientes que hayan fallecido a causa de CaMa.

e Material biolégico colectado (biopsia) insuficiente para los estudios

moleculares.

8.3.2. Extraccion de RNA total de las muestras de tumores de mama

Se realizo la extraccion de RNA total de las muestras de tumores de mama a
partir de tejido fresco, empleando el kit de trabajo AllPrep® DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen® Inc, Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La
cantidad de muestra empleada se estandarizd6 a 20-30 mg de tumor, y previo a la
extraccion, las muestras se sometieron a un proceso de ruptura y homogeneizacion
mecéanica empleando un disruptor de tejidos y buffer de lisis. Este Gltimo se compone
principalmente de tiocionato de guanidino y B-mercaptoetanol, agentes inactivadores

de las RNasas, esenciales para la obtencién de RNA de alta calidad.

8.3.3. Cuantificacion de RNA total

La concentracion de RNA total en cada muestra se determin6 mediante
espectrofotometria, utilizando el instrumento NanoDrop™ One (ThermoFisher™
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). Asi mismo, se evalud la calidad del RNA
aislado a través de los criterios de pureza dados por los radios de absorbancia
260/280 y 260/230, utiles para detectar contaminacién por proteinas, y por sales y
compuestos organicos, respectivamente. Posteriormente, se almacend a -80 °C

hasta su procesamiento.
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8.3.4. Sintesis de cDNA

Para la cuantificacion relativa del RNA largo no codificante LINC01614 mediante
la técnica de PCR tiempo real, fue necesario obtener previamente cDNA a partir del
RNA extraido de las muestras de tumores de mama. Para ello, se llevé a cabo la
técnica de RT-PCR, de acuerdo a lo descrito en el protocolo del kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™, ThermoFisher™ Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA).

Previo a la reaccion, se realizaron diluciones de las muestras hasta obtener una
concentracion final de 10.0 ng/uL (100 ng de RNA / 10 pyL H,0). La reaccion se
realizé en un volumen final de 20.0 uL, que incluye 10.0 pyL de la mezcla de reaccion
preparada acorde a lo indicado en Tabla 3 y 10.0 pyL de la dilucion de cada muestra.
Dicha reaccion fue procesada en el equipo GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems™, ThermoFisher™ Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), siguiendo

las condiciones mostradas en la Tabla 4.

Tabla 3. Composicidon de la mezcla de reaccion empleada para la sintesis de cDNA.

Componente de la reaccion Volumen por reaccioén (pL)
Solucién amortiguadora RT 2.0
DNTPs 0.8
Random primers 2.0
MultiScribe™ Transcriptasa Reversa 1.0
Agua libre de nucleasas 4.2
Volumen total por reaccion 10.0

Tabla 4. Condiciones del termociclador para la sintesis de cDNA.

Condicion Fase 2
Temperatura (°C) 25 37 80 4
Tiempo (min) 10 120 5 00
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8.3.5. Cuantificacion de la expresion del LINC01614 mediante reaccion

en cadena de la polimerasa cuantitativa

Se evalud la expresion de LINC01614 con base en el protocolo TagMan® Non-
Coding RNA Assay (Applied Biosystems™, ThermoFisher™ Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), usando el gen de expresion constitutiva SCARNAS
(Hs03298717_s1, Thermo Fisher™ Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) como
gen de referencia en la reaccion. El ensayo se realiz6 en un volumen final de 10.0
ML, que incluyen 9.0 pL de mezcla de reaccion preparada de acuerdo a la Tabla 5, y
1.0 uL de cDNA sintetizado en el apartado 8.2.4., por triplicado. El ensayo se procesé
en el equipo QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™,
ThermoFisher™ Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) siguiendo las condiciones

descritas en la Tabla 6.

Tabla 5. Composicidon de la mezcla de reaccion empleada para lareaccion de qPCR.

Componente de la reaccion Volumen por reaccion (pL)

TagMan® Universal Master Mix 5.0
Agua libre de nucleasas 35
Sonda TagMan® 0.5
Volumen total por reaccion 9.0

Tabla 6. Condiciones del termociclador para la reaccion de qPCR.

Fase de la reaccién ‘ Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Incubacion de UNG 50 2 minutos 1
Hold -
Activacion enzimatica 95 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 15 segundos
PCR - 40
Alineamiento/Extension 60 1 minuto
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La cuantificacién de la expresion del transcrito en las muestras se realizé a través

del método de cuantificacion comparativo 274¢¢, en donde:

ACt = Ctgen de interés — Ctgen de referencia

El célculo de la cuantificacion se limita a esta férmula ya que no se cuenta con un

tejido control para cada muestra.

8.3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa IBM SPSS Statistics® version
25. Para la comparacion de las medias de expresion entre mas de dos grupos se
utilizé la prueba de ANOVA y la prueba post hoc de Tukey. La prueba de t de Student
para muestras independientes se usd cuando se comparé la expresion entre dos
grupos. En variables categoricas, se utilizé la prueba Chi-cuadrado de Pearson o la
prueba exacta de Fisher, segun el caso, para buscar asociaciones entre el nivel de
expresion y las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes. Por ultimo, para
el andlisis de supervivencia se realizaron las graficas de Kaplan-Meier junto con la
prueba de Log rank. Las muestras se estratificaron en las categorias de baja
expresion y alta expresion de LINC01614 con base en la mediana de expresion. En
todos los casos se consider6 como estadisticamente significativo el valor p < 0.05, el

cual se determind a una via.
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9. RESULTADOS

9.1. EILINCO01614 es un transcrito no codificante

Se determind el potencial codificante de LINC01614, para confirmar su
naturaleza no codificante. El andlisis se realiz6 con dos genes de referencia: Alfa
actina 1 (ACTAl) y RNA transcrito antisentido intergénico HOX (HOTAIR). Al
ingresar la secuencia del gen ACTAL, el software indicé que éste codifica para un
péptido con longitud de 378 aa, mientras que su valor de potencial codificante fue el
maximo posible (100%). Este resultado indica que la herramienta es util para
distinguir a una secuencia codificante. Por el contrario, la secuencia del gen HOTAIR
arroja un potencial codificante de 18.49% y un marco de lectura abierto de 48 aa.
Este gen se predice como un transcrito no codificante y valida la capacidad del
algoritmo para identificar una secuencia no codificante. Asi mismo, los resultados de
HOTAIR representan una baja probabilidad codificante para cualquier gen de prueba
(Kang et al., 2017).

En el caso de la secuencia de interés, se obtuvo un potencial codificante de
3.94%, valor ubicado por debajo del obtenido para HOTAIR. ElI marco de lectura
abierto tiene una longitud de 59 aa, lo cual cumple con la observacion de que las
secuencias no codificantes no generan péptidos mayores a 200 aa (Kang et al.,
2017). De acuerdo con las caracteristicas de su secuencia, los resultados sugieren
qgue LINCO01614 es un transcrito no codificante, que presenta baja probabilidad de

generar un péptido (Figura 15).
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Figura 15. LINC01614 es un transcrito no codificante. La grafica de barras muestra los resultados
obtenidos del analisis de potencial codificante realizado para tres genes diferentes. El transcrito
LINC01614 presenta un valor de potencial codificante de 0.0394 (3.94%), lo que demuestra que su
secuencia es no codificante. El potencial codificante obtenido para ACTA1 es 1.0 (100%), que indica
la méxima probabilidad de generar un péptido. Para HOTAIR, el valor del potencial codificante fue
0.1849 (18.49%). Estos dos ultimos genes se emplearon como secuencias de referencia para validar
los resultados del software utilizado.

9.2. Estructura secundaria del LINC01614

En la literatura se ha descrito que los INCRNAs generan estructuras secundarias
termodinamicamente estables, las cuales pueden determinar importantemente su
funcion celular (Liu, Somarowthu y Pyle, 2017). Se empled la herramienta Mfold
(http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold/RNA-Folding-Form)  para  predecir la
estructura secundaria de LINCO01614. A partir de la secuencia de 648 nt de la
isoforma LINC01614-201, el algoritmo determiné 18 posibles estructuras para este
RNA. En la figura 16 se presentan tres de ellas, que mostraron ser las mas

termodinamicamente estables (variacion de energia libre de Gibbs, AG < 0).
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Figura 16. Estructuras secundarias del LINC01614. Con base en la secuencia del transcrito, se
muestran tres estructuras secundarias probables para el plegamiento de la isoforma LINC01614-201.
Los recuadros de color azul y verde sefialan como para diferentes estructuras secundarias, existen
dominios idénticos entre si, que pueden estar asociados a una funcién especifica importante para su
mecanismo de accion.

Hasta este punto, los analisis realizados se enfocaron en aproximaciones
computacionales que permitieron ampliar la caracterizacion del IncRNA LINC01614.
Sin embargo, el objetivo central de esta investigacion se centra en el analisis de los
niveles expresion de LINC0614 en tumores de mama de pacientes mexicanas y la
asociacion que existe con la supervivencia global. Para alcanzar este objetivo, un
paso crucial es el estudio del IncRNA en una cohorte independiente de bases de
datos publicos. La disponibilidad de un amplio nimero de muestras permite validar

los resultados obtenidos en la cohorte mexicana.
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9.3. La expresion del LINCO1614 se asocia con la supervivencia

global en muestras independientes de cancer de mama
Se identificé la expresion del transcrito LINC01614 en una cohorte independiente
de tumores de mama, empleando los datos de microarreglos procedentes de GEO
DataSets. La cohorte comprende 626 muestras de tumores de mama, que incluyen
los subtipos moleculares Luminal A, Luminal B, HER2 y Basal, de acuerdo a la

proporcion mostrada en la tabla 7.

Tabla 7. Clasificacion por subtipo molecular de las muestras independientes del GEO. En
paréntesis se indica el % de cada subtipo en la cohorte analizada.

SUBTIPO MOLECULAR

Luminal A Luminal B HER?2 Basal TOTAL

271 (43.3%) 129 (20.6%) 73 (11.7%) 153 (24.4%) 626

El analisis de la supervivencia se realizd con la plataforma KM Plotter
(https://kmplot.com/analysis/), mediante la cual se generaron las graficas de Kaplan
Meier y se llevd a cabo la prueba estadistica no paramétrica correspondiente. La
grafica de Kaplan-Meier se compone de dos curvas, de las cuéles, una corresponde
a las pacientes que presentan sobre-expresién de LINC01614 (curva roja), en tanto
que la segunda indica a las pacientes que muestran sub-expresion de LINC01614

(curva negra).

En la primera grafica de supervivencia global, que incluye todos los subtipos
moleculares (figura 17-A), se observa que durante los primeros 50 meses del
estudio, ambos grupos de pacientes comienzan a disminuir su probabilidad de
supervivencia, sin embargo, esta disminucion es mas notoria para las pacientes con
alta expresion. Al transcurrir 100 meses, la diferencia en las curvas es mas evidente.
Las pacientes con sub-expresién muestran una mayor probabilidad de supervivencia,
con respecto a las pacientes con sobre-expresion. Al final del estudio, se observa
que el 75% de las pacientes con sub-expresion sobrevive, mientras que Unicamente

el 58% de las que presentan sobre-expresion lo hace.
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En general, el comportamiento observado sugiere que las pacientes con sobre-
expresion de LINC01614 tienen una menor probabilidad de supervivencia. Para
corroborar lo anterior, el programa realiza la prueba de hipotesis de Log-Rank. El
valor p obtenido indica que existe una asociacion significativa entre la expresion del
INcRNA y la supervivencia global (p= 0.0264). Esto demuestra que los niveles de
expresion de LINC01614 si influyen en la supervivencia de las pacientes, de tal

manera que la alta expresion se asocia con un pronostico desfavorable en el CaMa.
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Figura 17. La sobre-expresién del LINC01614 se asocia con un menor tiempo de supervivencia
global, especialmente en pacientes con CaMa Luminal B. A) La gréafica de Kaplan-Meier muestra
gue en las pacientes con CaMa, la alta expresion de LINC01614 se asocia con un prondstico
desfavorable (p=0.0264). B) La gréafica de Kaplan Meier indica que en pacientes con CaMa Luminal B,
la probabilidad de supervivencia global es significativamente menor cuando sobre-expresan el
transcrito LINC01614 (p=0.017).
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Posteriormente, se analizé individualmente cada uno de los cuatro subtipos
moleculares que conforman la cohorte. Se obtuvieron las graficas de supervivencia
global de Kaplan Meier, asi como el valor de p de la prueba de Log-Rank para cada
subtipo (LumA, p= 0.061; LumB, p=0.017; HERZ2, p= 0.20; Basal, p= 0.13). El subtipo
Luminal B fue el Unico en presentar una asociacion significativa entre el nivel de
expresion de LINC01614 y la supervivencia global. Estas pacientes presentaron un
valor p menor (p= 0.017) al que se obtuvo en el andlisis general. La grafica de estas
pacientes (figura 17-B) muestra que el grupo de pacientes con sub-expresion de
LINC01614 permanece con una probabilidad de supervivencia mayor al 90% a lo
largo del estudio, mientras que el grupo que sobre-expresa el transcrito tiende a ir
disminuyendo su probabilidad de supervivencia a mayor numero de meses

transcurren, hasta alcanzar una probabilidad de 52% cerca de los 150 meses.

9.4. ElI LINCO01614 puede regular la expresion de transcritos
implicados en el desarrollo del cancer
Con base en la asociacion observada entre la alta expresion del LINC01614 y la

disminucién de la supervivencia global (cohorte GEO), se decidi6 identificar si otros
transcritos se encuentran desregulados en dichas condiciones. Para ello, se
compararon los niveles de expresion de un amplio nimero de transcritos mediante el
analisis de expresion diferencial. La comparacion se llevd a cabo en muestras
Luminal B, las cudles se estratificaron en dos grupos: alta expresion del LINC01614 y
baja expresion del LINC01614. De acuerdo con los criterios establecidos para el
andlisis (log2FC >2.0 6 <-2.0, y valor p FDR <0.05), se encontraron 1682 transcritos
diferencialmente expresados. De éstos, la gran mayoria se encontraban regulados
negativamente (n= 1387, 82%) (Figura 18).

Los resultados de este primer acercamiento permiten identificar diferencias
significativas en el transcriptoma de las pacientes con CaMa Luminal B, cuando se
consideran los niveles de expresion del LINC01614. Ademas, sugieren la existencia
de un conjunto de transcritos relacionados con la sobre-expresion del LINC01614 y

Su asociacion al proceso patolégico del CaMa.
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Figura 18. Los niveles de expresion del LINC01614 se correlacionan con un grupo de
transcritos diferencialmente expresados. El grafico de volcdn muestra que existen transcritos
diferencialmente expresados entre las muestras Luminal B con niveles de expresion altos y bajos de
LINC01614. Los puntos en gris indican a los transcritos sin significancia estadistica; los puntos en azul
sefalan a los transcritos con valor p FDR significativo; los puntos en rojo muestran a los transcritos
con tasa de cambio en la expresion (Fold Change) y valor p FDR significativo. En éstos Gtimos, en el
cuadrante izquierdo se representan a los transcritos diferencialmente sub-expresados, mientras que
en el cuadrante derecho se muestran los diferencialmente sobre-expresados.

Posteriormente, se seleccionaron los veinte principales transcritos con expresion
diferencial, y se realiz6 una busqueda en la literatura de sus principales funciones.
Para este estudio, nos interesamos principalmente en aquellas funciones

relacionadas con el desarrollo y la progresion tumoral (Tabla 8).

Dentro de los transcritos regulados positivamente, se identific6 a COL11A1,
COL10A1, KLKP1, LINC0O1705, MMP13, los cuales tienen papeles importantes en
procesos de proliferacion celular, migracion celular, invasion, degradacion de la
matriz extracelular, angiogénesis y en la transicion epitelial-mesenquimal. Por el
contrario, los transcritos implicados en procesos de apoptosis, regulacion de la
proliferacion, reconocimiento inmunoldgico y metabolismo de lipidos se mostraron
regulados negativamente, por ejemplo, CA4, LEP, CD300LG, PLIN4 y SCARAS.
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Tabla 8. Principales transcritos con expresién diferencial en CaMa Luminal B con alta y baja

expresién de LINC01614.

Simbolo

Descripcion

Funcién

COL11A1

COL10A1

LINC01929

KLKP1

CD177

LINCO01705

LINCO01429

SLC24A2

MMP13

AP001434.1

CA4

LEP

CD300LG

PLIN4

MYOC

KCNJ16

STAC2

ANGPTL7

SCARAS5

ADGRD2

Cadena alfa-1 de colageno
de tipo XI
Cadena alfa-1 de colageno
de tipo X
RNA largo no codificante
intergénico 1929
Pseudogen de

calicreina 1
Antigeno de neutréfilos

RNA largo no codificante
intergénico 1705
RNA largo no codificante
intergénico 1429
Acarreador de solutos
familia 24, miembro 2
Metaloproteinasa de la

matriz extracelular 13

RNA largo no codificante

Anhidrasa carbonica 4

Leptina

Molécula de adhesion

Perilipina-4

Miocilina
Canal de potasio Subfamilia
J Miembro 16
Proteina con dominio rico
en Cisteinay SH3
Proteina similar a
Angiopoyetina-7
Receptor scavenger
Clase A Miembro 5
Receptor D2 acoplado a

proteina G

Proliferacion, migracion e
invasion celular
Angiogénesis; transicion

epitelial-mesenquimal
/

Proliferacion e invasion
celular
Regulador de via de
sefalizacion Wnt/B-catenina
Proliferacion y migracion

celular

/

Transporte transmembranal
Degradacion de matriz
extracelular, angiogénesis

/

Apoptosis

Proliferacion, migracion e
invasion celular
Reconocimiento

inmunoldgico
Regulacion del metabolismo
lipidico
Estructura muscular
Proliferacion celular y

angiogénesis

/

Angiogénesis

Apoptosis

Proliferacion, migracion e

invasion celular

4.69

4.61

4.16

3.86

5.66

4.15

3.53

3.66

4.63

3.64

-6.36

-6.80

-5.63

-5.60

-7.06

-5.37

-5.27

-5.33

-5.05

-5.50

1.0E-48

7.87E-46

5.75E-43

3.44E-42

6.75E-41

6.75E-41

8.28E-39

1.03E-33

4.93E-32

2.64E-28
4.00E-41

6.40E-38

3.34E-36

1.78E-35

6.22E-34

5.33E-28

6.33E-28

7.34E-26

6.45E-25

1.22E-23
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Validacion experimental

Tabla 9. Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de pacientes FUCAM-INMEGEN.
Total Luminal A Luminal B HER2 Triple negativo

Caracteristica Valor p
n= 97 n= 44 (45.4%) n= 37 (38.1%) n=7 (7.2%) n=9 (9.3%)
Edad
<50 afios 47 15 21 6 5 0.017*
>50 afios 50 29 16 1
Grado del tumor
<Il 59 33 22 2 2 4.2E-5*
>|| 29 4 14
Desconocido 9 7 1 0 1
Tamafio tumoral
<20 mm 30 19 10 1 0 0.018*
>20 mm 67 25 27 6
Etapa clinica
<Il 87 43 32 6 6 0.011*
>l 10 1 5 1 3
ER
Positivo 77 41 34 2 0 3.4E-11*
Negativo 20 3 3 5
PR
Positivo 63 41 19 3 0 1.3E-9*
Negativo 34 3 18
HER2
Positivo 16 3 6 7 0 5.0E-7*
Negativo 79 39 31
Desconocido 2 2 0
Ki-67
<20% 48 27 17 3 1 5.0E-4*
>20% 10 0 7
Desconocido 39 17 13
Recurrencia
Si 7 1 3 1 2 0.051*
No 87 40 34
Desconocido 3 3 0 0 0
Metastasis
Si 11 3 5 1 2 0.178*
No 86 41 32
Evento de muerte
Si 11 4 4 2 1 0.210*
No 86 40 33 5 8

Ki-67= Antigeno Ki-67, marcador de proliferacién celular. *= Prueba exacta de Fisher. La significancia estadistica se
determiné mediante un andlisis a una via. Los datos Desconocido no fueron incluidos.
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En este trabajo, se incluyeron 97 muestras seleccionadas a partir del biobanco
INMEGEN-FUCAM, las cuales fueron previamente clasificadas en cuatro subtipos
con base en el diagnéstico por inmunohistoquimica. De acuerdo con esta
clasificacion, se observa que el subtipo Luminal A es el mas frecuente en las
pacientes (45.4%), seguido por el subtipo Luminal B (38.1%). En contraste, el 9.3%
de los pacientes se clasifican en el subtipo basal, mientras que el subtipo HER2 es el

menos frecuente, presentandose Unicamente en el 7.2 % de las pacientes.

9.5. Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte FUCAM-
INMEGEN
Para estudiar la relevancia clinica del LINC011614, en primer lugar se evaluaron
las caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte. Este andlisis se realizd con el
objetivo de estratificar a las pacientes y determinar su asociaciébn con la
supervivencia global. La primera de estas caracteristicas, la edad, muestra que
existe una proporciéon similar entre las pacientes con 50 afios 0 menos (48%) y las
pacientes mayores a 50 afios (52%). En las primeras, el subtipo Luminal B es
predominante en el 45% de las pacientes, mientras que en las segundas, el 58% de

las pacientes se clasific6 como Luminal A.

Respecto a las caracteristicas del tumor, la mayoria de las muestras se
encuentran en un grado tumoral menor o igual a Il (61%), y se caracterizaron por
tener un tamafio tumoral mayor a 20 mm (69%). Ademas, el 90% de las pacientes se
localizan en una etapa clinica menor o igual a Il, indicando que el diagnéstico se

realiz6 en estadios tempranos de la enfermedad.

En relacion a los receptores hormonales, el 79% de las pacientes es positiva para
el receptor de estrogenos (ER), en tanto que el 65% de las pacientes es positiva para
el receptor de progesterona (PR); la positividad de ambos receptores se observa
predominantemente en las pacientes Luminales. En el caso de HER2, 16% de las
pacientes son positivas para este receptor. De ellas, el 19% corresponde a las

pacientes Luminal A, 37% a las pacientes Luminal B, y 44% a las pacientes HER2.
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Por otra parte, la evaluacién de la proliferacién celular mediante el marcador Ki67
indicd que el 49% de los tumores presentan una tasa de proliferacibn menor o igual
al 20%, mientras que un porcentaje menor (10%) presenta una tasa de proliferacion
mayor al 20%. De estos ultimos, el 70% corresponde a las pacientes Luminal B. La
recurrencia y la metéstasis a otros drganos fueron eventos poco frecuentes en la
cohorte, presentandose en un 7% y 11%, respectivamente. Sin embargo, ambos

fendbmenos afectaron al 22% de las pacientes triple negativo.

Por ultimo, el evento de interés para esta investigacion, el fallecimiento, ocurrio
en el 11% de las pacientes. Dentro de las pacientes Luminal A, el 9% presenté el
evento; en el caso de los subtipos Luminal B y triple negativo, ambos grupos
presentaron el evento en el 11% de las pacientes; en tanto que en las pacientes
HER2 se observo que en el 29% de ellas ocurrié el evento. Todo lo descrito en este

apartado se presenta en la Tabla 9.

9.6. Los niveles de expresion del LINC01614 varian entre las
pacientes Luminal y no Luminal

Para determinar la expresion del LINC01614 en la cohorte de pacientes FUCAM-

INMEGEN, se realiz6 la cuantificacion del transcrito en las muestras de tumores

mediante reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR). Al comparar los

datos de expresion entre los cuatro subtipos clasificados por inmunohistoquimica, se

identifico mediante la prueba de ANOVA que no existe diferencia significativa entre la

expresion del transcrito y los subtipos del CaMa (p= 0.118) (Figura 19-A).

Sin embargo, se observo que las muestras de los subtipos Luminal A y Luminal B
presentan una expresion del transcrito semejante entre si (p= 0.499), lo cual también
se cumple en los subtipos HER2 y Triple negativo (p= 0.490) (Resultados no
mostrados). Por otra parte, se demostro que la distribucion de la expresion del
transcrito en el subtipo Luminal A es ligeramente diferente a la del subtipo Triple
negativo aunque no significativa (p=0.134), comportamiento que también se observa

entre el subtipo Luminal B y el subtipo Triple negativo (p= 0.186) (Resultados no
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mostrados). Este hallazgo, en conjunto con el hecho de que el nUmero de casos de
los subtipos HER2 y Triple negativo son bajos (n= 7 y n= 9, respectivamente),
condujo a agrupar a las muestras en dos grupos. Con base en qué tan similares son
entre si estadisticamente, se generd una nueva clasificacion que las divide en
pacientes Luminal (Luminal A y Luminal B) y pacientes No Luminal (HER2 y Triple
negativo). La prueba de t de Student evidencid que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la expresion del LINC01614 de ambos grupos
(p=0.022) (Figura 19-B).
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Figura 19. Niveles de expresion del LINC01614 en la cohorte FUCAM-INMEGEN. A) Expresion del
IncRNA LINC01614 en las muestras de tumores de mama clasificadas por inmunohistoquimica
(p=0.118). B) Nivel de expresion del IncRNA LINC01614 significativamente diferente entre las

pacientes de los grupos Luminal y No Luminal (p= 0.022). La significancia estadistica se determin6
mediante un analisis a una via.

9.7. La disminucion de la supervivencia global se asocia con la
sobre-expresion del LINC01614 en pacientes mexicanas con

CaMa Luminal B
A modo de estudiar la relevancia clinica de LINC01614 en pacientes mexicanas
con CaMa, se estratificd la expresion del transcrito de cada muestra en las
categorias de baja expresion y alta expresiéon tomando como referencia la mediana

de los datos. Como se indica en la Tabla 10, los resultados de la prueba de Chi-
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cuadrado o prueba exacta de Fisher (segun cada caso) revelaron que existe una
asociacion clinica entre el nivel de expresion del LINC01614 y los subtipos del CaMa
clasificados por inmunohistoquimica (p= 0.035), asi como con los grupos Luminal o
No Luminal (p= 0.016). Esta asociacion también se observé en variables como la

edad (p= 0.042), el grado tumoral (p= 0.002), y la recurrencia (p=0.046).

Tabla 10. Asociacién clinica entre la expresion del LINC01614 y las caracteristicas clinico-
patolégicas en la cohorte FUCAM-INMEGEN.

Expresion de LINC01614

Variable

Baja | Alta

Subtipo por IHQ

Luminal A 22 22 0.035*
Luminal B 22 15

HER2 3 4

Triple negativo 1 8

Grupo

Luminal 44 37 0.016~
No Luminal 4 12

Edad

<50 afios 19 28 0.042"
>50 afios 29 21

Grado del tumor

<Il 32 27 0.002"
>[| 9 20

Tamafio tumoral

<20 mm 16 14 0.306~
> 20 mm 32 35

Etapa clinica

<l 42 45 0.262*
>|| 6 4

ER

Positivo 41 36 0.073°
Negativo 7 13

PR

Positivo 32 31 0.219°
Negativo 16 18

HER2

Positivo 6 10 0.147°
Negativo 41 38

Ki-67

< 20% 26 22 0.250*
> 20% 4 6

Recurrencia

Si 2 5 0.046*
No 43 44

Metastasis

Si 6 5 0.388~
No 42 44

Ki-67= Antigeno Ki-67, marcador de proliferacion celular. ~= Prueba de Chi-cuadrado. *= Prueba exacta de Fisher. La
significancia estadistica se determin6 mediante un analisis a una via.
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Después, se realiz6 el analisis de supervivencia y la prueba estadistica de Log-
rank para explorar el efecto de la expresion del transcrito en la supervivencia global.
Inicialmente, se realizé un analisis general que incluia a todas las pacientes de la
cohorte, en el cual se observa una tendencia a que las pacientes con sobre-
expresion del transcrito presenten una menor supervivencia global (p=0.063) (Figura
20-A). Especificamente, aquellas con sub-expresion del transcrito presentan un 94%
de probabilidad de supervivencia global, mientras que en las pacientes con sobre-
expresion esta probabilidad disminuye al 84%. Esto se relaciona con un tiempo de
supervivencia promedio de 114 meses y 108 meses, respectivamente. Lo anterior
indica que el prondstico de vida para las pacientes con alta expresion de LINC01614

es 6 meses mayor en relacion a las que presentan baja expresion.

Al estratificar a las pacientes en los grupos Luminal y no Luminal, se observo
que los altos niveles de expresion de LINC01614 se asocian con un tiempo de
supervivencia significativamente mas corto en pacientes con fenotipo Luminal
(p=0.039) (Figura 20-B). En este caso, la sub-expresion del transcrito se asocia con
un prondstico de vida de 116 meses, mientras que en el escenario de la sobre-
expresion, este prondstico disminuye a 108 meses.

Por altimo, uno de los cuestionamientos de mayor interés para esta investigacion
fue identificar si en alguno de los cuatros subtipos de la clasificacion por IHQ los
niveles de expresion del transcrito influyen en la supervivencia global. Los resultados
mostraron que las pacientes Luminal B tienen una probabilidad de supervivencia
global significativamente mas baja cuando sobre-expresan a LINC01614 (p= 0.045)
(Figura 20-C). Dicha asociacién no fue observada en ninguno de los otros subtipos
(LumA, p=0.186; HER2, p= 0.124; Basal, p= 0.353, Resultado no mostrados). En el
grupo de pacientes Luminal B, la baja expresion del LINC01614 se asocia con un
96% de probabilidad de supervivencia, valor que disminuye a 80% cuando el
transcrito se expresa en niveles altos. Por lo tanto, la sobre-expresion del IncRNA
LINC01614 es un marcador de mal prondstico clinico en pacientes con CaMa

Luminal B.
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Figura 20. La sobre-expresién del LINC01614 es desfavorable para la supervivencia global de
las pacientes mexicanas con CaMa, especialmente del subtipo Luminal B. A) La grafica de
Kaplan-Meier indica que las pacientes con sobre-expresion de LINC01614 tienden a presentar una
menor probabilidad de supervivencia global (p= 0.063). B) En las pacientes del grupo Luminal, la
sobre-expresiéon de LINC01614 se asocia significativamente con una menor probabilidad de
supervivencia global (p= 0.039). C) Las pacientes del subtipo Luminal B presentan un tiempo de
supervivencia significativamente més corto cuando sobre-expresan el transcrito LINC01614 (p=0.045).
La significancia estadistica se determind mediante un analisis a una via.
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9.8. La supervivencia global del CaMa tiende a disminuir en
pacientes jévenes con sobre-expresion del LINC01614

Posteriormente, el analisis se enfoco hacia la busqueda de caracteristicas clinico-
patologicas significativamente relacionadas con la supervivencia global. En este
sentido, se observé que las pacientes de 50 afios 0 menores presentan un ligero
incremento en la expresion del LINC01614 respecto a las pacientes mayores de 50
afios. Dicho hallazgo fue confirmado mediante la prueba de t de Student, la cual
reveld que los niveles de expresion entre ambos grupos son significativamente
diferentes (p= 0.0025) (Figura 21-A). Al realizar el andlisis de supervivencia de
Kaplan Meier, se observo que las pacientes con menor probabilidad de supervivencia
son aquellas que presentan alta expresion del LINC01614. Aunque ésta no es
significativa, la tendencia sefiala que los niveles de expresién son un factor de interés
para el prondstico Unicamente cuando las pacientes tienen 50 afios 0 menos
(p=0.062) (Figura 21-B). En este grupo, las pacientes con sub-expresion muestran
una probabilidad de supervivencia del 96%, mientras que la probabilidad disminuye a

80% en las pacientes con el patrén de sobre-expresion.
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Figura 21. La sobre-expresién del LINC01614 tiende a ser un factor de mal prondstico cuando
las pacientes con CaMa tienen 50 afios o menos. A) El nivel de expresién del LINC01614 es
significativamente diferente entre las pacientes de 50 afios 0 menos y las pacientes mayores de 50
afios (p= 0.0025). B) La grafica de Kaplan-Meier indica que las pacientes con una edad de 50 afios o
menos, tienden a presentar una menor probabilidad de supervivencia global cuando sobre-expresan el
INncRNA LINC01614 (p= 0.062). La significancia estadistica se determiné mediante un analisis a una via.
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9.9. La supervivencia global del CaMa disminuye en pacientes con
tumores de bajo grado y sobre-expresiéon del LINC01614

Por otra parte, se detectdé una asociacion estadisticamente significativa entre la
expresion de LINC01614 y la probabilidad de supervivencia global, en las pacientes
con tumores de bajo grado (< Il) (p= 0.0045) (Figura 22-A). En estas pacientes, la
probabilidad de supervivencia es la mas alta (100%) cuando los tumores presentan
sub-expresion del transcrito, sin embargo, en el panorama contrario, la sobre-
expresion se asocia a una probabilidad de supervivencia del 80%. Adicionalmente,
se observé que, en el grupo de pacientes que no presentaron evento de recaida, el
tiempo de supervivencia media fue significativamente mas corto cuando el
LINC01416 se encuentra sobre-expresado. (112 meses), respecto a cuando su

expresion es baja (118 meses) (p=0.047) (Figura 22-B).
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Figura 22. La sobre-expresién del LINC01614 se asocia con un menor tiempo de supervivencia
en pacientes con mejor desarrollo de la enfermedad. A) La grafica de Kaplan-Meier indica que las
pacientes de bajo grado tumoral tienen una probabilidad de supervivencia global significativamente
menor cuando sobre-expresan el transcrito LINC01614 (p= 0.0045). B) La gréafica de Kaplan-Meier
sefiala que la supervivencia global se asocia significativamente con los niveles de expresién de
LINC01614 en pacientes sin recurrencia (p= 0.047). La significancia estadistica se determind
mediante un andlisis a una via.
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10. DISCUSION

El desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion y su
aplicacion al estudio del transcriptoma de células tumorales ha facilitado la
identificacion de RNAs no codificantes de relevancia biolégica en el cancer (Ratti et
al., 2020). En la literatura existe amplia evidencia que revela que los RNAs largos no
codificantes son reguladores relevantes para promover o inhibir el desarrollo de los
tumores mediante diversos mecanismos de accion (Chen et al., 2016; Bin et al.,
2018). Actualmente, estas moléculas son el centro de atencidbn de grupos de
investigacion, los cuales dirigen sus esfuerzos a explorar sus capacidades de
regulacion en la transformacion y progresion neoplasica, asi como en procesos
celulares de proliferacion, migracion y estabilidad del DNA (Rathinasamy vy

Velmurugan, 2018).

Actualmente, la mayoria de los biomarcadores de cancer se basan en genes
codificantes para proteinas. Sin embargo, diversos estudios muestran que
numerosos INcRNAs que se encuentran desregulados en el cancer presentan perfiles
de expresion caracteristicos de acuerdo con la ubicacion, el grado tumoral y la
progresion de la enfermedad (Chandra Gupta y Nandan Tripathi, 2016; Sanchez y
Huarte, 2013). El andlisis de los datos de expresion, disponibles publicamente, se
puede integrar con la informacién clinico-patolégica de pacientes con la enfermedad

a modo de demostrar su potencial como marcadores bioldgicos (Du et al., 2013).

Algunos IncRNAs ya son utilizados en combinacion con biomarcadores de genes
codificantes, para mejorar la especificidad y la sensibilidad del diagnéstico de
algunas enfermedades. Por ejemplo, el IncCcRNA PCAZ3, el cual se detecta en orina
para el diagnostico de cancer de préstata, aumenta la precision y la sensibilidad de la
prueba respecto a la cuantificacion de la proteina PSA sola (Wang et al., 2018). En
general, los IncRNAs han demostrado que presentan alta especificidad, alta
estabilidad, y facil deteccion en tejidos y en fluidos corporales como suero, plasma,
orina y saliva, lo que ha aumentado el interés en su estudio como biomarcadores de

cancer (Chandra Gupta y Nandan Tripathi, 2016).
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En los estudios de expresion diferencial realizados en el laboratorio de Gendmica
del Céancer, se identifico que el LINC01614 es un transcrito cuya expresion se
encuentra desregulada en diferentes tumores. En la literatura se ha descrito esta
desregulacion en por lo menos tres tipos tumorales distintos: cancer de pulmon,
cancer de mama y gliomas de alto grado tumoral. En un reporte se identifico que el
LINC01614 se encuentra desregulado en muestras de cancer de pulmén de células
no pequefas, principalmente en las etapas tumorales mas avanzadas. Ademas, los
autores describen que la disminucién de la supervivencia de las pacientes se asocia
con la alta expresion del LINC01614. En conjunto, estos hallazgos condujeron a
postularlo como un potencial biomarcador de diagnéstico en este tipo de cancer (Sun
y Ling, 2019). Por otra parte, dos trabajos de investigacién independientes en cancer
de mama encontraron que la sobre-expresion del LINC01614 se asocia
significativamente con una menor supervivencia global (Vishnubalaji et al., 2019;
Wang et al., 2019). Finalmente, en una investigacion mas reciente realizada con
datos bioinformaticos de muestras de glioma, se observé que el LINC01614 es una
potencial herramienta de prondstico, al hallar que la alta expresion favorece una

menor supervivencia global de los pacientes (Wang, Wu y Guo, 2020).

Respecto a la funcién del LINC01614, estudios recientes han descrito algunas de
sus funciones biolégicas en el desarrollo del cancer. Por ejemplo, en gliomas se
identifico que el factor de transcripcion SP1 regula positivamente al LINC01614, lo
cual favorece que se una competitivamente al supresor tumoral miR-383, e inhibe la
regulacion de la expresion del transcrito ADAM12 (Wang, Wu y Guo, 2020). Este
RNA codifica para una metaloproteinasa altamente asociada con la progresion del
cancer (Kveiborg et al., 2008). De este modo, la sobre-expresiéon del LINC01614
aumenta los niveles de ADAM12 mediante el secuestro de miR-383. Asi mismo, se
demostré que el LINC01614 promueve el crecimiento tumoral y la metéstasis, al
inhibir la expresion de la caspasa 9 y la caspasa 3. Esto evita que las células de
glioma entren en proceso de apoptosis (Wang, Wu y Guo, 2020). De manera
interesante, en adenocarcinoma de pulmén se reporté que el LINC01614 actia bajo

este mismo mecanismo de competidor endogeno observado en gliomas. El
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LINC01614 secuestra a miR-217, de forma que afecta su capacidad para unirse a
FOXP1 (su transcrito blanco). Este Gltimo promueve la proliferacion celular y conduce

al desarrollo y la progresion del cancer de pulmén (Liu et al., 2018).

Todo lo anterior sugiere que el mecanismo de accion por el cual la sobre-
expresion del LINC01614 se asocia a la progresion del cancer en diferentes tipos
tumorales es a través de su papel como esponja de miRNAs (Wang, Wu y Guo,
2020; Liu et al., 2018). Este tipo de regulacion ocurre en el citoplasma a nivel post-
transcripcional y evita que los miRNAs degraden a sus transcritos blanco, lo cual es
posible cuando el competidor enddégeno presenta sitios de unidon semejantes al
MmRNA (Militello et al., 2016; Sen et al.,, 2014). Esto concuerda con el trabajo
realizado en células de glioma (Wang, Wu y Guo, 2020), en el cual se mostré que el
LINC01614 se expresa principalmente en el citoplasma. De acuerdo con IncATLAS
Database, el transcrito se expresa mayoritariamente en el nucleo en la linea celular
HUVEC, mientras que en la linea celular h1.hESC su expresion es exclusivamente
nuclear. Los datos sugieren que el LINC01614 presenta otros mecanismos de accion
dentro del ndcleo, mismos que aun no se han dilucidado. Ademas, la evidencia indica
que la expresion citoplasma/nucleo es tejido o contexto celular dependiente, como se
ha reportado anteriormente (Han et al., 2018; Bala y Johnson, 2018). En tumores de
mama, se reporta que durante la sobre-expresion del LINC01614 se activa
predominantemente la via del factor de crecimiento transformante B (TGF-B) y la
sefalizacion por cinasas de adhesion focal (FAK) (Vishnubalaji et al., 2019). No
obstante, los detalles de su mecanismo de accion molecular o sus moléculas blanco

aun no se han dilucidado en este tipo tumoral.

En cuanto a su plegamiento, se identificaron dominios idénticos en las estructuras
secundarias predichas computacionalmente para la secuencia del LINC01614. Los
dominios conservados potencialmente estan relacionados con la funcidn
citoplasmatica de secuestro de miRNAs. Sin embargo, es necesario validar
computacionalmente y/o experimentalmente si en estos dominios existen secuencias

complementarias a miR-383 y miR-217, que le permitan ejercer dicha funcion.
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Tras este andlisis, la investigacién se dirigi6 hacia el estudio de los niveles
expresion del LINC0614 en tumores de mama Yy la asociacion que muestran con la
supervivencia global. En la cohorte mexicana, se encontr6 una prevalencia del
subtipo Luminal A (45%), Luminal B (37%), HER2 (7%) y Triple negativo (9%),
ligeramente diferente a las proporciones identificadas en otras investigaciones
realizadas en poblacién mexicana. En un estudio se reporté que las prevalencias
para cada subtipo son 65%, 12%, 9% y 14%, respectivamente (Pérez-Rodriguez,
2015). En otro trabajo, se indico que el 70%, 17%, 5% y 8% corresponde a cada
subtipo (Valle-Solis et al., 2019). Por otro lado, respeto a la cohorte del GEO, las
proporciones para cada uno son 43%, 21%, 12% y 24%. A pesar de las diferencias,
se observa gque en todos los grupos se cumple con que el subtipo Luminal A es el

mas frecuente, y que en el subtipo HER2 se ubica el menor nimero de casos.

Adicionalmente, se observa que los datos experimentales se comportan de la
manera esperada, dado que los subtipos clasificados por IHQ muestran asociaciones
significativas con la mayoria de las caracteristicas clinico-patoldgicas, las cuales ya
se encuentran ampliamente descritas en la literatura. Por ejemplo, se ha demostrado
que las pacientes mayores a 50 afios se relacionan con los subtipos Luminal A y
Luminal B, ya que los receptores hormonales (ER y PR) positivos son mas
frecuentes en las pacientes posmenopausicas (Mills et al., 2019; Ellingjord-Dale et
al., 2017). En contraste, en las pacientes menores a 50 afios prevalecen los subtipos
HER2 y Triple negativo, pues en la premenopausia estos receptores son menos
frecuentes (Pérez-Rodriguez, 2015). Otro ejemplo es el grado tumoral, el cual refleja
la agresividad de la enfermedad (Harbeck et al., 2019). En el caso del subtipo
Luminal A, por lo general el grado del tumor es bajo (85% de los casos) (De Kruijf et
al., 2014), lo que es indicativo de un buen prondstico para las pacientes (probabilidad
de supervivencia, 93%) (Howlader et al., 2018), mientras que en las pacientes
Luminal B el grado tumoral tiende a ser intermedio o alto (93% de los casos) (De
Kruijf et al., 2014), lo cual les confiere un peor prondéstico (probabilidad de
supervivencia, 90%) (Howlader et al., 2018). Por su parte, los subtipos HER2 y Triple

negativo se caracterizan por un grado tumoral alto, que se asocia con un mal
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pronostico. Este comportamiento es particularmente observado en el subtipo triple
negativo (Luminal A > Luminal B > HER2 > Triple negativo) (Harbeck et al., 2019).

Cuando se comparo la expresion del LINC01614 entre los subtipos por IHQ, se
observo que las pacientes Luminal A y Luminal B, lo mismo que las pacientes HER2
y Triple negativo, mostraron niveles de expresion semejantes del transcrito (p=0.499
y p=0.490, respectivamente). Numerosos reportes han mostrado que estos subtipos
comparten ciertas similitudes, tales como la expresion de receptores hormonales, la
expresion de genes relacionados con la proliferacion celular y el grado tumoral, por
mencionar algunas (Zepeda-Castilla et al., 2008; Harbeck et al., 2019). La diferencia
estadisticamente significativa entre los niveles de expresion del LINC01614 de los
grupos Luminal y No Luminal (p=0.022), sugiere que el transcrito promueve el
desarrollo y la progresién del CaMa a través de mecanismos de accion distintos, de

acuerdo con el subtipo inmunohistoquimico.

El anadlisis de supervivencia global realizado en la cohorte del GEO, mostré que
en pacientes con CaMa, la alta expresion del LINC01614 se asocia
significativamente con un menor tiempo de supervivencia global (p=0.0264), lo cual
es consistente con los resultados observados en la cohorte de pacientes mexicanas.
Si bien no se encontré una asociacion significativa, se observé la misma tendencia,
la cual indica que la sobre-expresién del LINC01614 es de mal prondstico clinico
(p=0.063). Adicionalmente, en ambas cohortes se identificaron diferencias en la
supervivencia global con base en el subtipo inmunohistoquimico. En pacientes del
subtipo Luminal B, analizar la expresion del LINC01614 es especialmente Util para
predecir el tiempo de supervivencia global (Cohorte GEO, p= 0.017; Cohorte
FUCAM-INMEGEN, p= 0.045). Las muestras de tumores agrupadas dentro del grupo
Luminal mostraron una asociacion significativa entre la supervivencia global y los
niveles de expresion del transcrito (p=0.039). Este hallazgo sefala que el nivel de
expresion del LINC01614 probablemente no es un factor que influya en el pronostico

de las pacientes con tumores del grupo no Luminal (HER2 y Triple negativo).
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Los resultados del analisis por subtipo inmunohistoquimico demuestran que el
tiempo de supervivencia global promedio no depende exclusivamente del subtipo del
tumor, si no que existen otros factores génicos poco explorados que juegan un papel

importante en el desarrollo de la enfermedad.

Dada la asociacion existente entre los niveles de expresion del LINC01614 y la
supervivencia global en el subtipo Luminal B, se identificaron los transcritos
diferencialmente expresados entre los grupos con alta y baja expresién. Los
transcritos que se muestran regulados positivamente estan involucrados en procesos
relacionados con la proliferacion celular, la migracion celular, la invasion, la
degradacion de la matriz extracelular, la angiogénesis, y la transicion epitelial-
mesenquimal. Se encontré que algunos tipos de colageno, como COL10Al y
COL11A1, estan sobre-expresados, lo cual también se reportdé en diferentes tipos
tumorales, incluido el CaMa (Chapman et al., 2012; Makoukji et al., 2016). El
colageno incrementa la angiogénesis asi como la resistencia a la apoptosis, lo que
promueve la progresién tumoral (Januchowski et al., 2016; Chapman et al., 2012). La
sobre-expresion de la metaloproteinasa de matriz MMP3, favorece la capacidad de
invasion de las células cancerosas a través de la degradacion de la matriz
extracelular (Wu et al., 2013; Curran y Murray, 1999). En general, los procesos se
relacionan con la transicion de las células epiteliales al fenotipo mesenquimal. Este
ultimo se caracteriza por el aumento en la migracion, la invasividad, la resistencia a
la apoptosis y la produccion elevada de componentes de la matriz extracelular
(Lamouille, Xu y Derynck, 2004).

En el grupo con el comportamiento contrario (regulados negativamente), se
identifico el 82% de los transcritos diferencialmente expresados. Dentro de ellos, se
identificaron genes involucrados en el proceso de apoptosis, la regulacion de la
proliferacion, el reconocimiento inmunoldgico, el metabolismo de lipidos y la
angiogénesis. Por ejemplo, CA4 y SCARA5 se han reconocido en diversos tipos de
cancer por sus papeles de supresores tumorales, promoviendo la apoptosis (Zhang

et al., 2015; You et al., 2017). El primero de ellos también disminuye la expresion de
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proteinas relacionadas con la transicion epitelial-mesenquimal (Liang et al., 2016). La
baja expresion del antigeno CD300LG en tejidos tumorales se asocia con una
disminucién de la funcion citotoxica de las células del sistema inmunoldgico, lo cual
les permite a las células tumorales el escape inmunolégico (Zhai et al., 2016).
KCNJ16 es un transcrito que se ha reportado subexpresado en diversos tipos de
cancer. Aunque se desconoce su mecanismo de accion, la evidencia indica que este
canal de potasio puede desempefiar un papel importante en la carcinogénesis
(Zhang et al., 2020).

Los resultados sefialan que la alta expresion del LINC0614 en el CaMa Luminal B
puede potencialmente estar alterando los niveles de expresién de genes relevantes
gue participan en procesos como la proliferacion celular, la migracion celular, la
apoptosis, la angiogénesis, el reconocimiento inmunoldgico y la transicion epitelial-
mesenquimal. La combinacion del efecto que ejercen todos estos genes
desregulados podria estar favoreciendo el desarrollo y la progresion del CaMa, lo
cual nos brinda un acercamiento al posible papel regulador del LINC01614 en

multiples vias relacionadas al cancer.

Posteriormente, el andlisis de supervivencia global se estratific6 mediante las
caracteristicas clinico-patolégicas de la cohorte, con la finalidad de precisar en
cuales pacientes representaria un mayor beneficio clinico medir los niveles de
expresion del LINC01614. En las pacientes de 50 afios o0 menos, se observd una
tendencia a la disminucién de la supervivencia global cuando el LINC01614 se sobre-
expresa (p=0.062). Tal como se menciond anteriormente, los subtipos Luminal estan
mayormente relacionados con mujeres que se encuentran en la posmenopausia, es
decir, mujeres mayores de 50 afios. Aunque éste resultado no alcanza una
significancia estadistica, nos indica que la regulacién positiva del LINC01614 puede
ser un factor de riesgo para la supervivencia de las pacientes Unicamente cuando la
enfermedad se presenta en una edad temprana (< 50 anos). Por el contrario, en una
edad avanzada (> 50 afios), los niveles de expresion del LINC01614 pueden no ser

relevantes para el pronostico de las pacientes.
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Por otro lado, se identific6 que en tumores de bajo grado (<Il) existe una
asociacion estadisticamente significativa entre los niveles de expresion del
LINC01614 vy la probabilidad de supervivencia global (p=0.0045). Este resultado se
relaciona con otro de los hallazgos del estudio, en el cual se revel6 que en aquellas
pacientes sin evento de recurrencia durante el estudio, el tiempo de supervivencia
fue significativamente mas corto cuando los tumores presentaban un patrén de
sobre-expresion del transcrito (p= 0.047). El grado del tumor es un parametro que
mide el grado de diferenciacion del tejido tumoral, y refleja cuan estrechamente
relacionado estd a las células epiteliales de la mama normal. Es decir, un tumor bien
diferenciado o de bajo grado tumoral, es aquel que muestra una alta homologia con
la unidad ductal-lobular terminal de la mama normal (Pereira et al., 1995; Rakha et
al., 2010). La recurrencia es un término que indica la reapariciéon del CaMa después
de concluir el tratamiento primario (Ahmad, 2013). Ambos resultados se relacionan
entre si, en que las pacientes con bajo grado tumoral tienen probabilidades de
recaidas significativamente menores que aquellas con un alto grado tumoral (Rakha
et al., 2010; Liang et al., 2020). Los tumores de alto grado suelen ser resistentes a
las terapias convencionales, ya sea por la presencia de células troncales tumorales,
o bien, porque las células del tumor adquieren un fenotipo mas agresivo, lo que les
permite sobrevivir y multiplicarse para regenerar el tumor (Ahmad, 2013). En

consecuencia, en tumores de alto grado, la enfermedad tiende a reaparecer.

Con ello se puede concluir que en pacientes con tumores bien diferenciados, es
potencialmente util identificar si existe una baja o alta expresion del LINC01614 para
estimar el pronéstico de la supervivencia global. Cabe resaltar que aunque la
literatura indica que la mayoria de los tumores Luminal B son de grado intermedio o
alto (93%) (De Kruijf et al., 2014), las estadisticas de la cohorte FUCAM-INMEGEN
muestran un comportamiento diferente. En este caso, las pacientes Luminal B tienen

tumores predominantemente de grado bajo o intermedio (59%).
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Por ultimo, nuestros resultados mostraron que adn en pacientes sin recurrencia,
existen diferencias en el tiempo de supervivencia promedio. Especificamente, en
pacientes con sobre-expresion del LINC01614, la supervivencia global promedio fue
6 meses menor respecto a las pacientes con sub-expresion. Este dato sugiere que
la cuantificacion de los niveles de expresion de LINC01614 en un tumor diferenciado

podria ser determinante para conocer con precision el pronostico de una paciente.

Las aportaciones de este trabajo permitieron discutir como la combinacién de
caracteristicas clinico-patolégicas con la informacion proporcionada por la expresion
de un RNA particular, puede ayudar a comprender mejor la complejidad biologica de
una enfermedad como el CaMa. Ademas, resaltaron el papel potencial que presenta
LINC01614 en tumores de mama como biomarcador para la prediccion del
prondstico. Esto nos permite aportar mas pruebas experimentales que respaldan lo
postulado por otros grupos de investigacion en otros tipos tumorales.

En general, este estudio muestra que los niveles de expresion del LINC01614 se
asocian con la probabilidad de supervivencia global de las pacientes de acuerdo con
el subtipo de la clasificacion por IHQ. Ademés, sefiala que el grado tumoral es un
factor importante e independiente a tomar en cuenta para definir con mayor precision
el prondstico del CaMa en poblacidn mexicana. En especifico, se muestra cuéles
pacientes se pueden ver mayormente beneficiadas con la determinacion de los
niveles de expresion del LINC01614. Estas pacientes son aquellas que en la
{evaluacion histolégica muestren un bajo grado tumoral (<Il). Asi mismo, que se
clasifiquen por IHQ en uno de los subtipos Luminal, particularmente en el subtipo
Luminal B. Sin embargo, es importante mencionar que este estudio también presenta
ciertas limitaciones, principalmente ocasionadas por la baja proporcion de muestras

de los subtipos inmunohistoquimicos HER2 y Triple negativo.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion permiten concluir lo siguiente:

e La sobre-expresion del LINC01614, en muestras independientes de tumores
de mama, se asocia con un pronostico significativamente desfavorable. Esta
asociacion fue particularmente observada en pacientes con CaMa Luminal B,

lo cual se validé en una cohorte mexicana.

e EI grado tumoral es una caracteristica clinico-patolégica que se asocia
significativamente con los niveles de expresion del LINC01614. La sobre-
expresion del transcrito pronostica una menor supervivencia global en las

pacientes con tumores de mama de bajo grado (< II).

e En el CaMa Luminal B, el LINC01614 potencialmente regula los niveles de

expresion de genes que participan en procesos relacionados al cancer.

e En poblacion mexicana, el LINC01614 tiene un papel potencial como

biomarcador de pronéstico del CaMa.
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12. PERSPECTIVAS

Queda como propuesta para continuar el proyecto lo siguiente:

Llevar a cabo un ensayo de fraccionamiento subcelular en lineas celulares de
CaMa. La determinacion de la localizacion celular del LINC01614 puede
relacionarse con el mecanismo de accion asociado al desarrollo del cdncer en

tumores de mama y sus potenciales moléculas blanco.

Ampliar el numero de muestras de la cohorte FUCAM-INMEGEN, en particular
de los subtipos HER2 y Triple Negativo. Esto con la finalidad de alcanzar la
significancia estadistica en la asociacion entre los niveles de expresion del
LINC01614 y la supervivencia global, tal como se observa en la cohorte de la
base de datos GEO.

A partir de los resultados del andlisis de expresion diferencial, realizar un
andlisis de enriquecimiento funcional de los transcritos diferencialmente
expresados en las pacientes Luminal B con alta y baja expresion del
LINC01614.
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