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RESUMEN  

 

En el cáncer de mama, la presencia del receptor de estrógenos (RE) confiere un 

mejor pronóstico y respuesta a la terapia hormonal. Sin embargo, 

aproximadamente el 30% de los tumores de mama no expresan al RE. Varios 

estudios han sido llevados a cabo para restaurar la expresión de RE en células 

de cáncer de mama RE-negativas con la finalidad de sensibilizar a las células a 

los efectos inhibitorios de los antiestrógenos en el crecimiento celular. El objetivo 

del presente trabajo fue determinar si el calcitriol era capaz de restaurar la 

respuesta a los antiestrógenos mediante la inducción del RE en células de 

cáncer de mama RE-negativas. Las células derivadas de tumores de mama RE-

negativos y una línea celular establecida SUM-229PE (RE-negativo) fueron 

tratadas con calcitriol. Los estudios de PCR en tiempo real (qPCR) y western blot 

mostraron que el calcitriol a través de su receptor de vitamina D (VDR) indujo la 

expresión del ARNm y de la proteína del RE. La funcionalidad del receptor 

inducido por calcitriol se comprobó por el aumento de la expresión génica de 

prolactina (PRL) estimulada por estradiol. Los ensayos de crecimiento celular con 

XTT en las células RE-negativas tratadas con el calcitriol y posterior incubación 

con los antiestrógenos en presencia de la hormona mostraron la restauración de 

los efectos antiproliferativos de los antiestrógenos. El tratamiento combinado del 

calcitriol con el antagonista del receptor de estrógenos (ICI-182, 780) disminuyó la 

expresión génica de ciclina D1 (CCND1) y Éter-à-go-gó 1 (EAG1), genes 

involucrados en el ciclo celular y en el desarrollo del cáncer de mama. Además, 

los estudios de la actividad de la MAPK y los análisis in silico del promotor del 

RE fueron llevados a cabo para dilucidar el posible mecanismo de inducción del 

RE por el calcitriol. Los resultados mostraron regulación diferenciada de la 

actividad de la MAPK dependiendo del tipo celular. Siete posibles elementos de 

respuesta a la vitamina D (VDREs) fueron encontrados en la región promotora del 

RE, lo cual sugiere la posible regulación directa del VDR sobre la transcripción 
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del RE. En conclusión estos hallazgos demuestran que el tratamiento combinado 

de calcitriol y los antiestrógenos podría ser una buena estrategia terapéutica para 

aquellos pacientes con cáncer de mama RE-negativo. 
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ABSTRACT 

 

Approximately 30% of breast tumors do not express the estrogen receptor (ER), 

which is necessary for endocrine therapy approaches. Studies are ongoing in 

order to restore ER expression in ER-negative breast cancer. The aim of the 

present study was to determine if calcitriol could restore antiestrogen response by 

inducing ER expression in ER-negative breast cancer cells. Cultured cells 

derived from ER-negative breast tumors and an established ER-negative breast 

cancer cell line (SUM-229PE) were treated with calcitriol. Real time-PCR (qPCR) 

and western blot analyses showed that calcitriol induced ER mRNA and protein 

expression via its vitamin D receptor. The ER functionality was evaluated by 

prolactin gene expression analysis. Growth assays with XTT in ER-negative breast 

cancer cells treated with the hormone showed that calcitriol sensitizes them to the 

antiproliferative effects of the antiestrogens. In addition, cells treated with calcitriol 

and ICI-182, 780 resulted in a significant reduction of two important cell 

proliferation regulators, namely cyclin D1 (CCND1) and Ether à-go-go 1 (EAG1). 

Furthermore, MAPK activity and in silico analysis were performed to elucidate the 

possible mechanisms of ER induction by calcitriol. A differential regulation of 

MAPK activity was observed and seven potential vitamin D response element 

(VDRE) were found in the promoter region of ER, which indicate the possible 

direct regulation of vitamin D receptor (VDR) upon ER expression. Overall, our 

findings demonstrated that the combined treatment of calcitriol and antiestrogens 

could be a new therapeutic strategy for ER-negative breast cancer patients. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer de mama es la neoplasia maligna más frecuente en las mujeres 

(aproximadamente el 23% del total de los cánceres) y es un problema de salud 

pública tanto en los países desarrollados como en los emergentes, debido a su 

incremento paulatino en frecuencia y mortalidad [1]. En México, los tumores de 

mama ocupan el primer lugar como causa de muerte por neoplasia en mujeres de 

25 años en adelante [2].  

 

1. Generalidades  

 

1. 1 Estructura y función de la glándula mamaria 
 

La mama está formada por estructuras tubulares huecas llamadas alvéolos. Estos 

se unen para formar los lóbulos y cada uno de estos posee un ducto lactífero que 

drena en los orificios del pezón (Figura 1) [3]. 

 

Los alvéolos está recubiertos por células epiteliales secretoras y rodeados por 

células mioepiteliales. Los conductos están revestidos de epitelio escamoso 

estratificado. El revestimiento de los conductos mamarios principales está 

constituido por epitelio columnar pseudoestratificado y epitelio cuboidal de dos 

capas. Por debajo de este epitelio se encuentra una capa de células aplanadas: 

las células mioepiteliales. Los lóbulos se encuentran en un estroma denso, 

colagenoso y fibroso [3, 4].  

 

Las funciones de la glándula mamaria son la síntesis, secreción y eyección de la 

leche; estas funciones, conocidas como lactación, se asocian al embarazo y al 

parto [5, 6]. La producción de leche es estimulada en gran parte por la hormona 

de la prolactina (PRL), secretada por la adenohipófisis, con ayuda de la 

progesterona y los estrógenos [7, 8]. La eyección de la leche es estimulada por la 

oxitocina, liberada por la neurohipófisis en respuesta a la succión por parte del 
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lactante [9]. La leche es impelida desde los alvéolos, a través de los ductos 

lactíferos hacia el pezón, donde se almacena en los senos de los ductos [6].  

 

 

 

 

 

Figura 1. Anatomía de la glándula mamaria. La mama, es una prominencia de tamaño variable, 

posee ciertas estructuras tanto externas como internas. En el exterior se puede visualizar al pezón 

y la areola. Internamente la mama posee gran cantidad de tejido adiposo, que la constituye en un 

90% dándole forma abultada, además se integran al tejido los conductos y los lóbulos que están 

compuestos por unidades más pequeñas conocidos como alvéolos. Estos a su vez están 

formados de células epiteliales secretoras y células mioepiteliales. Tomado y modificado de  

http://php.med.unsw.edu.au/embryology/index.php?title=File:Mammary_anatomy.jpg. 
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1.2 Los estrógenos y el receptor de estrógenos 
 

Los estrógenos tienen acciones biológicas en diferentes tejidos. En la glándula 

mamaria, los estrógenos estimulan el crecimiento y la diferenciación del epitelio 

ductal y estimulan el crecimiento del tejido conectivo [10-12].  

 

Los efectos de los estrógenos (principalmente el 17 estradiol, E2) están 

mediados por dos subtipos de receptores de estrógenos (RE), el subtipo  y el , 

los cuales son codificados por diferentes genes localizados en el cromosoma 6 y 

14, respectivamente [13, 14]. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de los 

factores de transcripción. El mecanismo general de acción de los estrógenos con 

el RE es regulado a través de dos vías: la genómica y la no genómica (Figura 2) 

[15]. 

 

En la vía la genómica, los estrógenos se difunden a través de la membrana celular 

y se unen al RE, que se encuentra en el citoplasma o en el núcleo [10]. La unión 

del ligando al receptor induce cambios en su conformación y la disociación de las 

proteínas de choque térmico, que mantienen al RE en un estado inactivo [16, 17]. 

El receptor activado se dimeriza e interacciona con los elementos de respuesta a 

estrógenos (EREs), que se encuentran localizados dentro de la región reguladora 

del ADN en los genes blanco [18]. La interacción del RE activado con el ADN 

puede ser de dos formas: directa o indirecta (a través de la unión con la proteína 

activadora 1 o la especificidad de proteína 1), lo que resulta en el reclutamiento de 

las proteínas coreguladoras (coactivadores o corepresores) que llevan a cabo la 

incorporación organizada de los componentes de la maquinaria transcripcional y 

de los factores intermediados que modifican la estructura de la cromatina [19-21]. 

El complejo estrógeno/RE/coreguladores modula la transcripción de muchos 

genes blancos de los estrógenos [22]. 

  

En la vía no genómica, los estrógenos puede actuar más rápidamente (en 

cuestión de segundos o minutos) a través del RE situado en la membrana 
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plasmática o adyacente a esta, o a través de otras proteínas de unión a 

estrógenos asociada a la membrana plasmática (como el receptor acoplado a la 

proteína G 30, GPR30) [23-26]. La activación de estos receptores membranales 

permiten la  interacción con otras proteínas, tales como proteínas adaptadoras, 

receptores a factores de crecimiento, cinasas citoplasmáticas y enzimas 

(adenilato ciclasa, oxido nítrico-sintasa) [27-29]. Estas interacciones activan 

mecanismos independientes de la transcripción de genes [30].  

 

Ambas vías la genómica y no genómica pueden interactúan entre sí para regular 

muchos procesos que están bajo la acción de los estrógenos. El RE nuclear 

induce la expresión del factor de crecimiento transformante  y de la anfiregulina 

los cuales son capaces de unirse al receptor del factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR) [31]. La vías de señalización como las de proteína cinasas activadas por 

mitógenos (MAPK) y la fosfoinositol 3-cinasa/proteína cinasa B (PI3K/AKT) son 

activadas por receptores a factores de crecimiento como EGFR [32, 33]. Estas 

vías son capaces de fosforilar y activar al RE nuclear en la serina 118 y 167, este 

proceso es conocido como activación independiente de ligando [34, 35]. Por otro 

lado, el RE membranal es capaz unirse a caveolina 1 y activar a las 

metaloproteinasas de la matriz extracelular y escindir al factor de crecimiento 

epidérmico unido a heparina, ligando del EGFR [23]. La activación de la vías de 

señalización a factores de crecimiento conducen a la activación de RE nuclear y 

viceversa [32].  
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Figura 2. Mecanismo de acción de los estrógenos. Vía genómica (1). El estrógeno o los 

antiestrógenos se unen al receptor de estrógeno (RE), un factor de transcripción dependiente de 

ligando, y permite la interacción con los elementos de respuesta a estrógeno (ERE) en el ADN. El 

reclutamiento de coreguladores al complejo estrógeno/RE en el ADN regula la transcripción de 

genes blanco. Vía no genómica (2). Los efectos rápidos de los estrógenos pueden ser efectuados 

a través del RE localizado en la membrana o adyacente a ésta. La activación de cascadas de 

señalización de la MAPK o de la PI3K y de segundos mensajeros como calcio (Ca2+) y óxido 

nítrico (NO) son señales  mediadas por este receptor membranal. Otra proteína de unión a 

estrógenos (PBE, como la GPR30) que se encuentra localizada en la membrana celular, puede 

activar señales intracelulares dependiente de estrógenos (3). Tomado y modificado de Deroo BJ, 

Korach KS, The Journal of clinical investigation 2006, 116(3):561-570. 
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2. Los estrógenos y el cáncer de mama  

 

La glándula mamaria es particularmente dependiente de estrógenos, y éstos son 

un factor de riesgo importante para el desarrollo del cáncer de mama [36]. La 

sobreexpresión de su receptor, particularmente el subtipo , está asociada con la 

iniciación y la progresión de esta neoplasia [37].  

 

El carcinoma mamario es una enfermedad heterogénea, que abarca una serie de 

entidades biológicas distintas que están relacionadas con una variedad de rasgos 

patológicos y clínicos [38]. El perfil de expresión de genes del cáncer de mama 

basado en la positividad para el RE y relacionado con el pronóstico o con el riesgo 

de metástasis clasifica al cáncer de mama en 2 grandes grupos: receptor de 

estrógeno (RE)-positivo y el RE-negativo.  

 

El tipo de tumor RE-positivo (subtipo luminal A y B) tiene un inmunofenotipo 

similar al componente epitelial luminal de la glándula mamaria normal, poseen alta 

expresión de genes relacionados con los receptores hormonales, citoqueratinas 

luminales (CK 8, 18, 19), caderina-E y son de bajo grado histopatológico. Por otra 

parte, el fenotipo RE-negativo está dividido principalmente en dos subtipos: con 

sobreexpresión del receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-

2/neu) y el basal/mioepitelial. El subtipo HER-2/neu tiene amplificación y 

sobreexpresión del gen c-erbB2, sobreexpresa genes de proliferación y presenta 

escasos genes asociados al fenotipo luminal. El subtipo basal (conocido también 

como triple negativo) carece de la expresión del receptor de progesterona (RP), 

del HER-2 y del RE, tiene expresión de citoqueratinas de alto peso molecular (CK 

5, 6, 14, 17), caderina-P, marcadores mesenquimáticos (-actina y vimentina) y 

alteración de genes reparadores del DNA. Ambos subtipos del RE-negativo están 

asociados con caracteres histopatológicos de mal pronóstico (Figura 3) [39-42]. 
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Figura 3. Clasificación y marcadores de tumores mamarios. El subtipo luminal posee alta 

expresión de genes relacionados con la proliferación celular, receptores hormonales, 

citoqueratinas (CK 8, 18, 19) y caderina-E. El subtipo con sobreexpresión de HER-2/neu tiene baja 

o nula expresión del RE y además sobreexpresa genes de proliferación. El subtipo 

basal/mioepitelial expresa citoqueratinas de alto peso molecular (CK 5, 6, 14, 17), caderina-P y 

marcadores mesenquimáticos (-actina y vimentina) y carece de la expresión de receptores 

hormonales. Tomado y modificado de http://mingaonline.uach.cl/scielo.php?pid=S0718-

28642011000100010&script=sci_arttext. 

 

2.1 El receptor de estrógeno y el tratamiento endocrino en el cáncer de 
mama 

 

El RE bajo la acción estrogénica juega un papel preponderante en la biología del 

cáncer de mama. La presencia de este receptor correlaciona con mejor pronostico 

y sobrevida libre de la enfermedad, y otorga un beneficio sustancial como blanco 

terapéutico en la terapia hormonal del cáncer de mama [43]. 

 

El tratamiento endocrino (a veces conocido como terapia hormonal) funciona 

mediante la reducción de los niveles de estrógenos o el bloqueo de sus efectos a 
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través del RE con la finalidad de inhibir el crecimiento de las células cancerosas. 

Tres clases de agentes endocrinos anti-hormonales han sido utilizados: 

inhibidores de la aromatasa (IA, tales como el anastrozol, el letrozol y el 

exemestano) que inhiben la síntesis de estrógeno, moduladores selectivos de 

receptores de estrógeno (SERM,  como el tamoxifeno) que bloquean la actividad 

del RE y reguladores selectivos a la baja del receptor de estrógeno (SERD, por 

ejemplo, el ICI-182, 780 [fulvestrant] e ICI-164, 384) que inducen la 

desestabilización y la degradación del RE [44].  

 

El tamoxifeno ha sido la base de la terapia hormonal para pacientes pre- y post-

menopáusicas con cáncer de mama RE-positivo. El uso de este compuesto por 

periodos largos incrementa la sobrevida y reduce el riesgo de recurrencia del 

cáncer original [45]. Sin embargo, del 25-35% de los tumores RE-positivos 

manifiestan resistencia de novo al tamoxifeno, y aquellos que inicialmente 

respondieron pueden adquirir resistencia a la terapia hormonal [46]. Además, más 

del 50% de los pacientes con tumores primarios RE-positivos pierden la expresión 

del RE en tumores recurrentes, y cerca de un tercio de tumores metastásicos 

que mostraban respuesta inicial tendieron a desarrollar resistencia a la terapia 

hormonal y pérdida de la expresión del RE [46]. En esta instancia, la falta de 

expresión del RE excluye el uso del tamoxifeno como terapia adyuvante.  

 

El cáncer de mama RE-negativo consta de tumores metastásicos que presentan 

mal pronóstico, debido a su comportamiento más agresivo y a que no responden 

a la terapia endocrina [43], este tipo de cáncer ha sido el centro de atención de 

varias investigaciones durante los últimos años con la finalidad de entender el 

origen y las características de este fenotipo. Los principales mecanismos 

propuestos en la pérdida de expresión del RE en el cáncer de mama incluyen: 

hipermetilación del promotor [47, 48], la falta de aporte estrogénico [49], la hipoxia 

[50], la metilación en las islas CpG en la región promotora [51], la expresión 

alterada de microRNAs [52, 53] e hiperactivación de la MAPK debido a la 

sobreexpresión del EGFR o del gen c-erbB2 [54]. En relación con esto, en células 
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de cáncer de mama RE-negativas se ha demostrado que el silenciamiento de 

microARNs específicos, la desmetilación del promotor del RE  con inhibidores de 

la ADN metiltransferasa-1, el tratamiento con inhibidores de la histona deacetilasa, 

o bien, la inhibición de la vía de señalización de MAPK, resultan en la reexpresión 

del RE así como en la restauración de la respuesta al tratamiento 

antiestrogénico [52, 55, 56]. Esto indica que hay mecanismos reversibles en el 

cáncer de mama RE-negativo que pueden ser terapéuticamente dirigidos. 

 

3. Vitamina D y el cáncer de mama 

 

La vitamina D juega un papel esencial en la homeostasis del calcio y el 

metabolismo óseo, pero en los últimos años se han descrito diversas acciones de 

esta vitamina en el control de varios sistemas endocrinos, en la modulación del 

sistema inmune, y en la prevención y actividad antitumoral de diversos tipos de 

cánceres [57, 58].  

 

3.1 Bioactivación de la vitamina D 
 

La síntesis de la vitamina D se inicia con la exposición de la piel a los rayos UV de  

la luz solar (290 nm a 315 nm) que generan la conversión fotolítica del 7-

dehidrocolesterol a previtamina D, lo cual es seguido por isomerización térmica no 

enzimática a vitamina D (colecalciferol) [59, 60]. La vitamina D más que una 

vitamina, es una prohormona, cuya configuración molecular es similar a la de los 

esteroides clásicos (cortisol, aldosterona, estradiol), ya que posee la estructura 

básica del anillo ciclopentanoperhidrofenantreno [61]. Esta vitamina también 

puede ser obtenida de la dieta en menor cantidad [57, 62, 63].  

 

Para ejercer sus efectos fisiológicos, la vitamina D debe convertirse a su forma 

activa. Para ello, esta prohormona es transportada a el hígado por la proteína de 
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unión a vitamina D (DBP), que es una proteína fijadora específica para vitamina D 

y sus metabolitos [59, 64].  

 

El primer paso en la activación metabólica de la vitamina D es la hidroxilación del 

carbono 25 por el citocromo P-450 (CYP27A1, 25 hidroxilasa) que favorecen la 

conversión de la vitamina D a 25-hidroxivitamina D (conocida también como 

calcidiol o hidroxicolecalciferol) [62]. Esta es la principal forma circulante de la 

vitamina D y por lo tanto es el mejor indicador de los niveles de esta vitamina [59].  

 

El segundo paso consiste en el transporte del calcidiol hacia el riñón por la 

proteína DBP. Para completar su proceso de activación, el calcidiol es hidroxilado 

en el carbono 1 del anillo A y transformado a la forma activa de la vitamina D, que 

es la 1,25-dihidroxivitamina D (calcitriol), responsable de la mayoría de los 

efectos biológicos de la vitamina D [65]. Esta reacción de hidroxilación es 

catalizada por la enzima mitocondrial 1-hidroxilasa (CYP27B1). Esta enzima se 

encuentra predominantemente en las células de los túbulos renales, pero también 

se expresa en sitios extrarrenales como placenta, monocitos, macrófagos, 

próstata, mama, colon, corazón, pulmón, cerebro, queratinocitos, células β 

pancreáticas y células paratiroides [66]. Estos sitios extrarrenales también 

contribuyen a la síntesis de la hormona. 

 

La 24-hidroxilasa (CYP24A1) es la enzima que se encarga de inactivar al calcitriol. 

Esta hidroxilasa limita la cantidad de calcitriol en los tejidos blanco, acelerando su 

catabolismo hacia el 1,24,25-trihidroxivitamina D, y luego a ácido calcitroico 

(forma inactiva), que es excretado en la orina (Figura 4) [59, 62].  

 

La regulación de la síntesis del calcitriol implica una serie de procesos de 

retroalimentación positiva y negativa que son el resultado de los cambios en la 

expresión de las enzimas hidroxilasas que lo sintetizan [62]. El calcitriol es una 

hormona importante en el metabolismo del calcio y del fósforo en el cuerpo [67]. 

Los niveles bajos de calcio (hipocalcemia) inducen un aumento en la expresión de 
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la hormona paratiroidea (PTH), y ésta a su vez, induce la transcripción de la 

enzima CYP27B1 en las células tubulares proximales del riñón, y por ende 

incrementa la producción de calcitriol [62]. Para regular su propia síntesis, el 

calcitriol suprime la producción de PTH y estimula la expresión de la CYP24A1, 

enzima que previamente estaba inhibida por los bajos niveles de calcio y de la 

PTH. La inducción de la CYP24A1 resulta en la autorregulación de los niveles del 

calcio cuando estos se encuentran altos (hipercalcemia) [62]. Además de la PTH, 

otras hormonas ejercen regulación endocrina sobre la actividad de la CYP27B1, 

como son los estrógenos, la calcitonina, la PRL, la hormona de crecimiento y la 

insulina [61]. 
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Figura 4. Síntesis y metabolismo de la vitamina D. Durante la exposición a la luz ultravioleta B, 

el 7-dehidrocolesterol que se encuentra en la piel es convertido a pre-vitamina D, y éste a su vez, 

es inmediatamente convertido a vitamina D por un proceso dependiente de calor. La vitamina D es 

luego transportada al hígado unida a la DBP, donde es convertida a 25-hidroxivitamina D, el 

metabolito que circula en mayor cantidad. La etapa de activación final, la 1α-hidroxilación ocurre 

principalmente, pero no exclusivamente, en el riñón donde se forma 1,25-dihidroxivitamina D, la 

forma activa de la vitamina D. El catabolismo se lleva a cabo por una enzima, la 24-hidroxilasa, la 

cual cataliza una serie de etapas de oxidación que tienen como resultado la escisión de una 

cadena lateral. Tomado y modificado de Dusso AS, Brown AJ, Slatopolsky E. Am J Physiol Renal 

Physiol 2005; 289: F8-28. 
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3.2 Mecanismos de acción de la vitamina D 
 

3.2.1 Acciones genómicas  
 

La actividad biológica del calcitriol, el metabolito más activo de la vitamina D, es 

mediada a través de su receptor a vitamina D (VDR). Este pertenece a la 

superfamilia de receptores nucleares de hormonas esteroides, el cual actúa como 

un factor de transcripción activado por ligando [68]. La unión del calcitriol al VDR 

induce cambios conformacionales en el receptor que permiten la 

heterodimerización con el receptor retinoide X (RXR) [69]. El complejo 

calcitriol/VDR/RXR reconoce a los elementos de respuesta a vitamina D (VDREs) 

en la región promotora de genes blanco [70]. La unión del complejo con los 

VDREs activa el reclutamiento de proteínas coreguladoras que modulan la 

transcripción de genes (Figura 5) [71].  

 

3.2.2 Acciones no genómicas 
 

Las acciones no genómicas mediadas por el calcitriol son acciones rápidas y no 

involucra la transcripción de genes. Estos efectos son mediados por un VDR 

membranal [72]. La unión del calcitriol a este receptor resulta en la activación de 

numerosas cascadas de señalización que están relacionadas con la rápida 

absorción intestinal del calcio (Ca2+) [73]. La activación de la proteína cinasa C 

(PKC) resulta en la apertura rápida de los canales de Ca2+ activados por voltaje y 

en el incremento del Ca2+ intracelular, gracias al estimulo de los VDR de 

membrana [74]. El incremento del calcio intracelular regula vías de señalización 

como la MAPK y estás pueden regular la activación del VDR a través de la 

fosforilación del receptor [75]. Por lo tanto, la vía no genómica del VDR puede 

cooperar con la vía genómica en la regulación génica (Figura 5) [76].  
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Figura 5. Mecanismos de acción del VDR. Vía genómica (1). Unión del calcitriol con el receptor 

a vitamina D (VDR), cambio conformacional de este receptor y heterodimerización con el receptor 

a retinoide X (RXR). Reclutamiento de las proteínas coreguladoras y regulación de la transcripción 

génica. Vía no genómica (2). Unión del calcitriol con un VDR membranal e interacción con los 

receptores a factores de crecimiento (RFGs) y activación de la PI3K y MAPK.   

 

 

3.3. Efectos de la Vitamina D en el cáncer de mama 
 

En el cáncer de mama el calcitriol vía el VDR tiene actividad antiproliferativa a 

través de varios mecanismos que incluyen: detención del ciclo celular, inducción 

de la apoptosis, e induce cambios en el fenotipo celular y en la expresión de 

genes (diferenciación) [77-79]. Estudios epidemiológicos han demostrado una 
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asociación entre los bajos niveles de vitamina D y un mayor riesgo de desarrollar 

cáncer de mama. Los pacientes con tumores de mama VDR-positivos tienen una 

sobrevida libre de la enfermedad significativamente mayor que aquellos con 

tumores VDR-negativos [80]. La progresión del cáncer de mama y la incidencia de 

tumores RE-negativos y triple negativos están asociados con bajos niveles de 

calcitriol [81-83]. De hecho, los ratones con silenciamiento para el VDR han 

demostrado ser más propensos a desarrollar tumores de mama RE- y RP-

negativos comparado con los tipo silvestres [83].  

 

También se ha descrito, que la actividad antiproliferativa del calcitriol en las 

células de cáncer de mama es llevada a cabo por regular a la baja al RE e 

interrumpir la vía de señalización dependiente de estrógenos que estimula la 

proliferación celular [84-86]. No obstante, el calcitriol también ha inhibido la 

proliferación de las células RE-negativas, lo que sugiere que la inhibición del 

crecimiento celular inducida por el calcitriol no está mediada únicamente a través 

del RE [77]. A este respecto, estudios de regulación del RE en varias líneas 

celulares de cáncer de mama humano mostraron que el tratamiento de calcitriol 

no modifica o disminuye la expresión del RE. Mientras que, por el contrario, en 

una línea celular de cáncer de mama RE-negativa, el calcitriol incrementó la unión 

del estradiol a una proteína de unión a estrógenos [84-87]. 

 

Con la finalidad de conocer la participación del calcitriol sobre la regulación del 

RE, el objetivo del presente trabajo fue investigar si esta hormona induce la 

expresión del RE funcional, y por lo tanto, si puede restaurar los efectos 

antiproliferativos de los antiestrógenos en las células de cáncer de mama RE-

negativo.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

El RE es un importante marcador pronóstico del cáncer de mama y un factor 

predictivo de la respuesta a la terapia endocrina. Aunque la mayoría de los 

cánceres de mama primaros son RE-positivos, alrededor de un tercio de estos 

tumores carecen del RE en el momento del diagnóstico. Además, una fracción 

de los cánceres de mama que son inicialmente RE-positivos pueden llegar a 

perder la expresión del receptor durante la progresión tumoral. Por otra parte, el 

calcitriol tiene efectos antiproliferativos y pro-diferenciantes en las células de 

cáncer de mama RE-negativo. El hecho de que esta hormona pueda inducir 

cambios en el fenotipo celular por expresar proteínas relacionadas con formas 

menos agresivas y de buen pronóstico, hace importante el estudiar el efecto del 

calcitriol sobre la expresión del RE  en células de cáncer de mama RE-

negativas. La posible inducción del RE por medio del calcitriol, abre la 

posibilidad no solo de mejorar el pronóstico de vida, sino también de sensibilizar a 

las células a la terapia endocrina.  
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HIPÓTESIS 

 
 

El calcitriol inhibe la vía de señalización de la MAPK lo que resultará en la 

expresión del RE y en la sensibilización a la terapia hormonal en células de 

cáncer de mama con fenotipo RE-negativo. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 

Evaluar la inducción de los receptores de estrógenos por calcitriol en células de 

cáncer de mama con fenotipo RE-negativo con la finalidad de restaurar la 

respuesta a la terapia hormonal. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Obtener cultivos primarios a partir de biopsias obtenidas de pacientes con 

tumores de mama RE-negativos. 

• Determinar la expresión del RE y del VDR en las células de cáncer de 

mama. 

• Evaluar si el calcitriol induce la expresión del RE funcional en las células 

de cáncer de mama RE-negativas. 

• Analizar si la inducción del RE por el calcitriol restaura la respuesta a los 

antiestrógenos en las células de cáncer de mama con fenotipo RE-

negativo. 

• Determinar si los antiestrógenos en las células RE-negativas tratadas con 

calcitriol regulan la expresión de genes relacionados con la proliferación y 

progresión tumoral.  

• Evaluar si el mecanismo de la inducción del RE por el calcitriol es a través 

de regular la actividad de la vía de señalización de la MAPK. 

• Investigar la presencia de elementos de respuesta a vitamina D en la 

región promotora del RE. 
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MATERIAL Y METÓDOS  

 

1. Reactivos 

 

El 17 estradiol (E2), el 4-hidroxitamoxifeno y el calcipotriol (MC 903) fueron 

adquiridos de Sigma (St. Louis, MO, E.U.). Los medios de cultivo celular se 

obtuvieron de Life Technologies (Grand Island, NY, E.U.). El suero bovino fetal 

(FBS) fue comprado de Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT, E.U.) y el 

antiestrógeno ICI-182, 780 (fulvestrant) de Zeneca Pharmaceuticals (Wilmington, 

DE, E.U.). El Gefitinib (Iressa, ZD1839) fue proporcionado amablemente por 

AstraZeneca (Wilmington, DE, E.U.). El U0126 fue adquirido de Millipore (Billerica, 

MA, E.U.). El Trizol y los oligonucleótidos para la reacción en cadena de la 

polimerasa cuantitativa (qPCR) fueron obtenidos de Invitrogen (Carlsbad, CA, 

E.U.). La reacción TaqMan Master, las sondas, los  tubos capilares, el sistema de 

transcripción inversa (RT) y el ensayo de proliferación celular (XTT) fueron 

comprados a Roche Applied Science (Indianapolis, IN, E.U.). El extracto nuclear 

de MCF-7 se adquirió de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Paso Robles, CA E.U.). 

El antagonista del VDR (23S)-25-dehidro-1-hidroxivitamina D3-26,23-lactona (TEI-

9647) y 1α,25-dihidroxicolecalciferol (calcitriol) fueron amablemente donados por 

Teijin Pharma Limited (Tokyo, Japón) y Hoffmann-La Roche Ltd. (Basilea, Suiza), 

respectivamente. 

 

2. Tejidos humanos y líneas celulares  

 

El protocolo de investigación fue aprobado por el Comité Institucional de 

Investigación Biomédica en Humanos del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán (No. REF 1967, 2009). Las biopsias de las pacientes 

con tumores de mama RE-negativo fueron obtenidas por los médicos 

especializados del Instituto, con previa firma de carta de consentimiento informado 

por parte de la paciente involucrada. El tejido tumoral fue cortado en pequeños 
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fragmentos en un ambiente estéril. Estos pequeños pedazos (explantes) fueron 

lavados con el tampón fosfato salino (PBS), y posteriormente, fueron distribuidos 

en todo el frasco de cultivo celular con medio. Después de algunos días, 

poblaciones mixtas de células se derivaron a partir de los explantes [88, 89]. Un 

total de 5 cultivos independientes de tumores de mama RE-negativo fueron 

utilizadas para este estudio. Las líneas celulares establecidas de cáncer de mama 

RE-negativo; SUM-229PE y RE-positivo; BT-474 y MCF-7 fueron adquiridas de 

Asterand (San Francisco, CA, E.U.) y ATCC (Manassas, VA, E.U.), 

respectivamente. 

 

3. Criterios de selección de la biopsia 

 

Criterios de inclusión: Paciente femenina con diagnóstico histológico de carcinoma 

ductal o lobulillar, con tumores VDR-positivos, RE-negativos, receptor de 

progesterona (RP)-positivos o negativos y HER-2-positivos o negativos.  

Criterios de exclusión: Pacientes con antecedentes de radio o quimioterapia. 

Criterios de eliminación: Tejidos dañados por contaminación con microorganismo 

como hongos y bacterias.   

  

4. Cultivos celulares 

 

Las células derivadas de los tumores mamarios RE-negativos se cultivaron en 

medio DMEM-HG suplementado con 5% de FBS inactivado, 100 U/ml de 

penicilina, 100 μg/ml de estreptomicina y se incubaron en 5% de CO2 a 37°C. 

Después de alcanzar una confluencia del 70%, rondas de tripsinización (tripsina- 

ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.25%) fueron realizadas para obtener los 

subcultivos. El medio de cultivo se cambió cada 3 días. Aproximadamente 

después de 8 pasajes las células fueron caracterizadas mediante el análisis de la 

expresión del RE y del VDR por western blot e inmunocitoquímica. La línea 

celular SUM-229PE se cultivó en medio Ham's F-12 suplementado con 5% de 
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FBS inactivado, 5 g/ml de insulina, 1 g/ml de hidrocortisona, 1 M de HEPES y 

1% de antibiótico-antimicótico. La línea BT-474 fue sembrada en medio Hybri-

Care ATCC 46X suplementado con 10% de FBS inactivado, 100 U/ml de 

penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. La MCF-7 se cultivó en medio DMEM-

HG suplementado con 5% de FBS inactivado, 50 μg/ml de E2, 100 U/ml de 

penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. Todas las líneas celulares establecidas 

se incubaron en 5% de CO2 a 37°C. Los procedimientos experimentales se 

realizaron en medio DMEM-F12 suplementado con 5% de FBS inactivado y 

tratado con carbón-dextrán, 100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. 

 

5. Inmunocitoquímica  

 

Las células cultivadas se sembraron a una densidad de 25000-75000 

células/cubreobjeto, y se fijaron con etanol al 96%. La recuperación antigénica se 

realizó mediante la incubación con el amortiguador EDTA 1X (Biocare Medical, 

CA, E.U.) durante 10 min a 330ºC y fueron bloqueadas con H2O2 al 0.3% e 

incubadas en la presencia de los siguientes anticuerpos por aproximadamente 1 

h: RE (1:250, Bio SB) [90] y VDR (1:100, Santa Cruz de Biotecnología Inc, CA, 

E.U.) [91]. Después de dos lavados con PBS, las células se incubaron 

secuencialmente con Immuno Detector Biotin Link e Immuno Detector HRP 

(BioSB) durante 10 min cada uno. La tinción fue completada con DAB 

(3,3’diaminobencidina) al 0.1% en Tris-HCl conteniendo 0.04% de H2O2. 

 

6. Western blot 

 

Las células se incubaron en presencia de diferentes concentraciones de calcitriol 

(1x10-8M y 1x10-7M), inhibidores de MAPK (U0126; 10 μM, gefitinib; 0.8 μM) o el 

vehículo durante 4 y 72 h. Posteriormente, se obtuvieron los lisados de las 

proteínas de las células usando un amortiguador de lisis (50 mM de Tris-HCl , 150 

mM de NaCl, 1 % Nonidet P-40, 15 mM NaF y 1 mM Na3VO4, pH 7. 5) en 
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presencia de un cóctel de inhibidores de proteasas Complete de Roche 

(inhibidores de serín proteasas, metaloproteasas y cisteín proteasas). La 

concentración de las proteínas se determinó utilizando el estuche Protein Assay 

Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.). Las proteínas fueron 

separadas en geles de poliacrilamida (10% SDS-PAGE) bajo condiciones 

desnaturalizantes y reductoras, y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa 

(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia) mediante electroforesis. Las 

membranas se bloquearon con 5% de leche descremada en Tris amortiguador 

salino con Tween (TBST) y se incubaron durante la noche a 4 °C en la presencia 

de los siguientes anticuerpos: ratón anti-RE (1:200, Santa Cruz) [92], conejo 

anti-MAPK-p (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, E.U.) [93], después, se 

lavaron con TBST y se incubaron con el anticuerpo secundario cabra anti-ratón o 

anti-conejo (1:2000, Santa Cruz)  conjugados con la peroxidasa de rábano (HRP), 

respectivamente. Para la visualización, las membranas se procesaron con el 

sustrato BM chemiluminescence blotting substrate (Roche Applied Science). La 

normalización se llevo a cabo tratando a las membranas con un amortiguador 

para remover los anticuerpos unidos (2 % peso/volumen de SDS, Tris-HCl 62.5 

mM, pH 6.8, 100 mM de 2-mercapto-etanol) durante 30 min a 50 °C. 

Posteriormente, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo ratón anti-

GAPDH (1:10000, Millipore) [94] y después con el secundario cabra anti-ratón 

conjugado con HRP (1:10000, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West 

Grove, PA, E.U.). El análisis densitométrico de las bandas resultantes se realizó 

utilizando el software ImageJ (NIH, E.U.). 

 

7. Proliferación celular 

 

Para determinar el efecto del calcitriol sobre la proliferación de las células de 

cáncer de mama RE-negativas, así como también, el efecto del tratamiento 

combinado de los antiestrógenos con el calcitriol se realizaron las siguientes 

estrategias experimentales. Las células se sembraron en placas de cultivo de 

tejidos de 96 pozos a una densidad de 500-1000 células/pozo por sextuplicado. 
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Después, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de calcitriol 

(1x10-11 M – 1x10-6 M) durante 6 días. En otro ensayo las células fueron 

incubadas en presencia o ausencia de calcitriol (1x10-8 M) durante 48 h. 

Posteriormente, el medio de cultivo fue retirado y luego fueron incubadas con E2 

(1x10-8 M), E2 con tamoxifeno (1X10-6 M), E2 con ICI-182, 780 (1X10-6 M), 

tamoxifeno (1X10-6 M) e ICI-182, 780 (1X10-6 M) en presencia o ausencia de 

calcitriol. Las placas se incubaron a 37 °C durante 6 días y la viabilidad celular fue 

determinada. La proliferación celular fue medida mediante el estuche de ensayo 

colorimétrico XTT de Roche. Después de 4 h de incubación, la absorbancia a 492 

nm se midió en un lector de microplacas (BioTek, Winooski, VT, E.U.). Los valores 

de concentración inhibitoria (CI50) se obtuvieron por medio del análisis de la 

regresión no lineal de la curva dosis-respuesta utilizando el programa SigmaPlot, 

Jandel Scientific.  

 

8. PCR en tiempo real 

 

Las líneas celulares y las células derivadas de los tumores mamarios se 

incubaron en presencia de diferentes concentraciones de calcitriol o del vehículo 

(0,1 % de etanol) durante 24 h y se determinó la expresión génica del RE, y la 

participación del VDR sobre la expresión de dicho receptor, utilizando el 

antagonista del VDR, el TEI-9647 (1x10-6 M). Los análisis de expresión génica de 

PRL, CCND1 y de EAG1 se realizaron con la finalidad determinar la funcionalidad 

del RE expresado y el efecto del antiestrógeno ICI-182, 780. Para esto, las 

células de mama RE-negativas fueron tratadas con o sin calcitriol (1x10-8 M) 

durante 48 h, posteriormente, el medio se retiró y las células fueron incubadas con 

E2 (1x10-8 M) o ICI-182, 780 (1x10-6 M) en presencia o ausencia de calcitriol 

durante 24 h más. Después, el ARN se extrajo con el reactivo Trizol y se utilizó 

para la síntesis de ADN complementario (ADNc) usando el sistema de 

transcriptasa reversa (RT) y oligo-dT. La PCR en tiempo real (qPCR) se llevó a 

cabo con el equipo de Roche LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Alemania), de acuerdo con el siguiente protocolo: la activación de Taq ADN 
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polimerasa y desnaturalización del ADN a 95 °C durante 10 min por 45 ciclos de 

amplificación de 10 s a 95 ºC, 30 s a 60 ºC y 1 s a 72 ºC. Los iniciadores 

específicos para cada gen se diseñaron tomando como base la información del 

banco de genes: 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&itool=toolbar) y un 

programa en red de diseño de oligonucleótidos y sondas de hidrólisis 

(https://qpcr2.probefinder.com/organism.jsp). Los oligonucleótidos fueron los 

siguientes: REα-F, CCTTCTTCAAGAGAAGTATTCAAGG; REα-R, 

GTTTTTATCAATGGTGCACTGG; EAG1-F, CCTGGAGGTGATCCAAGATG; 

EAG1-R, CCAAACACGTCTCCTTTTCC; CCND1-F, GAAGATCGTCGCCACCTG; 

CCND1-R, GACCTCCTCCTCGCACTTCT; PRL-F, AAAGGATCGCCATGGAAAG; 

PRL-R, GCACAGGAGCAGGTTTGAC. La expresión génica del gen de la 

deshidrogenasa de gliceraldehído-3-fosfato (GAPDH) GAPDH-F, 

AGCCACATCGCTGAGACAC; GAPDH-R, GCCCAATACGACCAAATCC fue 

usada como control interno. Los  valores de concentración estimulatoria (CE50) se 

obtuvieron por medio del análisis de la regresión no lineal de la curva dosis-

respuesta utilizando el programa SigmaPlot, Jandel Scientific. 

 

9. Análisis in silico para identificar elementos de respuesta a vitamina D en 

el promotor del RE 

 

La secuencia derivada del cromosoma humano 6, que contiene la región 

promotora del RE, fue obtenida de la base de datos del UCSC Genome Browser 

[95, 96]. El programa MatInspector [97] fue utilizado para identificar posibles 

elementos de respuesta a vitamina D en la región promotora del RE. Estos están 

compuestos por dos hexanucleótidos repetidos separados internamente por un 

número variable de nucleótidos (Ejemplo, GGTCCA-NNN-GGTCCA, donde N es 

cualquier nucleótido; este en particular es nombrado como DR3).  
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10. Análisis estadísticos 

 

Los datos se expresan como la media ± la desviación estándar (D.E.). Los análisis 

estadísticos se determinaron mediante el análisis de varianza (ANOVA) de una 

vía y todas las comparaciones múltiples por el método de Holm-Sidak, utilizando 

un paquete de software especializado (SigmaStat, Jandel Scientific). Las 

diferencias se consideraron significativas a P≤0.05. 
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RESULTADOS 

 

1. Caracterización de las células de cáncer de mama 

 

Las biopsias de pacientes con diagnóstico histopatológico de carcinoma ductal 

invasivo (CDI) o carcinoma ductal in situ (CDIS) con fenotipo RE-negativo y un 

grado histopronóstico entre 5-9 de acuerdo al sistema de diagnóstico Scarff–

Bloom–Richardson (SBR) fueron obtenidas y utilizadas para el cultivo celular. 

Aproximadamente dos semanas después del cultivo de células primarias, 

múltiples focos de poblaciones heterogéneas de células se observaron alrededor 

de los explantes, y fueron positivas para los marcadores de CK 7 y vimentina 

(datos no mostrados), lo cual indica una población celular heterogénea. Las 

células se dejaron crecer y después del pase 8, fueron caracterizadas por 

inmunocitoquímica para el RE y el VDR. Las células derivadas de los tumores 

mamarios que se utilizaron para este estudio fueron las que presentaron 

positividad para VDR y negatividad para RE (tabla 1). En la figura 6 se muestra 

una imagen representativa de la tinción del RE y del VDR. Las células derivadas 

de los tumores mamarios y la línea celular establecida SUM-229PE no mostraron 

inmunoreactividad para el RE, la línea celular BT-474 fue usada como control 

positivo de la presencia de este receptor. Todas las células tumorales mamarias 

mostraron señal para el VDR.  
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Tabla 1- Caracterización de las biopsias 

Número de 

identificación 

Diagnóstico 

histopatológico 

Immunocitoquímica 

RE VDR 

1 CDI (SBR 9) - + 

2 CDI (SBR 8) - + 

3 CDI (SBR 8) - + 

4 CDI (ND) - + 

5 CDI (SBR 5) - + 

Abreviaciones: CDI: carcinoma ductal invasivo; RE: receptor de estrógenos alfa; VDR: receptor 

de vitamina D; SBR: sistema de diagnóstico Scarff–Bloom–Richardson, ND: no determinado.  

 

 

 

Figura 6. Imágenes representativas de las células derivadas de los tumores (A-C), SUM-

229PE (D-F) y BT-474 (G-I). Las células derivadas de los tumores mamarios (A) y la SUM-229PE 

(D) fueron negativas para RE, mientras que BT-474 fue positiva (G). Todas las células 

presentaron tinción para VDR (B, E y H) en regiones citoplasmáticas, nucleares y perinuclear 

(marrón). Los controles negativos se llevaron a cabo en ausencia del anticuerpo primario para 

cada línea celular (C, F e I). Las imágenes representativas se muestran en aumento de 20X.   
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2. Las células de tumores mamario RE-negativo son sensibles a los efectos 

del calcitriol 

 

Para determinar el efecto del calcitriol sobre la proliferación celular, las células 

derivadas de los tumores mamarios RE-negativos y las células SUM-229PE 

fueron incubadas con concentraciones crecientes de calcitriol (1x10-11 M – 1x10-6 

M) durante 6 días. En las figuras 7A y C se muestra que en las células derivadas 

de los tumores mamarios así como la línea celular SUM-229PE, el calcitriol 

disminuyó el crecimiento de manera dependiente de la concentración con una CI50 

de 4.303x10-10 M y 2.253x10-10 M, respectivamente. Además, con la finalidad de 

comprobar la funcionalidad del modelo, la expresión de la CYP24A1, un gen 

altamente inducido por esta hormona fue determinada. En las figuras 7B y D se 

observa que el calcitriol incrementó la expresión de la CYP24A1 de manera 

dependiente de la concentración, tanto en las células derivadas de los tumores de 

mama RE-negativos como en la línea celular SUM-229PE con una CE50 de 

3.456x10-9 M y 1.159x10-8 M, para cada tipo celular. 
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Figura 7. Las células de cáncer de mama RE-negativo son sensibles a los efectos del 

calcitriol. A y B) Las células derivadas de tumores de mama RE-negativo y, C y D) las células 

SUM-229PE fueron incubadas con concentraciones crecientes de calcitriol (abarcado desde 1x10-

11 M – 1x10-6 M) durante 6 días para determinar el crecimiento celular y durante 24 h para analizar 

la expresión génica de la CYP24A1. Los ensayos de crecimiento celular fueron llevados a cabo 

por el método colorimétrico de XTT. Los valores representan la media ± D.E. Los datos se 

normalizaron otorgando el 100% de la actividad metabólica a las células tratadas con vehículo (C). 

Los resultados son representativos de dos experimentos independientes realizados por 

sextuplicados *P≤0.05 vs C. Análisis de la expresión génica de la CYP24A1 fueron llevados a cabo 

por el método de qPCR. Los resultados de 3 experimentos se expresan como la media ± D.E. de 

la razón de la expresión relativa del CYP24A1 versus el gen constitutivo GAPDH. Los datos se 

normalizaron a 1 para las células tratadas con vehículo (C), *P≤0.05 vs C.  
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3. El calcitriol incrementó la expresión RE a través de un mecanismo 

dependiente del VDR en las células de cáncer de mama RE-negativo 

 

Las células de cáncer de mama RE-negativo se incubaron en presencia de 

calcitriol (1x10-7 M) durante 24 h y la expresión génica del RE se evaluó por 

qPCR. En la figura 8A se muestra que el calcitriol incrementó significativamente, 

con respecto a su control, la expresión del ARNm del RE en las células 

derivadas de los diferentes tumores y en la línea celular SUM-229PE. Por el 

contrario, en las células BT-474 el calcitriol reguló a la baja los niveles de ARNm 

del RE, como ha sido reportado previamente en otros estudios [98]. 

 

La CE50 del tratamiento con calcitriol y la participación de VDR se evaluó en las 

células derivadas de los tumores de mama RE-negativo. En la figura 8B se 

muestra que el calcitriol aumentó significativamente el ARNm del RE de una 

manera dependiente de la concentración con una CE50 de 9.8x10-9 M. Este efecto 

fue mediado específicamente a través del VDR, ya que el antagonista del VDR, el 

TEI-9647, suprimió significativamente el efecto estimulatorio del calcitriol sobre la 

expresión del RE. La presencia del antagonista del VDR por sí solo no modificó 

la expresión del RE (Figura 8C). 
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Figura 8. El calcitriol incrementó la expresión del ARNm del RE vía VDR en las células de 

cáncer de mama RE-negativas. A) Células derivadas de tumores mamarios de cinco pacientes 
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con cáncer de mama RE-negativo (1-5), la línea celular SUM-229PE (S) RE-negativa y la línea 

celular BT-474 (B) RE-positiva se incubaron con calcitriol (1x10-7 M) o su vehículo (C, etanol) 

durante 24 h. Posteriormente, se extrajo el ARNm y se realizó el análisis de la expresión del RE 

por qPCR. B) Las células derivadas de tumores de mama fueron tratadas con concentraciones 

crecientes de calcitriol (1x10-10 M y 1x10-7 M) durante 24 h. C) Las células se incubaron en 

ausencia (C) o presencia de calcitriol (Cal, 1x10-8 M), con o sin el antagonista del VDR (TEI, 1X10-6 

M). Las graficas B y C son representativas de dos experimentos independientes por triplicado de 

dos cultivos celulares de tumores de mama RE-negativo diferentes. Los resultados se muestran 

como la media ± D.E del índice normalizado de REGAPDH. Los datos muestran un valor de 1 

para las células tratadas con vehículo (C), * P≤0.05 vs C ** P≤0.05 vs calcitriol solo. 

 

4. El calcitriol induce la expresión de la proteína del RE en células de 

cáncer de mama RE-negativas 

 

Las células SUM-229PE se incubaron con calcitriol y se evaluó la expresión 

proteica del RE por western blot. La figura 9A muestra los resultados de las 

células incubadas con calcitriol a una concentración 1x10-7 M durante 4 h. La 

presencia de una banda de 66 kDa correspondiente al RE fue observada en las 

células tratadas con calcitriol, a juzgar por la presencia del RE en las células 

MCF-7, el cual fue utilizado como control positivo. La inhibición de la actividad de 

la MAPK con el U0126 o el gefitinib indujo la expresión del RE, como ha sido 

previamente reportado [55], estos inhibidores de la MAPK fueron empleados como 

controles de la expresión del RE. La inducción del receptor  fue también 

observada a las 72 h de tratamiento con dos concentraciones de calcitriol (1x10-8 

y 1x10-7 M). Además, un aumento en la intensidad relativa de la banda fue 

apreciado con un incremento en la concentración de calcitriol (Figura 9B).  
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Figura 9. El calcitriol induce la expresión de la proteína del RE. Células SUM-229PE fueron 

tratadas con calcitriol (Cal, 1X10-8 M y 1x10-7 M) durante 4 y 72 h (A y B, respectivamente) y dos 
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inhibidores de la MAPK: U0126 (U, 10 μM) o gefitinib (G, 0.8 μM) utilizados como controles de la 

inducción del RE . Las incubaciones se realizaron en la presencia de etanol (C) o DMSO (D), 

vehículos del calcitriol y de los inhibidores de la MAPK. La expresión de la proteína se estudió con 

ensayos de western blot. El extracto nuclear de la línea celular MCF-7 (M) se utilizó como control 

positivo de la presencia del RE. La GAPDH se utilizó como control de carga.  Los resultados son 

representativos de 2 experimentos independientes y se expresan como la integral de la densidad 

relativa del RE versus la GAPDH. El valor arbitrario de 1 se le dio a las células tratadas con C y 

D. 

 

5. El calcitriol induce la expresión de un RE funcional en las células de 

cáncer de mama RE-negativa.  

 

La funcionalidad del RE se determinó por analizar la capacidad del receptor para 

activar la transcripción de PRL, un gen inducido por estrógenos [99]. Las células 

derivadas de los tumores de mama RE-negativas se incubaron en presencia o 

ausencia de calcitriol (1x10-8 M) durante 48 h y posteriormente se trataron con E2 

(1x10-8 M) o ICI-182, 780 (1x10-6 M) en presencia o ausencia de calcitriol, durante 

24 h (Figura 10). En ausencia de calcitriol (barras negras), el E2 y el  ICI-182, 780 

no modificaron la expresión de PRL, sin embargo, en las células tratadas con 

calcitriol (barras blancas), el E2 incrementó la expresión de PRL de manera 

significativa, mientras que el ICI-182, 780 no cambió la expresión del gen. Los 

datos sugieren que el incremento en la expresión de PRL corresponde a la 

activación transcripcional llevada a cabo por el receptor y el E2, lo cual indica que 

el RE expresado es funcional.  
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Figura 10. El calcitriol induce un RE transcripcionalmente activo. Las células derivadas de 

los tumores de mama RE-negativos se incubaron en ausencia (barras negras) o presencia de 

calcitriol 1x10-8 M (barras blancas) durante 48 h. Posteriormente, las células fueron coincubadas 

con o sin calcitriol más estradiol (E2, 1x10-8 M), ICI-182, 780 (ICI, 1x10-6 M) o vehículo (C) durante 

24 h. La expresión del gen de PRL se determinó por qPCR. La gráfica es una imagen 

representativa de un cultivo derivado del tumor de mama RE-negativo. Los resultados se muestran 

como la media ± D.E por triplicado del índice de PRL/GAPDH. Los datos se normalizaron a 1 para 

las células tratadas con el vehículo (C), *P≤0.05 vs C. 
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6. El calcitriol sensibiliza a las células de cáncer de mama RE-negativas a 

los efectos antiproliferativos de los antiestrógenos 

 

La respuesta a los efectos antiproliferativos de los antiestrógenos en las células 

de cáncer de mama con fenotipo RE-negativo, a las cuales que se les indujo la 

expresión del RE por medio del calcitriol, fue determinada mediante ensayos de 

crecimiento celular. Para esto, las células se incubaron en presencia de calcitriol 

(1x10-8 M) o su vehículo, durante 48 h. Después, fueron coincubadas con o sin 

calcitriol más el agonista del RE (E2, 1x10-8 M) o los antagonistas del RE (Tx e 

ICI, 1X10-6 M) o la combinación de los antagonistas más E2, durante 6 días. Los 

resultados mostraron que en ausencia de calcitriol (barras negras), ninguno de los 

compuestos probados afectaron el crecimiento celular en las células RE-

negativas. El tratamiento con calcitriol (barras blancas) per se disminuyó 

significativamente la proliferación celular comparado con las células no tratadas 

con la hormona. De manera interesante, en presencia de calcitriol, los 

antiestrógenos solos y su combinación con E2 inhibieron la proliferación celular en 

comparación con su control. Este efecto resultó relevante debido a que el calcitriol 

sensibilizó a las células RE-negativas a los efectos antiproliferativos de los 

antiestrógenos. El E2 (1x10-8 M) no modificó el crecimiento celular en las células 

tratadas con la hormona (Figura 11A). Además, mayor concentración de E2 (1x10-

7 M)  inhibió la proliferación (Figura 11B). Resultados similares fueron observados 

en las células SUM-229PE; sin embargo, en estas células el tamoxifeno solo o en 

combinación con E2 no modificó de manera significativa el crecimiento celular 

(Figura 11C). Las células MCF-7 fueron usadas como control del efecto 

antiproliferativo de los antiestrógenos a través del RE. La figura 11D muestra 

como en las células no tratadas con calcitriol, el E2 aumentó significativamente el 

crecimiento celular, mientras que, en las células tratadas con la hormona no se 

observó este efecto, debido probablemente a la actividad antiproliferativa del 

calcitriol. Los antiestrógenos y su combinación con E2 inhibieron 

significativamente el crecimiento celular en ambas células tratadas y no tratadas 

con calcitriol. 
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Figura 11.  La inducción del RE por el calcitriol en las células de cáncer de mama RE-

negativo las sensibilizó a los efectos de los antiestrógenos. A) y B) Las células derivadas de 

los tumores de mama, y las líneas celulares C) SUM-229PE y D) MCF-7 se incubaron en ausencia 

(barras negras) o la presencia de calcitriol 1x10-8 M (barras blancas) durante 48 h. Después, las 

células se coincubaron con o sin calcitriol más estradiol (E2, 1X10-9 M a 1x10-7 M) (B) y (E2, 1x10-8 

M), tamoxifeno (Tx, 1X10-6 M), ICI-182, 780 (ICI, 1X10-6 M), etanol (C), o la combinación de los 

antagonistas con E2 durante 6 días (A, C y D). Los ensayos de crecimiento celular se realizaron 

por el método colorimétrico XTT. Las barras representan la media ± D.E. Los datos se 

normalizaron, utilizando la actividad metabólica de las células tratadas con vehículo (C, barra 

negra) como el 100%. Los resultados son representativos de dos experimentos independientes 

realizados en sextuplicado para A, B y C, y de 3 experimentos independientes por sextuplicado 

para D, *P≤0.05 vs C (barra negra) y ** P≤0.05 vs C (barra blanca). 
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7. El ICI-182, 780 regula a la baja la expresión génica de CCND1 y EAG1 en 

células de cáncer de mama tratadas con calcitriol 

 

El ICI-182, 780 tiene efectos antiproliferativos en las células de cáncer de mama 

RE-positivas, uno de los mecanismos moleculares por los que los antiestrógenos 

inhiben la proliferación celular es mediante la disminución de la expresión del gen 

CCND1 y el bloqueo de la progresión del ciclo celular a través del RE [100, 101]. 

Por lo tanto, en este trabajo se estudiaron los efectos del ICI-182, 780 y del E2 

sobre la expresión de CCND1 en las células derivadas de los tumores de mama 

RE-negativas a las que se le indujo la expresión del RE con el calcitriol. Las 

células fueron incubadas con o sin la hormona durante 48 h y posteriormente 

coincubadas con calcitriol más el E2 o el ICI-182, 780 durante 24 h más. La figura 

12A muestra como en las células que no fueron tratadas con calcitriol (barras 

negras), el E2 (1x10-8 M) o el ICI-182, 780 (1X10-6 M) no cambiaron la expresión 

del gen de CCND1, mientras que, en las células tratadas con la hormona (barras 

blancas), el ICI-182, 780 reguló a la baja los niveles del ARNm de CCDN1 de 

manera significativa y el E2 no la modificó.  

 

Otro gen que ha demostrado ser regulado por estrógenos es el canal de potasio 

EAG1 [102]. En células de cáncer de mama, la inhibición de la expresión del canal  

se acompaña de una reducción significativa de la proliferación celular [89, 103]. La 

regulación de EAG1 se estudió por ligandos agonistas y antagonistas del RE 

como se describió arriba para CCND1. Los resultados mostraron (Figura 12B) que 

el E2 o el ICI-182, 780 no alteraron la expresión génica de EAG1 en las células no 

tratadas con calcitriol (barras negras). Sin embargo, en las células tratadas con 

calcitriol, el antiestrógeno ICI-182, 780 disminuyó significativamente los niveles de 

ARNm de EAG1 (barras blancas), mientras que la expresión de este canal no se 

vio afectada por el E2. 
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Figura 12. El ICI-182, 780 regula a la baja la expresión génica de CCND1 y EAG1 en células 

RE-negativas tratadas con calcitriol. Las células derivadas de los tumores de mama se 

incubaron en ausencia (barras negras) o presencia de calcitriol 1x10-8 M (barras blancas) durante 

48 h. Posteriormente, las células se coincubaron con o sin calcitriol más estradiol (E2, 1x10 -8 M), 

ICI-182, 780 (ICI, 1X10-6 M) o su vehículo (C) durante 24 h. La expresión génica de A) CCND1 y 

B) EAG1 fue determinada por qPCR. Los resultados mostrados son la media ± D.E de la razón del 

ARNm de la CCND1 o EAG1/GAPDH por triplicado. Los datos se normalizaron estableciendo el 

valor de 1 para las células tratadas con vehículo (C, barras negras), *P≤0.05 vs C (barra negra) y 

**P≤0.05 vs C (barra blanca). 
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8. El calcipotriol, un análogo de la vitamina D, incrementa la expresión del 

RE en células de cáncer de mama RE. 

 

El calcipotriol, un análogo sintético de la vitamina D con bajos efectos calcémicos 

en comparación con el calcitriol, ha sido considerado como un potente estimulador 

de la diferenciación celular e inhibidor de la proliferación en células de cáncer 

[104]. El análisis de la expresión del RE por el tratamiento con el análogo de la 

vitamina D, también fue estudiado. Las células SUM-229PE se incubaron con 

concentraciones crecientes de calcitriol y calcipotriol (1X10-10 a 1x10-6 M) durante 

24 h. La figura 13 muestra una comparación entre el efecto de las diferentes 

concentraciones de calcitriol y calcipotriol sobre la expresión genética del RE. 

Como se observa, ambos compuestos aumentaron la expresión del ARNm del 

RE de una manera dependiente de la concentración con valores de CE50 

similares para calcitriol y calcipotriol (2.21X10-8 M y 2.74X10-8 M,  

respectivamente). 
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Figura 13.  El calcipotriol induce la expresión del RE en células de cáncer de mama RE-

negativas. La línea celular SUM-229PE se incubó en presencia de diferentes  concentraciones de 

calcitriol (círculos) y calcipotriol (triángulos) o solo vehículo (C, etanol) durante 24 h. 

Posteriormente, el ARNm se extrajo y se realizó qPCR. Los resultados se muestran como la media 

± D.E por triplicado de la razón del ARNm del RE/GAPDH. Los datos se normalizaron 

estableciendo el valor de 1 para las células tratadas con vehículo, *P≤0.05 vs C. 
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9. La actividad de la MAPK en células de tumores mamarios RE-negativo 

tratadas con calcitriol  

 

La hiperactivación de MAPK induce pérdida de la expresión del RE en células de 

cáncer de mama [54, 105], por lo tanto la inhibición de esta vía conduce a la re-

expresión del RE en células RE-negativas [55]. Con el fin de elucidar el posible 

mecanismo por el cual el calcitriol induce la expresión del RE en las células de 

cáncer de mama RE-negativas se estudió la actividad de la MAPK. Las células 

derivadas de los tumores mamarios fueron tratadas con concentraciones 

crecientes de calcitriol (1x10-11 M – 1x10-7 M) durante 4 h y se realizaron análisis 

de la fosforilación de ERK 1 y 2 (MAPK-p 44/42). Los resultados mostraron que el 

calcitriol disminuyó la actividad de la MAPK (Figura 14) en las células derivadas 

de los tumores de mama RE-negativo. Por el contrario, en la línea celular SUM-

229PE, el calcitriol no modificó de manera significativa la fosforilación de la MAPK 

a los 15 y 30 min de tratamiento con calcitriol. Una ligera tendencia a incrementar 

la fosforilación fue observada a las 4 h (Figura 15). Por lo tanto, la regulación 

diferenciada en la actividad de la MAPK por el calcitriol sugiere que la inducción 

del RE por esta hormona no es a través de regular a la baja la actividad de esta 

vía.  
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Figura 14. Actividad de la MAPK en células derivadas de tumores de cáncer de mama 

tratadas con calcitriol. A) Las células derivadas de los tumores de mama RE-negativas fueron 

incubadas con concentraciones crecientes de calcitriol o su vehículo (C). El análisis de la 

fosforilación de la MAPK se realizó por western blot. El inhibidor de la MAPK, el U0126 (U) o su 

vehículo DMSO (D) fue utilizado como control. La GAPDH se utilizó como control de carga. Los 

resultados son representativos de 2 experimentos independientes y se expresa como la integral de 

la densidad relativa de la MAPK-p 44 (B) y de la MAPK-p 42 (C) versus la de GAPDH. Un valor 

arbitrario de 1 se le dio a las células tratadas con C. 
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Figura 15. Actividad de la MAPK en la línea celular SUM-229PE tratadas con calcitriol. A) La 

línea celular SUM-229PE fue incubada con medio (-), vehículo (C) y/o calcitriol (Cal, 1x10-7 M) por 

15, 30 min y 4 h. El análisis de la fosforilación de la MAPK se realizó por western blot. La -

Tubulina se utilizó como control de carga. Los resultados son representativos de 2 experimentos 

independientes y se expresa como la integral de la densidad relativa de la MAPK-p 44 (B) y de la 

MAPK-p 42 (C) versus la de -Tubulina. Un valor arbitrario de 1 se le dio a las células tratadas con 

C. 
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10. Análisis in silico de elementos de respuesta a vitamina D en el promotor 

del RE.  

 

El calcitriol a través de su receptor activa la transcripción de genes. La regulación 

directa del calcitriol a través de la unión del VDR a los posibles elementos de 

respuesta en la región promotora del RE representa un mecanismo por el cual el 

calcitriol podría inducir la expresión del receptor. Con la finalidad de identificar los 

posibles elementos de respuesta putativos de la vitamina D en la región 

promotora de RE, un análisis in silico fue llevado a cabo con el programa 

MatInspector utilizando una secuencia derivada del cromosoma humano 6, que 

contiene la región promotora del RE. El análisis mostró seis posibles elementos 

de respuesta a vitamina D con una matriz de similitud >0.8 y uno <0.8 (tabla 2). 

Este número indica la coincidencia que se tiene con la secuencia buscada, 

cuando es igual a 1 significa que es la misma. Los datos muestran una posible 

regulación directa del VDR con sus elementos de respuesta en la región 

promotora del RE.  
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Tabla 2. Elementos de respuesta putativos a vitamina D en la región promotora 

del RE. 

Matriz/ 
Familia 

Opt. Posición Hebra Similitud 
del núcleo 

Similitud 
de matriz  

Secuencia 

V$VDR_RX
R.06/V$RX
RF 

0.75 373-397 (+) 0.938 0.804 acgtgtgtgtcca
gcAGGAgag
ggt 

V$VDR_RX
R.01/V$RX
RF 

0.85 387-411 (+) 1.000 0.851 caggagagggt
aggGAGGga
agcca 

V$VDR_RX
R.04/ 
V$RXRF 

0.79 508-532 (+) 0.821 0.824 ggacaagGCT
Caccaagatga
gttt 

V$VDR_RX
R.04/ 
V$RXRF 

0.79 2991-3015 (-) 0.929 0.813 cttctcgGTTC
acttgggctagg
at 

V$VDR_RX
R.04/ 
V$RXRF 

0.79 1223-1247 (+) 1.000 0.820 agaaagtGGT
Caagaggtgga
tcca 

V$VDR_RX
R.03/ 
V$RXRF 

0.74 3838-3862 (+) 0.824 0.745 taaagtaaAGT
Tcagggaagct
gct 

V$VDR_RX
R.01/ 
V$RXRF 

0.85 3936-3960 (-) 1.000 0.894 ttacaaaggtgct
gGAGGacgg
cca 

 

Matriz/Familia: Describe la matriz generada para la familia a la cual pertenece el factor de transcripción, Opt: Umbral de 
matriz optimizado; umbral que minimiza los falsos positivos. Posición: indica la posición dentro de la secuencia analizada. 
Hebra: Para cada matriz que coincida con la secuencia consenso de la matriz de la IUPAC se muestra un alineado con la 
secuencia. Coincidencia en la hebra (+) se muestran encima de la secuencia, coincidencia en la hebra (-) se muestran 
debajo de la secuencia. Similitud del núcleo: define una región del núcleo dentro de la matriz que está representado por 
las cuatro posiciones más conservadas de nucleótidos. Similitud de matriz: Cuando una matriz coincide con una 
secuencia, el nivel de similitud se expresa como un número. Este puede ser mayor o igual, pero nunca menor que el 
umbral de búsqueda de la matriz que es de 0.8. Secuencia: muestra los nucleótidos individuales presentes en la secuencia 
candidata. 
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DISCUSIÓN 

 

La presencia del RE en los tumores de mama representa un buen indicador de 

la sobrevida y del pronóstico de las pacientes con cáncer de mama [106, 107]. 

Otros indicadores con valor pronóstico significativo son el RP y el receptor de 

andrógenos [108, 109]. En este estudio, el calcitriol fue capaz de inducir la 

expresión del RE a través del VDR en células de cáncer de mama RE-negativas.  

 

Los tumores de mama poco diferenciados y más agresivos son aquellos que no 

expresan los receptores a esteroides [110]. El calcitriol promueve la diferenciación 

de varios tipos de células tumorales, incluyendo el de mama [79, 111]. En el 

cáncer de mama poco diferenciado, la hormona es capaz de inducir la expresión 

de varias proteínas de adhesión (tales como caderina-E, claudina 7 y ocludina) 

[79]. La expresión de estas proteínas esta asociada a un fenotipo menos agresivo 

y diferenciado. Por lo tanto, la inducción del RE por el calcitriol como se 

demostró en este trabajo, soporta la participación de esta hormona en el proceso 

de diferenciación celular.  

 

La expresión del RE en las células de cáncer de mama RE-negativas por el 

calcitriol permitió a las células incrementar el ARNm de la PRL cuando fueron 

estimuladas con E2. Estos resultados sugieren la inducción del un RE funcional, 

capaz de activar la transcripción de genes dependientes de estrógenos.  

 

La importancia que representa la inducción del RE en las células de cáncer de 

mama RE-negativas es su potencial como blanco terapéutico, ya que este tipo de 

tumores son insensibles al tratamiento endocrino [42].  

 

En este estudio, la capacidad del calcitriol para sensibilizar a las células a los 

efectos de los antiestrógenos quedó demostrada cuando las células derivadas de 

los tumores de mama RE-negativos fueron coincubadas con estos dos 

compuestos. La inhibición del crecimiento celular fue significativa solo en aquellas 
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células derivadas de los tumores de mama tratadas con el calcitriol y los 

antiestrógenos (tamoxifeno e ICI) en comparación con las células no tratadas con 

la hormona. En la línea celular SUM-229PE, el tamoxifeno no inhibió la 

proliferación en las células tratadas con el calcitriol. Algunos estudios han 

demostrado que el tamoxifeno no ejercen sus efectos antagonistas en las células 

RE-positivas que sobreexpresan al HER-2/neu o EGFR [112]. La línea celular 

SUM-229PE sobreexpresa estos receptores a factores de crecimiento, lo que 

podría explicar la falta de efecto del tamoxifeno en la proliferación celular. De 

manera interesante, el antiestrógeno ICI-182, 780 (considerado como el 

antagonista puro del RE) sí fue capaz de inhibir la proliferación en estas células, 

este hecho demuestra como el calcitriol induce la expresión de un RE funcional.  

 

Los efectos mitogénicos del E2 estimulan el crecimiento tumoral del cáncer de 

mama [113]. En el presente estudio, la presencia del E2 no incrementó la 

proliferación de las células tratadas con calcitriol, por el contrario, el E2 inhibió el 

crecimiento celular. Este suceso puede explicarse por los efectos antiproliferativos 

del calcitriol que pueden estar bloqueando las acciones mitogénicas del E2 en las 

células de cáncer de mama. El mecanismo de los efectos antiproliferativos del E2 

en las células que expresan nuevamente al receptor aún es desconocido. Sin 

embargo, los resultados aquí observados están en concordancia con aquellos 

reportes en donde se reexpresó al RE, con el uso de los inhibidores de la MAPK 

o por sobreexpresar al receptor, en las células de cáncer de mama RE-negativas. 

En ambos reportes, el E2 también inhibió la proliferación celular o no la modificó 

[55, 114]. Los estudios de los efectos antiproliferativos del E2 en las células que 

reexpresan al RE tendrían que ser evaluados en un futuro.  

 

Las acciones inhibitorias de los antiestrógenos en la proliferación celular del 

cáncer de mama RE-positivo son en parte ejercidas por la regulación a la baja de 

CCND1, uno de los reguladores más comunes del ciclo celular que está alterado y 

sobreexpresado en varios tipos de cáncer incluyendo el de mama [101, 115]. Los 

resultados mostraron que el ICI-182, 780 fue capaz de regular a la baja el ARNm 
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de CCND1 en las células donde fue expresado nuevamente el RE por el 

calcitriol, indicando su capacidad para afectar el ciclo celular.  

 

El EAG1 es un canal de potasio dependiente de voltaje que es considerado un 

marcador oncogénico y un blanco terapéutico de diversos tipos de cánceres [103, 

116]. La sobreexpresión de este canal en células de cáncer de mama contribuye a 

la progresión del tumor [89, 117]. Por lo tanto, el bloqueo de su actividad y/o 

expresión disminuye la proliferación de las células cancerígenas [116]. De manera 

interesante, en las células de cáncer de mama RE-negativas tratadas con 

calcitriol el ICI-182, 780 fue capaz de regular a la baja la expresión del ARN del 

EAG1, lo cual sugiere que los efectos antiproliferativos de los antiestrógenos son 

llevados a cabo a través de el RE inducido por la hormona. La regulación a la 

baja de la expresión de CCND1 y de EAG1 por el antiestrógeno es de gran 

importancia debido a la participación de estos dos genes en el desarrollo y 

progresión tumoral.  

 

El mecanismo por el cual el calcitriol induce la expresión del RE a través de su 

receptor en las células de cáncer de mama RE-negativas es aún desconocido. 

Nosotros hipotetizamos que la inducción del RE por calcitriol era llevada a cabo 

por inhibir la actividad de la MAPK. Los estudios de fosforilación de ERK 1 y 2 

realizados para evaluar la actividad de la MAPK como posible vía regulada por el 

calcitriol para inducir la expresión del receptor, no mostraron una clara evidencia 

de que esta vía esté involucrada en el proceso. Los resultados revelaron que en 

las células derivadas de los tumores mamarios RE-negativos el calcitriol 

disminuyó la fosforilación de la MAPK, mientras que en la línea celular SUM-

229PE hubo una tendencia a incrementar la fosforilación. Estas diferencias en la 

activación de la MAPK indican que el mecanismo por el cual el calcitriol induce la 

expresión del RE no es por regular a la baja la actividad de esta vía. Un estudio 

alternativo in silico para identificar VDREs en la región promotora del RE fue 

realizado como mecanismo del calcitriol para regular la expresión del RE. En 

este análisis se mostraron siete posibles elementos putativos de respuesta a 
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vitamina D en la región promotora del RE. Esto significa que el calcitriol a través 

del VDR puede unirse a uno de estos posibles elementos y regular de manera 

directa la transcripción del receptor, vía genómica. Futuras investigaciones al 

respecto tendrán que ser evaluadas. 

 

El calcitriol tiene efectos hipercalcémicos en las células a altas concentraciones. 

Sin embargo, el desarrollo de numerosos análogos sintéticos de la vitamina D y la 

dosificación intermitente del calcitriol han permitido de manera sustancial la 

reducción de estos efectos [118, 119]. El calcipotriol, un análogo de vitamina D, 

con potente actividad antiproliferativa fue también capaz de regular a la alta la 

expresión génica del RE en la línea celular SUM-229PE al igual que calcitriol. 

Esto sugiere que el tratamiento combinado de los análogos de la vitamina D con 

los antiestrógenos también puede ser considerado como una buena estrategia 

terapéutica para el cáncer de mama RE-negativo. 
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CONCLUSIÓN  

 

Los resultados presentados en este trabajo demuestran claramente la capacidad 

del calcitriol para inducir la expresión de un RE funcional y de restaurar la 

respuesta a los antiestrógenos en un subconjunto de células de cáncer de mama 

RE-negativas. El tratamiento combinado con calcitriol y los antiestrógenos podría 

representar una nueva estrategia terapéutica en aquellos pacientes afectados con 

tumores RE-negativos o en tumores que perdieron la expresión del RE lo cual 

podría mejorar su pronóstico de vida. 
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PERSPECTIVAS 

 
 

• Realizar ensayos de cambio en la corrida electroforética (EMSA) y CHIP 

para investigar la posible interacción del VDR con su VDRE en la región 

promotora del RE. 

 

• Estudiar el efecto del tratamiento combinado de los antiestrógenos con el 

calcitriol en el crecimiento tumoral del cáncer de mama RE-negativo en un 

modelo in vivo. 
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ABREVIACIONES  

 
ADN: ácido desoxirribonucleico 

AKT: proteína cinasa B  

ARN: ácido ribonucleico 

CCND1: ciclina D1 

CE50: concentración estimulatoria 50 

CI50: concentración inhibitoria 50 

CK: citoqueratina 

CYP: citocromo P-450 

CYP24A1: 24-hidroxilasa 

CYP27A1: 25 hidroxilasa 

CYP27B1: 1-hidroxilasa 

DAB: 3,3’diaminobencidina 

DBP: proteína de unión a vitamina D 

DMSO: dimetil sulfóxido 

E2: 17 estradiol 

EAG1: éter-à-go-gó 1 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico  

ERE: elementos de respuesta a estrógenos 

GAPDH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GRP30: receptor acoplado a la proteína G 30 

HER2: receptor-2 del factor de crecimiento epidérmico humano 

IA: inhibidores de aromatasa 

MAPK: proteína cinasas activadas por mitógenos 

PBS: tampón fosfato salino 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PI3K: fosfoinositol 3-cinasas 

PKC: proteína cinasa C 

PRL: prolactina 

PTH: hormona paratiroidea 

RE: receptor de estrógenos 

RP: receptor de progesterona 

RXR: receptor X retinoide 

SERD: reguladores selectivos a la baja del receptor de estrógeno 

SERM: moduladores selectivos de receptores de estrógeno 

TBST: tris amortiguador salino con Tween 

VDR: receptor a vitamina D 

VDRE: elementos de respuesta a la vitamina D  
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ANEXOS 

 

Contribuciones científicas generadas por la postulante durante la realización del 

programa de Doctorado en Ciencias en la especialidad de Farmacología del 

Centro de Investigación y de Estudios Avanzados del IPN, Zacatenco, y en 

colaboración con el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador 

Zubirán.  
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