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Resumen

El cadncer de mama es el tipo de cancer mas frecuente en la mujer. El tratamiento
suele ser efectivo siempre y cuando exista un diagndstico oportuno, actualmente
las intervenciones nutricionales se han utilizado como adyuvantes al tratamiento
tradicional, ya que las terapias combinadas ofrecen una mejor probabilidad de
éxito. La suplementacion con vitamina D se ha propuesto como un tratamiento
preventivo o adyuvante en varios tipos de cancer, mientras que los
glucocorticoides se utilizan a menudo como tratamientos inmunomoduladores
para el cancer de mama. Se ha informado que estas moléculas afectan la
viabilidad y proliferacion celular en diferentes tipos de cancer. El objetivo de este
estudio fue evaluar los cambios en la expresion del receptor VDR, el ciclo y
viabilidad celular de una linea celular de cancer de mama humano suplementada
con vitamina D (10,40 y 100 uM), dexametasona (5,10,40) uM o la combinacién
(40 uM dexametasona/100 UM vitamina D), por 24, 48 y 72 horas. La expresion
de VDR, la viabilidad, la progresion del ciclo, muerte celular y la expresion de la
proteina pro-apoptética caspasa 3 activa, se analizaron mediante una
combinacion de espectrofotometria, citometria de flujo y Western Blot. Los
resultados muestran que la expresion del receptor VDR y la muerte celular
aumentaron significativamente después de la suplementacion con dexametasona,
los datos sugieren que la muerte celular ocurre mayormente por necrosis aun
cuando también se observé una mayor expresion de la caspasa 3 activa, por otro
lado, los estimulos con vitamina D indujeron un efecto menor. La combinacion
de ambos estimulos mostré resultados similares a la estimulacion con
dexametasona sola. Estos datos sugieren que la estimulacion con dexametasona,
pero no con vitamina D, aumenta la expresion del receptor VDR, al tiempo que
disminuye la viabilidad celular de las células de cancer de mama humano in vitro,

ademas de posiblemente generar muerte celular.

Palabras clave: Cancer de mama; Vitamina D; Dexametasona; Viabilidad; Muerte
celular



Abstract

Breast cancer is the most common type of cancer in women. Treatment is usually
effective if there is an early diagnosis, currently, nutritional interventions have
been used as adjuvants to traditional treatment, since combined therapies offer a
better probability of success. Vitamin D supplementation has been proposed as a
preventive or adjuvant treatment in several types of cancer, while glucocorticoids
are often used as immunomodulatory treatments for breast cancer. These
molecules have been reported to affect cell viability and proliferation in different
types of cancer. The aim of this study was to evaluate the changes in VDR
receptor expression, cell cycle and viability in a human breast cancer cell line
supplemented with vitamin D (10, 40 and 100 uM), dexamethasone (5, 10, 40)
KM or the combination (40 UM dexamethasone/100 pM vitamin D), for 24, 48 and
72 hours. VDR expression, viability, cell cycle progression and cell death were
analyzed by spectrophotometry, flow cytometry and western blotting,
respectively. The results show that VDR receptor expression and cell death were
significantly increased after dexamethasone supplementation, in this case cell
death was mostly by necrosis, however there was also a higher expression of
active caspase 3, while the stimuli with vitamin D had a minor effect. The
combination of both stimuli showed similar results to stimulation only with
dexamethasone alone. These data suggest that stimulation with dexamethasone,
but not with vitamin D, increases VDR receptor expression, while decreasing the
proliferative capacity and viability of human breast cancer cells in vitro, in

addition to induce cell death.

Keywords: Breast cancer; Vitamin D; Dexamethasone; Viability; Cell death



Introduccion

El cancer de mama suele desarrollarse principalmente en las células del
revestimiento epitelial de los conductos, y en menor medida, en los 16bulos del
tejido glandular de la mama. Al inicio, el tumor canceroso suele permanecer en
el conducto o l6bulo, donde llega a causar sintomas y tiene un minimo potencial
de metastasis®. Sin embargo, conforme avanza el tiempo, este tumor localizado
en el conducto o I6bulo puede avanzar e invadir el tejido mamario circundante,

asi como migrar a los ganglios linfaticos cercanos u a otros 6rganos.

El cancer de mama ocupa el primer lugar de muerte en el mundo. En México, en
el afio 2022 se registraron 7,800 defunciones por cancer de mama, de las cuales
700 de los casos presentados fueron por tumores metastasicos 2. De acuerdo con
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la incidencia de esta enfermedad
incrementa conforme avanza la edad debido a los factores de riesgo que aumentan
y que se combinan con la disminucion en los mecanismos de reparacion celular
1.2 nor lo tanto, la OMS se ha planteado el objetivo de reducir la mortalidad por
este padecimiento entre los afios 2020 y 2040 con tres pilares a alcanzar: la
promocion de la salud; el diagnostico oportuno y la gestion integral del cancer de

mama

Actualmente, el tratamiento del cAncer de mama puede ser eficaz siempre y cuando
laenfermedad se detecte oportunamente. En particular, el tratamiento consiste en
una combinacidn entre la extirpacion quirtrgica, radioterapia, terapia hormonal,
quimioterapia y/o terapia biologica dirigida. De esta manera, el tratamiento puede

detener la progresion y diseminacion del cancer de mama *.

A pesar de que existe un tratamiento para controlar el cancer de mama,
lamentablemente los factores de riesgo no son controlables en su totalidad y
aunque fueran potencialmente modificables, el riesgo de padecer cancer de mama
solo se reduciria en un 30% en los proximos 20 afios 2. Por otro lado, el pertenecer
al sexo femenino es el principal factor de riesgo de cancer de mama, pues solo

entre el 0.5% y el 1% de los casos de cancer de mama afectan a varones 2.



Es importante destacar que la eleccion del tratamiento para el cancer de mama
sera de acuerdo con el estadio en el que se encuentre la enfermedad y que,

hasta la fecha, ha tenido buenos

resultados cuando se detecta en estadios tempranos. Sin embargo, el poder

prevenir un estadio grave es un reto para la salud publica.

De modo que, la evidencia del uso de vitamina D y glucocorticoides en algunos
tipos de cancer, refleja que pudieran estar disminuyendo la progresion de los
tumores, esto pareciera una buena opcion para prevenir la gravedad y el
tratamiento radical de la enfermedad. Para ello, se necesita de mas investigacion
que pueda apoyar esta opcion de prevencion o tratamiento adyuvante. Es por ello,
que en la presente investigacion se evaluaron los cambios en la expresion del
receptor VDR en la linea celular T47-D suplementada con vitamina D vy
dexametasona y su relacion con la muerte celular con la finalidad de encontrar
algunos de los mecanismos del efecto de la vitamina D y dexametasona sobre el

desarrollo del cancer de mama.



1. Marco teérico

1.1 Cancer de mama

Anatomia e histologia de la mama

La mama esta formada principalmente por tejido adiposo y por la glandula
mamaria 3, esta estructura se modifica durante los cambios hormonales v el
embarazo, el tejido que predomina es el glandular, mientras que, durante la
menopausia, la glandula se atrofia y el volumen de la mama ahora depende del
tejido adiposo. La glandula esta formada por diferentes lobulillos glandulares,
entre 15 y 20 aproximadamente, de los cuales yacen los conductos galactoforos
que se unen en el seno galactoforo. Por su parte, el seno galactoforo se conecta
del interior de la mama con el exterior a través del pezén, por donde se expulsa

la leche durante la lactancia materna 3.

Anatémicamente, la mama se localiza a partir de la 22 hasta la 62 costilla,
medialmente hasta el esternon y lateralmente hasta la linea media axilar. Se
inserta a la fascia del musculo pectoral mayor mediante los ligamentos de Cooper
3, La cola de la mama o cola de Spence, hace que se extienda la mama

oblicuamente hacia la axila.

Por otro lado, la vasculatura del tejido mamario esta a cargo de los vasos de la
arteria y vena mamaria interna, localizados al lado del esternén. De la misma
manera, recibe irrigacion sanguinea de los vasos toracicos laterales de la rama de

la arteria axilar, los intercostales y toracoacromiales *.

El liquido intersticial de la glandula mamaria es drenado mediante el sistema
linfatico de la mama a través de los linfaticos interlobulillares, que conforman el
plexo linfatico subareolar, estos a su vez, drenan a los ganglios linfaticos, que se

situan principalmente en la axila, en las proximidades de los vasos mamarios



internos e incluso supraclaviculares 4. Este drenaje linfatico tiene gran relevancia
en los tumores malignos, debido a que requieren de los vasos linfaticos para

propagar la enfermedad a otros 6rganos del cuerpo.

Epidemiologia del cancer de mama

De acuerdo con la OMS !, la presencia del cancer de mama incrementa con el
avance en la edad, debido a los factores de riesgo que se van acumulando y que a
su vez se combinan con la pérdida en la eficacia de los mecanismos de reparacion
celular. Ademas, partir de los 50 afios hay un incremento en la tasa de defuncién

por tumores malignos, en hombres como en mujeres 2.

En el afio 2022, en el mundo se diagnosticaron 2.3 millones de casos de cancer
de mama en mujeres, con un registro de 670,000 defunciones. En México, la
incidencia de cancer de mama fue de 23, 790 casos entre la poblacion de 20 afios
en adelante, esto es; 27.64 por cada 100 mil habitantes, presentandose
mayormente en mujeres con un 51.92 contra 1.25 en los hombres. El total de
defunciones por tumores malignos fue de 87,880 donde, el 9.0% fue por cancer
de mama (7,888), del total de estos diagndsticos un 99.4% se presento en mujeres
(7, 838), y solo un 0.6% fue en hombres (50) 2.

Los estados con las tasas mas altas de defunciones por tumores malignos de mama
fueron: Ciudad de México, Sonora, Chihuahua, Morelos, Veracruz y Colima, con
tasas de hasta 9.7 a 7.8 defunciones por cada 10 mil habitantes. En cambio, los
estados con las tasas méas bajas fueron: Quintana Roo, Guerrero, Querétaro,
Yucatan, Durango, Guanajuato, Tlaxcala, Tabasco, Estado de México, Puebla'y

Aguascalientes, con tasas de 4.5 a 6.4 defunciones por cada 10 mil habitantes2

Fisiopatologia del cancer de mama



De acuerdo con la anatomia normal de la glandula mamaria existen dos
estructuras primordiales: los conductos o ductos y los lobulillos, para ello en su

mayoria los carcinomas se localizan en los conductos °.

En cuanto a los carcinomas existen dos tipos; los invasores y los no invasores o
in situ. Los invasores son aquellos que crecen hasta sobrepasar las paredes de la
estructura en la que se encuentran y se expanden a los tejidos cercanos. Los
carcinomas in situ nunca rebasan las paredes del sitio donde se crecen, aunque
tengan un tamario mayor. Por su parte, los invasores tienden a invadir los tejidos
mamarios vecinos y a despegar grupos de células que viajaran a traves de los
vasos linfaticos. En los carcinomas in situ, entre el 5y 10% se llegan a extender

mas alla de la mama causando metastasis °.

La mayoria de los casos de cancer de mama se localizan en el cuadrante superior
externo, por arriba y afuera del pezdn, a partir de ahi, suelen migrar las células
metastasicas a los ganglios linfaticos situados en la axila, por ser el primer sitio
donde drenan las vias linfaticas. Por ello, es importante saber si estos ganglios
estdn comprometidos o no, de esta manera seria un indicio importante sobre la

diseminacion del cancer de mama ®.

Al inicio el cancer de mama suele ser asintomatico, es hasta el momento de ser
invasivo donde se torna sintomatico, cuando es invasivo se divide en tres fases:
localizada, regional y metastasica®, este Gltimo, puede llegar a dafiar cualquier

otro 6rgano del cuerpo humano 5.

Clasificacion molecular del cancer de mama

Con base al perfil de expresion genética, se distinguen principalmente cuatro
clases moleculares de cancer de mama, entre ellos se encuentran; los tumores
luminales que cuentan con un patron fenotipico similar al componente epitelial
luminal de la glandula mamaria; esto quiere decir, que expresan altas cantidades

de citoqueratinas luminales ©. El principal es el cancer de mama de tipo luminal A
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que corresponde al 67% de los tumores, este tipo de cancer es positivo al receptor
de estrégenos (RE), negativo al receptor tipo 2 del factor de crecimiento
epidermico humano (HER- 2 neu), en este las células tienen buena diferenciacion
y baja proliferacion celular, por lo que histologicamente este cancer se considera

de bajo grado >°.

Seguido del cancer de mama luminal B, que es positivo al RE, pero en su mayoria
este expresa bajos niveles de receptores hormonales, ademas es de alto grado
debido a la alta expresion de Ki- 67 y con poca diferenciacion celular ®. Por otro
lado, el cancer de mama luminal HER-2 neu, es caracterizado por expresar
citoqueratinas 9 y 10, los canceres positivos al receptor HER-2 neu tienen una
alta expresion del gen ERBB2 (gen que da origen al receptor ERBB2 también

conocido como HER-2 neu) y pueden ser positivos o no al RE ©.

El cancer de mama de tipo basal corresponde a tumores negativos al RE, al
receptor de progesterona (RP) y al HER-2 neu, por ello es que se denominan
tumores triple negativo. Ademas de poseer un patrén fenotipico parecido al
componente mioepitelial de la glandula mamaria > Entonces, de acuerdo con la
clasificacion molecular del cancer de mama es como se elige el plan terapéutico

individualizado que pueda ser de éxito con menores efectos secundarios.
Factores de riesgo para el cancer de mama

Los factores de riesgo en las mujeres son: la edad de 40 afios en adelante, (aunque
hay presencia en menores de esta edad); estilos de vida no saludables, mujeres
con antecedentes familiares, consumo de alcohol y tabaco °, entre otros factores

que aun son discutidos como, por ejemplo:

Las mujeres nuliparas, aguellas mujeres que no hayan tenido hijos antes de los
30 afios, mujeres que no hayan practicado la lactancia materna, los estilos de vida
en las mujeres como; el fumar, ingerir bebidas alcohdlicas, dietas altas en grasas,

las mujeres con antecedentes de mastopatia fibroquistica, aquellas mujeres que
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hayan usado o usen hormonoterapia sustitutiva o con anovulatorios orales, la
exposicion a radiaciones, obesidad, y mujeres que han tenido otro tipo de cancer,

sobre todo de endometrio.
Diagndstico del cancer de mama

El diagnostico del cancer de mama suele iniciarse con el indicio de una
tumoracion palpable, que en mas del 80% de los casos la mujer es quien la
identifica mediante su autoexploracion mamaria mensual . Es importante
destacar que la autoexploracion se debe realizar una vez al mes por parte de la
mujer para que se pueda tener un diagndstico oportuno y el tratamiento pueda ser

favorable.

Una vez detectada alguna anormalidad en la mama por parte de la mujer, se debe
ir a revisar inmediatamente para que el médico le realice el diagndstico preclinico
mediante una prueba de tamizaje por medio de un estudio radioldgico
(mastografia), que permite identificar el cancer antes de que la mujer presente
sintomas °. Posterior al resultado de la mastografia, el diagndstico temprano se
realiza a través de una historia clinica encaminada a la busqueda de factores de
riesgo; seguido de un examen clinico haciendo énfasis en las glandulas mamarias
y zonas linfoportadoras, asi como estudios de ultrasonido complementarios. Por
lo tanto, para establecer el diagnostico definitivo es necesaria la presencia de
alguna correlacién entre los hallazgos clinicos, mastograficos e histopatolégicos.

Signos y sintomas del cancer de mama

Dentro de los principales signos y sintomas que pueden presentar las mujeres que

desarrollen cancer de mama; son los siguientes °:

« Una tumoracion palpable al tacto de consistencia dura, con presencia de

dolor y que no desaparece con el paso de los dias.

o Lapiel de la mama tiene aspecto rugoso, con apariencia a la "cascara de una

naranja".

e Puede notarse alguna deformidad asimétrica de la mama.

12



o Lapresencia de secrecibn mamaria, principalmente con sangre.

e Hundimiento del pezon.
Tratamiento para el cancer de mama

Para la formulacion del tratamiento a seguir se debe realizar de acuerdo con las
categorias del sistema de clasificacion histopatologica de los carcinomas
mamarios de la OMS !, donde se deben considerar las condiciones generales de
salud de la paciente, la etapificacion de la enfermedad, el estado hormonal de la
mujer, los recursos humanos y materiales con que se cuente, considerando ademas

la voluntad y libre decision de la paciente para aceptar el tratamiento .

En la actualidad, los métodos terapéuticos que se usan para tratar el cancer de
mama son: cirugia de tipo conservador, radical curativo, radical paliativo y
reconstructivo, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia y hormonoterapia. De
los cuales los principales a elegir en su mayoria son la cirugia y la radioterapia
debido a su accién locorregional; en la quimioterapia y la hormonoterapia su
accion es de tipo sistémica 4 Por otro lado, la radioterapia se indica
principalmente como tratamiento complementario al quirdrgico, como
tratamiento inicial y en su modalidad de paliativo . En su caso, la quimioterapia
se indica cuando no hay respuesta a otro tratamiento; por tal motivo, se debe
realizar una busqueda de receptores hormonales en el tumor mamario o en la

metastasis para una buena eleccion en el tratamiento ©.

Por su parte, la inmunoterapia es un tratamiento novedoso a través del cual se
hace uso de medicamentos para estimular al sistema inmunitario y que sea capaz
de reconocer y destruir a las células cancerosas de la mama a traves de proteinas
en las células inmunitarias que necesitan ser activadas o desactivadas, el farmaco
ayuda a restaurar esta respuesta inmunitaria contra las células cancerigenas ©,
ademas de los farmacos se puede hacer uso de anticuerpos monoclonales que
ayudan a inhibir factores de crecimiento en las células tumorales, siendo muy util

en el cancer de mama triple negativo donde las células malignas no tienen
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receptores de estrogeno 0 progesterona haciéndose mas complicado su

tratamiento.

Otra opcion es el tratamiento hormonal, que se basa en la ministracion de
receptores hormonales en el tumor o en el sitio de metéastasis, este tratamiento
permite visualizar su posible respuesta tumoral en sus fases adyuvante y paliativa
6 Para que las pacientes sean seleccionadas como candidatas a este tratamiento
deben presentar ausencia clinica de actividad tumoral, esto se refiere a que
idealmente se realice al conocer un alto contenido de receptores estrogénicos en

el tumor o el sitio de metastasis °.

1.1 Céancer de mamay Vitamina D

La vitamina D participa en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de
las células normales de la glandula mamaria a través de la sefializacion de su
receptor (VDR) ’. Por lo tanto, la alteracion de esta sefializacion puede dar lugar a
una proliferacion aberrante tipica de las células cancerosas. Esto esté evidenciado
por la investigacion en ratones knockout para VDR, que mostraron diferenciacién
ductal aberrante y ramificacion en la glandula mamaria ’. Estos y otros estudios
sugieren propiedades antiproliferativas y diferenciadoras de la vitamina D y su uso

como agente anticancerigeno.

Colston, Abe y colaboradores, fueron los primeros en demostrar las propiedades
directamente anticancerigenas de la vitamina D in vitro ’. Luego, muchos estudios
in vivo e in vitro mostraron la accion protectora de la vitamina D contra varios
tipos de cancer y varios genes importantes en la transformacion del cancer, estos
fueron identificados como objetivos en la accion gendmica de esta vitamina. En

general, los efectos antineoplasicos de la vitamina D se destacan principalmente

por su participaciéon en la regulacion de vias de sefializacion especificas que

dirigen el crecimiento del cancer.

En los casos de cancer de mama con receptor de estrogeno positivo (ER+) en
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mujeres posmenopausicas, el crecimiento del tumor se mantiene mediante la
produccion local de estrogeno, debido a la falta de sintesis ovarica de esta
hormona. También, se ha observado que la vitamina D y sus analogos inhiben
selectivamente la aromatasa, una enzima clave en la sintesis de estrégeno, y que
regulan a la baja el receptor de estrogeno alfa (ERa) en el tejido mamario, por lo
que pueden considerarse en la prevencion y el tratamiento de los casos
posmenopausicos de cancer de mama positivo para ER” 8. Sin embargo, tanto los
cultivos de células de cancer primario como las lineas de células de cancer de
mama suelen caracterizarse por una insensibilidad a la vitamina D 8, esto se
refiere a que las células tienen disminuido el receptor VDR y por tanto no se hace
la sefializacion adecuada de la vitamina D, este efecto requiere de evidencia

cientifica para poder dilucidarlo.

Por otro lado, Friedrich y colaboradores observaron la fuerte reactividad
inmunoquimica de VDR en muestras de cancer de mama de 228 pacientes,
aunque no se encontr6 correlacién entre la expresion de VDR y el estadio del
tumor, el estado de los ganglios linfaticos, la clasificacién, el tipo de tumor, la
expresion de receptores de estrégeno o receptores de progesterona (PR), los
marcadores de proliferacion Ki-67 y p53 o el indice de fase S. Con esto, los
autores concluyeron que el VDR no puede considerarse como un fuerte factor
prondstico en el cancer de mama °. Sin embargo, Al-Azhiri y colaboradores
demostraron que la mayoria de 1,114 muestras de cancer de mama mostraban una
reactividad inmunoquimica fuerte o moderada de VDR, cuya expresion se
correlaciond negativamente con el tamafio del tumor, el receptor hormonal, el

estado triple negativo y Ki- 67 .

En la dltima década, ha tenido mayor realce la investigacion anticancerigena y
antiinflamatoria de la vitamina D, debido a que hallazgos recientes han informado
sobre un bajo nivel sanguineo de vitamina D en pacientes con Linfoma de
Hodgkin, gastrico y de mama %, lo cual va en contra de otras evidencias cientificas

como es el caso de un estudio realizado en hombres que viven en latitudes del
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norte, donde encontraron que existe un mayor riesgo de cancer de prostata en
estos hombres por los niveles altos de vitamina D encontrados en plasma,

contrario a aquellos cuya ingestion de vitamina D es baja 2.

Ademas en un ensayo aleatorizado del estudio VITAL *2, que se llevo a cabo en
20,000 personas de 55 afios 0 mas y que recibieron 2,000 Ul/dia de vitamina D
con seguimiento durante 10 afios, proporciond informacion sobre el papel de la
suplementacién con vitamina D y el posible riesgo de cancer y enfermedades
cardiovasculares, pues encontraron asociaciones positivas entre los
polimorfismos en los genes de la via de la vitamina D y los niveles séricos de la
misma, aungue unaasociacion entre dichos polimorfismos y el riesgo o prondstico
de cancer sigue siendo dificil de alcanzar 2. La importancia de este estudio radica
en que la dosis fue suficiente para que los efectos de la suplementacion se

pudieran determinar con el analisis estadistico.

De modo que, los efectos anticancerigenos de la vitamina D pueden atribuirse
generalmente a su potencial para modular la proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, inflamacion, angiogénesis, invasion y metastasis celular " 3. Como lo
reportd LaPorta y Welsh quienes evidenciaron que la vitamina D regulaba
negativamente los genes relacionados con la invasion y metastasis del cancer de
mama en células de un modelo de ratén de TNBC. Sin embargo, estos efectos no
se observaron en ratones con inactivacion de VDR, pero la reintroduccion de
VDR humano restauré la capacidad de la vitamina D para inhibir la proliferacion
de células similares a TNBC 7. Por lo tanto, concluyeron que el VDR es necesario

para mediar los efectos de la vitamina D en las células TNBC *°.

En otro estudio realizado en células de cancer cervicouterino CaSki **, donde
buscaron las acciones del colecalciferol contra el cancer cervicouterino
metastasico y trataron los cultivos celulares con 10 a 100 ng/mL de colecalciferol,

identificaron disminuciones estadisticamente significativas en el recuento celular
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y la viabilidad con tratamientos de la dosis alta (100 y 1,000 ng/mL). En cambio,
en células Hel a tratadas con colecalciferol a 1,250 UM en 48 horas, se identifico
citotoxicidad celular, en comparacion con células de cancer de colon tratadas a
dosis de 50 pM, donde la proliferacion celular se detuvo !. Debido a las
controversias en los resultados de distintos tipos de cancer con vitamina D, es

importante la investigacion sobre este tema.

Por lo tanto, los resultados de los estudios epidemioldgicos sobre la vitamina D
y el cancer de mama no permiten sacar una conclusién definitiva sobre la posible
correlacion entre la aparicion de cdncer de mamay la ingestion o falta de vitamina
D. Es probable que dependa de varios factores, principalmente el estado de la
menopausia. Ademas, un estudio de casos y controles debe estandarizarse para la
exposicion a la luz solar, ya que se espera que los “casos” estén menos expuestos
debido a que las enfermedades los obligan a reducir su actividad fisica y la

exposicion al aire libre.

En general, los efectos de la vitamina D en el cancer de mama dependen de su
receptor, pero la sefializacion de VDR es muy heterogénea e incompleta, tanto en
las glandulas mamarias normales como en los tumores de mama. Esto parece ser
especialmente importante porque algunas células son sensibles a la vitamina D y
otras pueden ser resistentes, dentro de un solo tumor. Ademas, la resistencia a la
vitamina D puede ocurrir durante la progresion del cancer debido a cambios

epigenéticos en el gen VDR o a la expresion de otros genes, incluido el CYP24A1
8

1.2 Cancer de mama y glucocorticoides

La dexametasona es un farmaco que pertenece al grupo de los glucocorticoides,
con funciones antiinflamatorias, antialérgicas e inmunosupresoras, que deriva del
cortisol o hidrocortisona; hormonas producidas por la corteza adrenal y que son

esenciales para la adaptacion al estrés fisico o emocional *°. La dexametasona, se



utiliza habitualmente en pacientes con tumores sélidos, como terapia adyuvante
para controlar el tumor y los sintomas relacionados con el tratamiento. Sin
embargo, algunos estudios han encontrado que el uso de esteroides en tumores
solidos se asocia con una reduccion de la supervivencia general del tumor y
progresion celular, efecto posiblemente debido a su actividad pro-apoptotica *©
17 Desde hace més de 10 afios, la dexametasona y otros glucocorticoides se usan
como tratamiento adyuvante para leucemias, linfomas y otras neoplasias que
involucran tejido de los ganglios linfaticos, dado su efecto en la induccion a

apoptosis en leucocitos *'.

De igual manera, se ha observado que en algunos tipos de cancer (incluyendo el
cancer de mama), la actividad aberrante del factor de transcripcion NF-kB esta
altamente involucrado en el desarrollo y la proliferacion del cancer,
principalmente por promover la activacion de genes que inducen el ciclo celular
18 por otro lado, la dexametasona tiene un efecto inhibidor sobre la activacion de
este factor de transcripcion, por lo que en estadios y dosis adecuadas este farmaco

pudiera ser utilizado como tratamiento adyuvante para el cancer de mama.

Contradictorio a esto, algunos otros estudios, proponen que los glucocorticoides
incluyendo la dexametasona, promueven el desarrollo de células tumorales, el
posible mecanismo de accién de esto es debido a que los niveles plasmaticos de
cortisol aumentan por el glucocorticoide durante la progresion del tumor
promoviendo la metéstasis °. Ademas el tratamiento con dexametasona activa

el GR, lo que pudiera provocar un aumento de la carga metastasica °.

Acciones farmacoldgicas de los glucocorticoides

Entre los principales efectos de los glucocorticoides estan los efectos anti-
inflamatorios, antialérgico e inmunosupresor %, que se deben a la inhibicion de
la producciodn y secrecion de citocinas proinflamatorias, como las interleucinas
(IL)-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, el factor de necrosis tumoral alfa
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(TNF-a), el interferon gamma (IFN-y) y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF), esto dado por la interferencia directa sobre
las cascadas y mecanismos genomicos 2°, También, debido a la acumulacion de
macrofagos y neutrofilos en el foco inflamatorio, puede reprimir la expresion de
las moléculas de adhesion endoteliales, la sintesis y liberacion de enzimas
lisosomales en las reacciones de fase aguda, desgranulacion y por respuesta de
los mastocitos a la IgE, su expansion clonal y la citotoxicidad espontanea

mediada por células T 120,

Por lo anteriormente mencionado, es que se vuelve relevante investigar si la
suplementacidn a diferentes concentraciones y tiempos de dexamentasona tiene
un efecto anti-proliferativo en las células de la linea celular de cancer de mama

T47-D y su posible efecto en la muerte celular.

1.3 Sefializacion de la vitamina D a través del receptor VDR

La 1,25 dihidroxivitamina D3 es un metabolito biolégicamente activo de la
vitamina D y una hormona endocrina que se une a sus receptores por union de
esteroides de respuesta rapida asociados a la membrana transmembranal
(MARRS) y de vitamina citosolica, el receptor VDR es parte de la superfamilia
de receptores nucleares de factores de transcripcion inducibles por ligandos ’.
Este complejo vitamina D-VDR a menudo se asocia con el receptor alfa del
retinoide X (RXRA), asistido por el coactivador del receptor de esteroides 1
(SRC-1) y juntos se unen a los elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE)
en los promotores de los genes regulan para activar o reprimir su transcripcion.
Los objetivos posteriores del VDR son genes del metabolismo mineral, incluida la
homeostasis del calcio y el fosfato entre otras vias metabdlicas, incluidas las

involucradas en la respuesta inmune y el cancer ’.

Por su parte, el receptor VDR media las acciones bioldgicas pleiotropicas de la
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1, 25 dihidroxivitamina Ds 8. Estas acciones incluyen el seguimiento de la
homeostasis mineral, que esta coordinada por el rifion, el intestino delgado, los
huesos y la glandula paratiroidea, donde el VDR regula transcripcionalmente la
expresion de los genes implicados en este proceso 8°. De tal modo que, el VDR
se expresa en varios tejidos, donde se incluyen no solo los implicados en la
homeostasis mineral, sino también la piel, asi como las células beta pancreéticas,
los tejidos reproductivos, la placenta y las células inmunitarias. Por lo tanto, la
expresion del VDR esta regulada a nivel transcripcional por varias hormonas,

incluida la PTH, el cido transretinoico (atRA) y por su ligando, 1, 25 (OH) D3®
9.

Debido a las funciones de los VDR, es que se les ha considerado como mediador
de los efectos de la vitamina D sobre la absorcion intestinal del calcio y el
mantenimiento del tejido 6seo, lo cual los lleva a ser clave en el desarrollo, el
metabolismo y la homeostasis del organismo 2'. Ademas, el VDR tiene un papel
importante en el control de procesos y funciones del sistema inmune, asi como
de la division celular, existiendo en la actualidad la propuesta de un efecto
protector antitumoral que va desde ejercer una accidon antiproliferativa,

antiangiogénica y antiinvasiva, en varios tipos de cancer 102,

Estudios preclinicos han demostrado que la sefializacién a través del receptor
VDR es biolégicamente activa e importante en varios tipos de cancer °. Los datos
epidemioldgicos han indicado que la sefializacion de la vitamina D puede ser
importante en la causa y el pronostico del cancer de mama, asi como también

puede ser un punto clave para la prevencion y el tratamiento de este cancer & °.

En general, la activacion del VDR en el cancer de mama puede resultar en la
inhibicion del ciclo celular, la muerte celular y la induccion de la diferenciacion
en las células de cancer de mama. De tal manera, que la muerte celular puede ser
ejecutada por apoptosis o autofagia, aunque estudios recientes han demostrado

que la autofagia puede ocurrir en las células luminales, pero no en las células
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basales de cancer de mama, debido a que algunos estudios evidencian que la
suplementacién con vitamina D aumentd la autofagia en las glandulas mamarias
de raton ’. Por tal motivo, cabe mencionar que se requieren mas estudios sobre la
suplementacién con vitamina D para determinar si estas observaciones pueden
traducirse en estrategias de prevencion o tratamiento adyuvante para el cancer de

mama.

Sefalizacion a través del VDR y cancer de mama

El receptor VDR es un receptor de tipo nuclear pero que mayormente se localiza
en el citoplasma, a su vez, dependiendo el tipo de cAncer de mama puede expresar
0 no otros receptores hormonales de tipo nuclear que promuevan la replicacién
de ADN vy la division celular estos son, los receptores de estrégenos y
progesterona. Algunas de las pacientes posmenopausicas con cancer de mama
suelen tener un tumor con receptores RE+ mientras que en mujeres
premenopausicas este receptor es menos expresado ©. Otro receptor que se puede
presentar es el HER2 que en aproximadamente el 20% de las pacientes con cancer
de mama, suele estar sobreexpresado, y al cual se le correlaciona con un mal

prondstico en cualquier estadio tumoral ©.

Por otro lado, Yuan y colaboradores, han informado que la leptina induce a la
desaparicion y la migracion de lalinea celular MCF-7 de cancer de mama mediante
la unién a su receptor ObR con el cual lleva a la activacion de varias vias de
sefializacion, como lo es la via PI-3K/AKkt, que estd asociada con el crecimiento
y la supervivencia celular; ademas de la via JAK/STATS3, que participa en la
transcripcion del gen del factor de crecimiento del endotelio vascular (vascular
endothelial growth factor, VEGF) favoreciendo la angiogénesis; por su parte la
via MAPK (mitogen-activated protein kinase), que lleva a la eliminacion celular
mediante la inactivacion del inhibidor del ciclo celular pRb, y finalmente la via PI-
3K/Rac, que estd implicada en la migracion celular y por consecuencia en la

progresion del cancer 822,
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En otro sentido, diversos experimentos in vitro evidencian que la accién de la
leptina estd mediada a través de diferentes vias de sefializacion; por un lado, actGa
induciendo la via de supervivencia P13K/Akt, activando la fosforilacion de Akt,
estimulando la expresion proteica de PKC-alfa, activando la via MAPK y
estimulando ERK1 y ERK2 . Ademas, activa la via STAT3 e induce la
regulacion positiva de c-myc a nivel de ARNm, asi como a nivel de proteina. Asi
mismo, regula el aumento de la expresion de los genes del ciclo celular (ciclina
D1) y reduce la expresion de p53 y la produccion de Bax 4. Esto permite sugerir
que la leptina promueve la angiogénesis en el cancer de mama a través de la
sefializacion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de esta
forma, se puede deducir que el efecto procarcinogénico de la leptina deriva de la
activacion de vias de sefializacion implicadas en el proceso de proliferacion

celular y una regulacion a la baja de la respuesta apoptotica 4.

Asimismo, se ha reportado la accion antiproliferativa de las células de cancer de
mama por parte de la adiponectina que esta mediada por una inactivacion de la
expresion de las proteinas 1y 3 en MAPK ERK1y ERK2, por una estimulacién
de la actividad de AMPK y una disminucién de la fosforilacion de Akt, asociado
a un aumento de la expresion de LKB1, reduciendo la actividad de mTOR que
lleva a una disminucion en la produccién de oxigeno 2 2. Por tal motivo, los
estudios sugieren que la adiponectina modula el ciclo celular de las células de
cancer de mama, disminuyendo la expresion de ciclina D1. Por otra parte, se ha
detectado que la adiponectina induce a la apoptosis en lineas celulares
suplementadas por un periodo superior a 48 horas. Finalmente, se sugiere que
existe una interaccion entre las vias de adiponectina y estrogeno, ya que es capaz

de reducir la aromatasa y la expresion del receptor de estrogenos 2.

1.4 ; Como afectan los glucocorticoides a la sefializacién del VDR?

Los glucocorticoides suelen presentar dos mecanismos de accion 2% uno

gendmico, caracterizado por una accion lenta, con una latencia del efecto por
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horas 0 meses lo cual se debe a proteinas que modifican la transcripcion genética
de receptores nucleares; y la accion no gendémica que va de un inicio y
persistencias rapidas debido a las moléculas diferentes y poco caracterizadas >,
Por tanto, los mecanismos genomicos estan regulados por el GR y de
mineralocorticoide (MR), cabe resaltar que estos tienen gran homologia
estructural, y diferente distribucion tisular y afinidad por las sustancias

farmacoldgicas 2°.

Los receptores GR Y MR se localizan en el citoplasma y se unen a secuencias
sobre el ADN ubicadas a unos 300 a 3,000 pares de bases 2. Tal union induce genes
como laanexina l, proteinas del complejo IkB, enzimas gluconeogénicas, factores
de transcripcion, chaperonas, moléculas de adaptacién, enzimas de sintesis de
surfactante, receptores, transportadores y canales ionicos, que pueden llevar a la
apertura de la cromatina y a la sintesis de mARN 2. Estos receptores a su vez
llevan a la represion de genes como el de propiomelanocortina, prolactina,
somatotrofina, osteocalcina, proteinas de ritmo circadiano y de control del ciclo
celular, a través de la unién a elementos de respuesta negativa al glucocorticoide
(nGRE), que llevan al empaquetado de la cromatina ?°, donde también
indirectamente reprimen genes proinflamatorios, como la ciclooxigenasa 2
(COX-2), 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y metaloproteasas **°. Por lo
cual, es importante mencionar que segun la concentracion del farmaco sera el
grado de activacion o represion de las enzimas antes mencionadas y por ende, el

efecto al 6rgano blanco.

Efectos colaterales de los glucocorticoides

Los glucocorticoides tienen varios efectos adversos que dependeran del tiempo
de uso y continuidad en la ministracion del farmaco, tales efectos pueden ir desde
una hiperglucemia, una disminucion de la tolerancia a la glucosa,
hiperinsulinemia con insulino-resistencia, y en ciertos casos, puede desencadenar

diabetes mellitus tipo 2 %°. En tratamientos prolongados, puede producir obesidad,



debido a que promueve directamente el crecimiento adiposo troncal *>%; por lo

tanto, pudiera ser desencadenante del sindrome metabdlico.

Los glucocorticoides también pueden presentar un efecto similar a la aldosterona,
donde tengan pérdida de K* y retengan Na* y agua > ?°, Este efecto aumenta la
eliminacion de H*, asi, a dosis elevadas pueden desencadenar alcalosis
hipokalémica. En tratamientos prolongados pueden aumentar el hematocrito y la
hemoglobinemia y en casos graves, pueden producir trastornos por
hiperviscosidad sanguinea 2°. También pueden presentar efectos sobre los
leucocitos, los efectos pueden resultar desde una sola dosis, si esta es elevada,
como por ejemplo: la neutrofilia se produciria por un aumento en la liberacion de
citoquinas en la médula 6sea y una disminucion de la salida tisular de histamina
por una menor expresion de moléculas de adhesion; la eosinopenia, por retencién
medular, y las linfopenias y monocitopenias, por redistribucion y apoptosis >,
El mecanismo de apoptosis que afecta a los linfocitos T, podria justificar su

posible uso antineoplasico en tumores de origen linfatico.

Otros efectos que se pudieran desencadenar por el uso de glucocorticoides son a
nivel 6seo, como hipocalcemiantes, debido a que disminuyen la absorcion
intestinal y la reabsorcion renal de calcio, teniendo un efecto antagonista de los
efectos del calcitriol 2°. A pesar de que pudieran todos tener el mismo efecto cada
uno tiene diferente latencia, potencia y duracién de accion, tal es el ejemplo en
las modificaciones quimicas en la halogenacion que lleva a que los
mineralocorticoides reduzcan su potencia y aumente la de los glucocorticoides,

lo cual lleva a la afinidad por sus receptores 1>20,
De acuerdo con el efecto terapéutico se clasifican como de accion

e Corta: cuando la duracién es entre 6 - 12 horas, como la hidrocortisona.
e Intermedia; la duraciébn es entre 12-
36 horas, por ejemplo: prednisolona,

metilprednisolona, triamcinolona y deflazacort.
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e Prolongada: la duracion es entre 36-72 horas, como la dexametasona y
betametasona.

Farmacocinética de los glucocorticoides

Los glucocorticoides suelen ser activos por cualquier via de ministracion 6. La
farmacocinética depende de la via y del éster empleado °2°. Por ejemplo, los
tiempos a la concentracién maxima por via oral se alcanzan alrededor de los 90

minutos, por via intramuscular o intravenosa, los

ésteres solubles como el fosfato se hidrolizan mediante esterasas tisulares o
plasmaticas, liberando al esteroide con un tiempo de 10 minutos %. En
circulacion, se unen a las proteinas plasmaticas en un 75-80% a la globulina
fijadora de corticoesteroides (CBG), a la aloimina un 10-15% vy a los eritrocitos
un 5% 2°. Los glucocorticoides se pueden distribuir ampliamente y pasar la
barrera hematoencefélica y la placenta, algunos pudieran ser excretados
mayormente por metabolismo hepatico, leche materna y menormente por
excrecion urinaria ?°, a excepcion de la dexametasona que se excreta

mayormente por orina.

Los farmacos glucocorticoides adyuvantes como la dexametasona se utilizan
habitualmente durante el tratamiento del cancer para mitigar los efectos
indeseables de la quimioterapia, como las nauseas y la fatiga, y para estimular el
apetito. Sin embargo, los estudios han revelado que los GC pueden promover la
progresion del cancer; no obstante, la literatura sigue siendo contradictoria y no
esta claro como los glucocorticoides promueven o inhiben la progresion tumoral

en diferentes tipos de cancer y por diferentes mecanismos *°.

Por otro lado, el GR media los efectos de las hormonas del estrés y de los
derivados sintéticos de estas hormonas que se usan ampliamente en la clinica
como agentes antiinflamatorios e inmunosupresores. Durante el cancer de mama,
las hormonas del estrés se aumentan, dando como resultado la activacion del GR

en sitios metastasicos distantes, una mayor colonizacion de células cancerigenas 'y
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una supervivencia celular reducida '”. Por lo tanto, los datos sobre el efecto de los
glucocorticoides sobre el cancer de mama no son del todo claros.

1.5 ¢ Como afectan los glucocorticoides y la vitamina D a la muerte celular?

La muerte celular es necesaria para el ciclo vital de la célula, su regulacion
permite mantener la homeostasis del organismo multicelular ?°. Esta muerte
celular puede ser accidental o programada, iniciada y ejecutada; el inicio y la

ejecucion de la muerte celular pueden clasificarse en:

Apoptosis: como el proceso programado de muerte celular que da lugar a la
eliminacién de células innecesarias; para eliminar células dafiadas irreversibles,

ademas tiene un rol importante en la

prevencion del cancer debido a que, si por alguna razon se evita o limita a la
apoptosis, puede dar lugar a una division celular descontrolada por consiguiente

el crecimiento del tumor 2627,

Necrosis: es la muerte celular accidental, local o focal, no apoptética producida
por alguna enfermedad donde se produce muerte celular como el cancer. En este
proceso se lleva a cabo la ruptura de la membrana citoplasmatica y por
consiguiente la salida del material intracelular lo cual desencadena un proceso

inflamatorio Z’.

Muerte celular autofagica (autofagia): por su parte la autofagia es el mecanismo
de reparacion celular para mantener la membrana celular y organelos, permite los
procesos de desarrollo y diferenciacion de tejidos a través de un proceso de
supervivencia celular donde degrada moléculas o partes celulares dafiadas para

preservar el resto 28,

De modo que, los glucocorticoides pueden inducir a la muerte celular programada

de eosinofilos y linfocitos T, mediante la fragmentacion del ADN por
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endonucleasas 2°. Estudios celulares y moleculares en lineas celulares linfoides
han destacado que el receptor intracelular de glucocorticoides media el efecto de
muerte celular como fue el caso del estudio realizado en roedores y la medicién
del efecto de los glucocorticoides sobre el timo; los resultados mostraron que el
uso de glucocorticoides provoco la involucion del timo, misma que fue asociada
al esteroide sobre los linfocitos del timo . La dexametasona, se utiliza
habitualmente en pacientes con tumores solidos, como terapia adyuvante para
controlar el tumor y los sintomas relacionados con el tratamiento. Sin embargo,
algunos estudios han encontrado que el uso de esteroides en tumores sélidos se
asocia con una reduccion de la supervivencia general del tumor y progresion

celular, efecto posiblemente debido a su actividad pro-apoptdtica 3032,

Desde hace mas de 10 afios, la dexametasona y otros glucocorticoides se usan
como tratamiento adyuvante para leucemias, linfomas y otras neoplasias que
involucran tejido de los ganglios linfaticos, dada su capacidad para inducir
apoptosis en leucocitos . De igual manera se ha observado que en algunos tipos
de cancer, incluyendo el cancer de mama, la dexametasona presenta un efecto

inhibidor la activacion de la proliferacion celular, por lo cual segun el estadio

del cancer y a dosis adecuadas este farmaco pudiera utilizarse como opcion de

tratamiento adyuvante.

Algunos otros estudios, han propuesto que los glucocorticoides incluyendo la
dexametasona, promueven el desarrollo de células tumorales, el posible
mecanismo de accidn de esto es debido a que los niveles plasmaticos de cortisol
aumentan por el glucocorticoide durante la progresion del tumor promoviendo la

metastasis *°.

En su caso la vitamina D, en diferentes tipos de cancer ha tenido efectos
proapoptoticos segun la dosis empleada, en algunos casos la vitamina D ha
regulado el ciclo celular teniendo un arresto celular de la fase G1 a la fase S del

ciclo celular 2%, a través del efecto sobre ciclina D1, y los inhibidores de ciclinas
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p21, p27 . Los efectos anti proliferativos se asocian a la expresion se su receptor
VDR, aungue no siempre, puesto que los antecedentes tambiéen refieren que la
expresion del VDR disminuye gradualmente con el avance de la enfermedad
tumoral y esto a su vez se asocia a la existencia de polimorfismos del VDR y su

riesgo de cancer %,

Por tanto, los efectos de la vitamina D dependen de la expresion y activacion de
su receptor, pero la sefializacién de VDR es muy heterogénea entre las glandulas
mamarias normales y las células tumorales; como la resistencia celular a la
vitamina D, los cambios epigenéticos en el gen VDR, expresion de otros genes
como el CYP24A1°,

Por lo anteriormente mencionado, es que se vuelve relevante investigar si la
suplementacion a diferentes concentraciones y tiempos de vitamina D y
dexamentasona (solas y combinadas) tiene un efecto anti-proliferativo en las
células de la linea celular de cancer de mama T47D y su efecto en la muerte

celular.
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2. Planteamiento del problema

El cancer de mama se origina en las células del revestimiento epitelial, con mayor
frecuencia en los conductos del tejido glandular de las mamas. Al inicio, el tumor
canceroso esta in situ, donde suele no presentar sintomas y en este lugar tiene un
minimo potencial de diseminacion. A medida que pasa el tiempo, este cancer in
situ puede progresar e invadir el tejido mamario circundante, y a continuacion,

propagarse a los ganglios linfaticos cercanos u a otros érganos del organismo 2.

El tratamiento del cdncer de mama puede ser muy eficaz, siempre y cuando la
enfermedad se detecta en etapas tempranas. Por lo regular, el tratamiento consiste
en una combinacion de extirpacion quirurgica, radioterapia, terapia hormonal,
quimioterapia e inmunoterapia. Por consiguiente, la combinacion de tratamientos

puede ser efectiva para la disminucion en la tasa de progresion de la enfermedad.

Cabe resaltar que debido a la heterogeneidad del cancer de mama los tratamientos
no logran ser efectivos, es por ello, que surge la inquietud de indagar sobre los
mecanismos moleculares que indicen el desarrollo del cancer de mama para poder
proponer nuevos tratamientos o tratamientos adyuvantes, esto ademas sustentado
con datos estadisticos que evidencian los casos de diagndstico del cancer de
mama en mujeres a nivel mundial con cifras de 2.3 millones de casos y con un
registro de 670,000 defunciones en el afio 2022, lo cual lo lleva a ser un problema
de salud pablica. que, en conjunto con un diagndstico poco oportuno, las mujeres
no logran tener un tratamiento adecuado llevandolas a complicaciones y a la

muerte.

En algunas pacientes se ha incluido al tratamiento la suplementacion de vitamina
D, que mediante la activacion del receptor VDR ha demostrado detener la
proliferacion de las células del cancer de mama 6. Aunado a ello, el uso de
dexametasona como analgesico y adyuvante que promueve la disminucion de los
sintomas colaterales de las quimioterapias, como nausea y vomito, ademas de que

se usa como tratamiento para canceres no sélidos como son las leucemias. Pero
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el mecanismo por el cual estos farmacos ejercen su posible accion antitumoral no

es aun del todo claro.

Algunos resultados reportados indican que la dexametasona pudiera estar
aumentando la expresion del VDR, y que a través de este se detiene la
proliferacion celular, induciendo la apoptosis, mientras que en otros estudios se
reporta que el uso de la dexametasona por un largo tiempo aumenta la metéstasis
del cAncer de mama. Dichos reportes necesitan de mas estudios para esclarecer el
mecanismo de accion que ambos farmacos pudieran estar activando para inhibir o

aumentar la proliferacion y muerte celular en el cancer de mama.

Es por ello, que en la presente investigacion se pretendid evaluar los cambios en
la expresion del receptor VDR en la linea celular T47-D suplementada con
vitamina D, dexametasona y la combinacion de ambos, plantedndose la siguiente

pregunta de investigacion:

¢ Cudles son los cambios en la expresion del receptor VDR en células de
cancer de mama estimuladas con dexametasona y vitamina D y su efecto en

el ciclo celular, en la viabilidad y muerte celular?
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3. Justificacion

El cancer de mama es la principal causa de mortalidad en las mujeres. La mayoria
de los casos presentes y de la mortalidad por cancer de mama se registran en
paises de ingresos medianos y bajos, debido a la falta de recurso para la atencién

a esta enfermedad *.

Entre los afios de 1930 y 1970, la mortalidad por cancer de mama no tuvo grandes
cambios, las mejoras en la supervivencia se notaron en los afios 1980
principalmente en paises que contaban con programas de deteccion precoz y que
combinaban con diferentes tipos de terapias para contener la enfermedad
invasiva® 2. Durante los afios de 1980 y 2020, en los paises de altos ingresos se
redujo la mortalidad en un 40%, dentro de los paises que han tenido éxito en la
reduccion de lamortalidad por cancer de mama han logrado reducirla anualmente
de 2% al 4%. Si se consiguiera reducir la mortalidad mundial de cancer de mama,
tendria que conseguirse un 2.5% anual, entre el 2020 y 2040 de este modo se

evitarian 2.5 millones de muertes por cancer de mama en el mundo 2.

Mientras tanto, durante el 2022 2, en todo el mundo se diagnosticd cancer de mama
a 2.3 millones de mujeres, y se presentaron 685,000 fallecimientos. A finales del
mismo afio, 7.8 millones de mujeres a las que se les habia diagnosticado cancer
de mama en los anteriores cinco afios continuaban con vida, lo que hace que este
cancer sea el de mayor prevalencia en el mundo. Ademas, el cancer de mama
ataca a mujeres de cualquier edad después de la pubertad y las tasas aumentan en

su vida adulta aproximadamente a partir de los 40 afios.

En México, la tasa de defunciones por esta causa aumentd durante la dltima
década, pasando de 6.18 defunciones por cada 10,000 personas en 2010 a 7.17
personas en 2022. Los estados que presentaron las tasas mas altas de defunciones
por tumores malignos fueron: Ciudad de México, seguido de Sonora, Chihuahua,
Morelos, Veracruz y Colima, teniendo tasas de 9.7 a 7.8 defunciones por cada
10,000 habitantes. En cambio, los estados con las tasas mas bajas fueron:

Quintana Roo, seguido de Guerrero, Querétaro, Yucatan, Durango, Guanajuato,
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Tlaxcala, Tabasco, México, Puebla y Aguascalientes, con tasas de hasta 4.5 a 6.4
defunciones por cada 10,000 habitantes 2.

La presencia del cancer de mama incrementa con la edad, debido a los factores
de riesgo que se van acumulando al pasar de los afios y que ademas se combinan
con la pérdida de eficacia de los mecanismos de reparacion celular 1. Aun si existe
tratamiento funcional, siempre sera mejor prevenir y buscar el uso de
suplementos o farmacos que puedan prevenir el uso de tratamientos costosos y el

dafio psicoemocional de las pacientes.

En la actualidad la OMS se plante6 un objetivo de iniciativa mundial contra el
cancer de mama ! donde pretende reducir en un 2.5% anual la mortalidad mundial
de cancer de mama, con lo cual se espera que entre 2020 y 2040 se eviten 2.5
millones de muertes a nivel mundial. Pretendiéndose que para el 2030 se logré este
objetivo y se evite el 25% de las muertes por cancer de mama entre las mujeres
menores de 70 afios, mientras que para 2040 esa cifra seria del 40%. Este objetivo
se pretende alcanzar a través de tres pilares: la promocion de la salud para una
deteccion precoz; el diagnostico oportuno; y la gestion integral del cancer de

mama L.

Por lo tanto, el cancer de mama toma importancia por la incidencia, prevalencia
y mortalidad en el mundo, ya que una de cada 12 mujeres enfermara de cancer
de mama a lo largo de su vida. M&s aun si el diagndstico no se hace
oportunamente, por ello, es importante atender la promocion y prevencion en
salud en todas las poblaciones, que lleven a una educacién adecuada sobre la
exploracion mamaria y a la realizacion de la mastografia, asi como a una
alimentacion saludable. De modo que, es de interés determinar si la
suplementacién con vitamina D, dexametasona y la combinacion de estas
presenta propiedades similares a las antes mencionadas dependientes de la
expresion del VDR y que estos compuestos puedan utilizarse como adyuvantes

en el tratamiento combinado del cancer de mama.
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4. Hipotesis

Ha: La suplementacion con vitamina D y dexametasona aumenta la expresion
del receptor VDR detiene el ciclo celular, disminuye la viabilidad celular y

aumenta la muerte celular.

Ho: La suplementacién con vitamina D y dexametasona disminuye la
expresion del receptor VDR, no se detiene el ciclo celular, aumenta la

viabilidad celular y disminuye la muerte celular.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Evaluar los cambios en la expresion del receptor VDR de la linea celular de cancer
de mama T47- D suplementada con vitamina D y dexametasona, y su efecto en

el ciclo celular, viabilidad y muerte celular.

5.2 Objetivos especificos
En la linea celular de cdncer de mama T47-D antes y después de la

suplementacién con vitamina D, dexametasona y la combinacion:

e Determinar la expresion del receptor de VDR, por medio de la citometria de flujo.

e Determinar la viabilidad celular, por medio de espectrofotometria con el
ensayo de cristal violeta.

e Identificar los cambios en el ciclo celular, mediante la deteccion de la
incorporacion de ioduro de propidio por medio de la técnica de citometria
de flujo.

e Analizar la muerte celular por apoptosis, mediante el método de anexina
V, por medio de la técnica de citometria de flujo.

e Determinar la expresion de la proteina caspasa 3 activa efectora
intrinsecamente de la apoptosis, por medio de la técnica de western blot.

e ldentificar si existe correlacion entre los cambios en la expresion del
receptor del grupo suplementado con vitamina D, el grupo suplementado
con la dexametasona y el grupo suplementado con la combinacion en
relacion con la viabilidad y muerte celular, a traves del coeficiente de

correlacion.
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6. Disefio metodoldgico

6.1 Disefno del estudio

El tipo de estudio es experimental, prospectivo, longitudinal y comparativo.

6.2 Universo y muestra

Universo: células de cancer de mama de la linea celular T47-D.
Tamario de la muestra: cultivos de 5 X10° células por muestra, por triplicado,

con base a cada condicion experimental.

e Grupo control: células sin tratamiento.

e Grupo 1: células suplementadas con vitamina D a 10 uM, 40 uM, 100 UM por 24,
48y

72 horas.

e Grupo 2: células suplementadas con dexametasona 5 uM, 10 uM, 40 uM
por 24, 48 'y 72 horas.

e Grupo 3: combinacion vitamina D 100 uM y dexametasona 40 uM a 24, 48 'y 72
horas.

6.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion: Cultivos con un porcentaje de viabilidad igual o mayor al 80% y

libres de contaminantes.

Criterios de exclusién: Cultivos de células contaminadas. Cultivos de células

con un porcentaje de viabilidad <80%.

Criterios de eliminacion: muestras que durante el experimento no fueron viables
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por alguna razon. Células contaminadas durante el experimento.

6.4 Variables
L _ Anélisis
) Definicion L _ Tipode Escal .
Variable Definicion operativa ) Estadistico
conceptual variable ade
S
medic
ion
Siembray cultivo de
la linea celular en
cajas de Petri, 5 X10°
_ células por muestra,
Proceso mediante o
) por triplicado, en
el que se cultivan ) ]
o ) Medio de cultivo o
Condiciones | células . Cuantitativa
] o modificado de ] )
de cultivo individuales en discreta NUmer
o Dulbecco (DMEM), )
celular condiciones . Independiente | ode
adicionado con suero .
T47-D controladas fuera ] celulas
_ fetal bovino (FBS) al
de un organismo )
_ 10%, L-glutaminay
Vivo. o
antibioticos, durante
24,48y 72 hrs a,
37°C, 5% COg, in
vitro.
Con vitamina D a 10
o MM, 40 UM, 100 uM
Suplementaci | Adicion de o
] ) por 24, 48 y 72 horas. | Cuantitativ a 10 pM, 40
on con calciferol, )
L Con dexametasona 5 | discreta puM, 100
vitamina D, dexametasona a ) UM
) UM, 10 uM, 40 uM Independie
dexametasona | los cultivos 5 uM, 10
por 24, 48 y 72 horas. | nte '
yla celulares UM,
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combinacion

Combinacién de

40 uM
ambas: las
concentraciones y
tiempos de
suplementacion se
determinaradn una vez
que se tengan los
resultados de grupo 1
y 2 para determinar las
condiciones  dptimas
de  suplementacién
combinada.
Deteccion de la
expresion de proteinas
implicada en las
funciones de
By ANOVA
expresion de VDR en )
. ) ) o de dos vias
Expresion de las células cultivadas, | Cuantitativ
. ] ) IMF, factor
Expresion proteina VDR determinada por a )
. ) ) porcentaje de | Post hoc
Receptor , en las célulasen | medio de continua ] )
] ] ) ] celulas Bonferroni
VDR cultivo T47-D. densitometria de las Dependient -
) positivas para
bandas de proteina e
) comparar
obtenidas por western ]
medias
blot.
Proceso mediante | Analisis del ciclo Cuantitativ | Cantidadde | ANOVA
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] el cual el material | celular a través del a ADN por de dos
Ciclo celular . ] ) ) )
geneético de la método con yoduro de | continua intensidad factores,
celula se duplicay | propidio: Fases GO/ Dependient | media de error
distribuye en G1 (células que no e fluorescencia | estandar
formas iguales en | entran en el ciclo
células nuevas. celular), Sintesis,
G2/Mitosis (células
que entren en ciclo
celular), en citometria
de flujo
ANOVA
Anélisis por western o de dos vias
) Cuantitativ
blot determinada por factor
) a Peso
_ Muerte celular medio de ) Post hoc
Apoptosis ) ] continua molecular 37 )
programada. densitometria de las ] Bonferroni
] Dependient | kDa
bandas de proteina para
e
Caspasa 3 comparar
medias
o o ANOVA
Analisis por la técnica .
) ) ) o de dos vias
Cantidad de de cristal violeta de la | Cuantitativ ;
actor
o células sanas en viabilidad celular a Porcentaje de
Viabilidad » ] ] ] Post hoc
una poblacion, determinada por Continua la densidad )
celular _ ) _ ) o Bonferroni
sirve como medio de ladensidad | dependient | Gptica 570 nm
. - . para
control de calidad. | Optica a traves del e
) comparar
espectrofotémetro )
medias
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6.5 Procedimiento

El proyecto de investigacion se realizé en el Laboratorio de Neuroquimica de la
Facultad de Medicina, bajo la direccion de la Dra. Iraz( Contreras Garcia, en el

periodo de agosto 2021- julio 2024.

Cultivo celular y suplementacion

La linea T47-D se compone de celulas epiteliales aisladas de un derrame pleural
obtenido de una paciente femenina de 54 afios diagnosticada con carcinoma
ductal infiltrante de mama®. El cultivo celular de la linea T47-D (ATCC N°HTB-
133), se realiz6 en cajas de Petri para células adherentes a condiciones estériles.
Las células se descongelaron, y se sembraron en cajas de cultivo a una densidad
de 10,000 células/cm?, posteriormente se mantuvieron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (12491015, Thermo Fisher)
suplementado al 10% de suero fetal bovino (FBS) (Sigma-Aldrich, F2442) y 1%
de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4458). Se llevaron a incubacion
de 37°C en un ambiente himedo y con un 5% de CO-. El medio se cambi6 dos
veces por semana, y cuando las células llegaron a un 80-90% de confluencia, se
lavaron con PBS, se les afiadi6 tripsina 0.25% EDTA 0.2% (Sigma-Aldrich,
T4174) para levantar la suspension celular, y posteriormente sembradas con el
medio ya mencionado en placas de cultivo celular y sembradas a la densidad
adecuada para cada ensayo, donde fueron tratadas con vitamina D (C9756-1G,
sigma-aldrich), a concentraciones de 10 uM, 40 uM y 100 uM, disuelta en etanol
puro 10 mL, asi como dexametasona (solucién inyectable 8mg/2 mL, Pisa) a
concentraciones de 5 uM, 10 uM, 40 uM, disuelto en PBS al 1% 1 mL, durante
24,48y 72 horas.

Todos los procesos relacionados con el cultivo celular y tratamientos
farmacoldgicos se llevaron a cabo dentro de la cabina de bioseguridad
LABCONCO®.
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Tincién intracelular para el receptor VDR por citometria de flujo

La capacidad de tefiir y detectar moléculas intracelulares permite la identificacion
de subgrupos de células distintos, asi como una mayor caracterizacion de las

poblaciones celulares 3.

Material

Formaldehido 1 % (1 mL formaldehido en 10 mL de PBS 1X)

Saponina 0.1 % (10 mg saponina en polvo, disuelta en 10 mL de PBS 1X)
Tripsina/EDTA (tripsina 0.25% EDTA 0.2%)

Anticuerpo primario (anti-vitamin D receptor antibody (ab3508), abcam)
dilucion 1 en 100 de BSA 1% Aaticuerpo secundario (Alexa Fluor® 488,
Biolegend) dilucién 1:100 en BSA 1%.

BSA 1 % (diluido en TBS 1X-tween) PBS 1X

Método

Se cultivaron 1 x 10° de células T-47D, en placas de 6 pozos con los estimulos a
las concentraciones y tiempos descritos antes, posteriormente se despegaron de
la placa con 300 puL de Tripsina/EDTA (tripsina 0.25% EDTA 0.2%), se
mantuvieron en frio 4°C, se colocaron en tubos para citometria con 500 pl de
PBS 1X para posteriormente se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos. De
esta manera se realizaron dos lavados mas. Luego, se agregaron 100 pL de
formaldehido 1% a cada muestra y se conservaron durante 30 minutos en frio
4°C. A continuacién, se realizaron tres lavados con 500 yL de PBS 1X para

centrifugar a 3,000 rpm durante 5 minutos.

Enseguida, se agregaron 100 pL de saponina al 0.1% a cada muestra y se

incubaron por 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiempo
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se realizaron tres lavados con 500 pL de PBS 1X'y se centrifugaron a 3,000 rpm
durante 5 minutos. Después se coloco el anticuerpo primario (Anti-Vitamin D
Receptor antibody (ab3508), abcam) dilucion 1:100 de BSA 1% a cada muestra 'y
se incubaron por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente se realizaron tres lavados con
500 pL de PBS 1X vy se centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos. Una vez
terminados los lavados se agregd el anticuerpo secundario (Alexa Fluor® 488,
Biolegend) dilucién 1:100 enBSA 1%, se incubo por otros 30 minutos en frio 4
°C.

Trascurrido el tiempo se realizaron tres lavados con 500 puL de PBS 1X y se
centrifugaron a 3,000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, se resuspendio la
muestra con 300 uL de PBS 1X y se procedié a dar lectura en el citbmetro de
flujo (Accuri C6 BD Biosciences) a través del software versién 1.0.264.21.

tomando 10,000 eventos celulares 3, posteriormente fueron analizados.

Viabilidad celular

Se realizd con el método de cristal violeta, para detectar la adherencia celular
mantenida en el cristal violeta que se une a proteinas y ADN. Mientras tanto, las
células que mueren pierden su adherencia, reduciendo la cantidad de tincion
absorbida en la placa donde se cultivan. Este método de deteccién es répido y
confiable para evaluar la viabilidad celular, supervivencia e inhibicion del

crecimiento celular 2.

Materiales:
Linea celular de cancer de mama T47-D

Medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (12491015,
Thermo Fisher) suplementado al 10% de suero fetal bovino (FBS) (Sigma-
Aldrich, F2442) y 1% de penicilina- estreptomicina (Sigma-Aldrich, P4458).

Solucidn de tincidn cristal violeta 0.5% (se disuelven 0.5 g de polvo de cristal



violeta sigma- aldrich, en 80 mL de agua destilada y 20 mL de metanol).

Metanol absoluto

Procedimiento:

Las células fueron cultivadas (por triplicado) a 2 x10* en una placa de 96 pozos.
A tres pozos se les agregd solo medio sin células. EI volumen del cultivo fue de
200 pL/pozo. Se incubaron las células durante 24, 48, 72 horas a 37°C con los
tratamientos indicados anteriormente. A los pozos que fueron tratados con
farmacos, se les retird el medio y se les coloco nuevo medio complementado con
la concentracién del farmaco a utilizar. Se realiz6 por triplicado para cada

condicion. A continuacion, se incubaron durante el tiempo deseado.

Se retird el medio y se lavaron las células dos veces con agua destilada, o bien del
grifo. Enseguida se inclind la placa para evitar que el chorro de agua cayera
directamente. Después de que los pozos se llenaron de agua se retird
inmediatamente y se coloc hacia abajo sobre un papel filtro. Se afiadieron 50 pL
de solucion de tincion de cristal violeta al 0.5 % a cada pocillo y se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente sobre un balancin a una frecuencia de

20 oscilaciones por minuto.

Posteriormente se lavo la placa como en el paso tres, para retirar el resto de la
solucién de cristal violeta, y se dejé invertida sobre un papel filtro para que seque
(se puede dejar hasta 24 horas).

Posterior a ello, se agregaron 200 pL de metanol a cada pocillo, se incubo la placa
con la tapa puesta a temperatura ambiente durante 20 minutos sobre un balancin a
20 oscilaciones por minuto. Se midié la densidad dptica en el lector de placas a
570 nm en un espectrofotdmetro (Stat fax® 4200 Awareness Technology). Se
resto la densidad dptica media de cada pocillo que contiene solo medio, a cada

pocillo de la placa. Se establecid la densidad éptica promedio de las células no

42



estimuladas al 100 %. Luego se determind el porcentaje de células estimuladas
que fueron viables (adheridas) comparando los valores promedio de la densidad
Optica de células estimuladas contra las células no estimuladas. Por Gltimo, se
procedio a calcular la media y desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes realizados por triplicado cada uno el andlisis estadistico se realizé

en el programa Grand Prisma version 8.0.

Andlisis de ciclo celular

El ioduro de propidio (PI) se une al &cido nucleico de la célula, siendo la
intensidad de fluorescencia emitida por este directamente proporcional a la
cantidad de acidos nucleicos (ADN). Por lo tanto, esta cantidad de fluorescencia
seré diferente en cada fase del ciclo celular. En la fase G2 y en la mitosis la célula
presentara el doble de material genético, a diferencia a la fase G0-G1, siendo la
cantidad de ADN intermedia en la fase de sintesis. este método permite
identificar en qué fase del ciclo se encuentran las células, antes y después del

estimulo con los farmacos 6.

Materiales:
Etanol al 70% a -20°C RNAsa 10 mg/mL en PBS
Yoduro de propidio 0.05% disuelto en agua destilada PBS 1X

Método

Se recolectaron 1 X10° de células aproximadamente en 1 mL de medio de cultivo,
para después centrifugar a 3,200 rpm durante 5 minutos. Una vez centrifugado se
resuspendieron en 500 pL de etanol al 70 % a -20°C, pipeteando suavemente. En
este punto se pueden conservar las células a

-20°C durante tiempo indefinido.

Enseguida, las muestras que se conservaron en etanol se llevaron a agitacion

durante 2 minutos, después se centrifugaron a 3,200 rpm/5 minutos. Se lavaron 2
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veces con 500 pL PBS 1X, se centrifugaron a 3,200 rpm/5 minutos,
posteriormente se les retird el sobrenadante y se resuspendieron en 250 pL de
PBS 1X. Finalmente se afiadi6 0.1 mg/mL de RNasa (tipo A)
(Roche,10109142001) a una concentraciéon final de 100 pg/mL y Pl a 0.003%.
Se llevaron a incubacion durante 30 minutos a 37 °C, se agitaron de vez en

cuando, y enseguida se leyeron en el citometro de flujo

Muerte celular por Anexina V FITC

La anexina V tiene una fuerte afinidad Ca?* dependiente por los residuos de
fosfotidilserina (PS) lo que le permite ser utilizada como una prueba para la
deteccidn de la apoptosis, que al conjugar se la anexina V' con un fluorocromo
puede identificar las células apoptdticas una vez que esta se ha unido a los
residuos de PS expuestos en su superficie celular. Ademas, puede utilizarse
combinada con otros fluorocromos para diferenciar entre poblaciones apoptoticas
y no apoptoticas (necrosis). Este Kit utiliza la anexina V conjugada con colorante
de viabilidad para etiquetar la PS, un marcador temprano de la apoptosis en la
membrana extracelular. En la apoptosis en fase tardia, a medida que se pierde la
integridad celular, tanto la anexina VV como el colorante de viabilidad atraviesan

y se unen la PS en el interior de la membrana plasmatica.

Material

Agua destilada
PBS 1X
Buffer de adhesion 4 X (dilucion 1:4) loduro de propidio (20 pg/ mL)

Rh Anexin V-FITC (5 pL)

Citometro de flujo Centrifuga

Método
Se cultivaron 2 x 10° de células T-47D, en placas de 6 pozos con los estimulos a



las concentraciones y tiempos descritos antes, posteriormente se despegaron de la
placa con 300 pL de tripsina/EDTA (tripsina 0.25% EDTA 0.2%), se mantuvieron
en frio 4°C, se colocaron en tubos para citometria con 200 pL de PBS 1X para
centrifugarse a 3,000 rpm durante 5 minutos. De esta manera se realizan dos
lavados mas. Luego, se agregaron 200 pL de buffer 4Xy 5 pL de Anexin V FITC
(eBioscience, 88-8008-74) se incubaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Posterior a ello, se realizaron tres lavados con PBS 1X como anterior
mente se describio.

Enseguida se tifieron con ioduro de propidio del mismo kit colocando 200 pL de
buffer 4X y se agregaron 10 L de IP, a continuacién, se llevaron al andlisis por

citometria de flujo.

Analisis de expresion de proteinas por el método de western blot

El western blot es una técnica analitica de laboratorio utilizada para detectar
proteinas especificas en muestras de sangre, tejidos, células, entre otras. El
método utiliza electroforesis en gel para separar las proteinas de la muestra, estas

se transfieren del gel a la superficie de la membrana ?’.

Materiales
Buffer de lisis
Tripsina-EDTA (tripsina 0.25% EDTA 0.2%)

Solucién Bradford (Sigma-Aldrich, B6916)

Estandares de BSA

Procedimiento
Se sembraron 10 X 10° células y se trataron con los farmacos, segdn lo descrito

en la seccion pasada. Una vez finalizado el tiempo de tratamiento celular, se

realizd la extraccion total de proteinas a partir de los cultivos celulares.



La extraccion de proteinas totales se llevé a cabo utilizado 60 pL de buffer de lisis
(0.5 M de Tris- HCL, pH 6.8, 50 mM de EGTA pH 7.9, 0.2 M de EDTA pH 8.0,
0.1 % de mecaptoetanol y 1% de IGEPAL, y inhibidores de proteasas; 5mg/mL
leucopeptina, 10mg/mL aproptinina, 10mg/mL PMSF, 100mM NasVOas y 500
mM NaF, todos los reactivos de la marca Sigma-Aldrich). Se utilizo tripsina-
EDTA (Sigma-Aldrich, T3924) para despegar las células adheridas a la placa de
cultivo y posteriormente se recuperaron. Las muestras se incubaron en hielo
durante 45 min, agitando en voértex cada 15 min. Una vez finalizados los 45 min,
se centrifugaron a 13,000 rpm durante 25 min, a 4 °C. Al final, se recupero el

sobrenadante.

Se empled el método de Bradford (Sigma-Aldrich, B9616) para la cuantificacién
de las proteinas. Para la curva estandar, se utilizé albumina bovina (BSA Sigma-
Aldrich, A9085) (2 mg/mL) en concentraciones: 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.2
mg/mL. En una placa de 96 pozos, se agregaron 5 uL de los estandares de
albumina por duplicado, dejando los dos primeros pozos como blanco. Se agrego
1 puL de muestra por duplicado y se utilizo el buffer de lisis como blanco.
Finalmente, se agregaron 200 L de mezcla Bradford. La absorbancia fue leida a
590 nm en un espectrofotometro. Una vez que se obtuvieron los resultados de
concentracion de proteina de cada muestra, se ajustaron a una concentracion de
proteinas de 4 pg/uL. Se agregd buffer de carga para completar un volumen de
100 pL. Las muestras se calentaron durante 5 minutos a 95 °C y se congelaron

hasta su uso.

Western blot
Se realizaron ensayos de western blot para determinar la expresién de la proteina
caspasa 3 activa implicada en la apoptosis celular. EI western blot es una técnica

utilizada para detectar una proteina especifica en una muestra de lisado celular.

Materiales
Acrilamida, bis acrilamida 30%/2.67%
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Buffer de corrida

Céamara de electroforesis semiseca
Membrana de PVDF

Metanol absoluto

Buffer de transferencia

Céamara de transferencia

TBS 20X
Diaminobencidina
PBS 1X

Peroxido de hidrogeno

Procedimiento

El primer paso del proceso implica la separacion de 60 pg de lisado de proteinas
totales en gel de poliacrilamida al 15% por electroforesis en buffer de corrida
(tris (3g/L), glicina (14.4 g/L) y 10% de SDS), a un voltaje constante de 100 V.
Una vez separadas las proteinas, se transfirieron a una membrana de transferencia
de fluoruro de polivinilideno (PVDF, GE10600057), usando la transferencia
semiseca a 25 V durante 35 minutos usando buffer de transferencia (tris 3g/L,
glicina 14.4 g/L y metanol al 20% todos de Sigma-Aldrich). Una vez completada
la transferencia, se enjuagd la membrana con buffer de lavado adicionado con
Tween-20 (Sigma-Aldrich, P9416) (TBS-Tween) al 0.1%. Las membranas fueron
bloqueadas con BSA 5%, disuelta en TBS-Tween (5/100 mL de TBS-T), por una

hora, en agitacién suave.

Posteriormente, la membrana fue incubada con un anticuerpo primario especifico
contra la proteina de interés caspasa 3 activa (Sigma-aldrich., MFCD01321906),
en diluciones 1:1000, 1 h a temperatura ambiente o 4°C, en agitacion suave toda

la noche. Se realizaron 3 lavados, cada uno de 5 minutos, con TBS-Tween.
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Finalmente, las uniones de anticuerpo-proteina fueron detectadas mediante el
anticuerpo secundario, anti-mouse 1gG (31460, Thermo Scientific). Se realizaron
3 lavados durante 5 minutos con TBS-Tween-20. La membrana se revelo
mediante la solucién de revelado (150 pL de 3,3-Diaminobencidina (DAB)
(Santa Cruz Biot, sc-267777) al 0.5% en PBS 1X y 30 puL de H202).
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6.6 Analisis de datos

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante pruebas de
normalidad de los datos por Levene, ANOVA de dos factores para variables
dependientes y pareadas con Post hoc de Bonferroni para diferencias entre
variables, considerando el valor de p<0.001, p<0.01, p<0.05 como
estadisticamente significativo. El andlisis estadistico se realizo con el programa

Graphpad Prism version 8.0.
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6.7 Aspectos éticos

De acuerdo con los protocolos para el manejo con la linea celular de cancer de
mama T47-D, bajo el nivel de bioseguridad de la ATCC (American Type Culture
Collection), asi como la aprobacion por el Comité de Etica en Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma del Estado de México con

numero de registro 010.2023 en su archivo.
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7.1.3 Resumen

El cancer de mama es una enfermedad donde existe crecimiento descontrolado
de las células de la glandula mamaria. Afecta principalmente a mujeres, el
diagndstico inicia con la autoexploracion mamaria mensual, seguido de la
mastografia y ultrasonido para su confirmacion. Cuando el diagnostico es
oportuno, el tratamiento puede ser efectivo. Los micronutrientes, como vitaminas
y minerales, se emplean como adyuvantes a su tratamiento. Entre ellos, la
vitamina D es relevante, ya que participa en la regulacion del sistema
inmunologico, el crecimiento y sefializacion celular, mineralizacion de huesos y

dientes, principalmente. Investigaciones recientes muestran su posible efecto
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anticancerigeno. EIl presente trabajo tiene como objetivo proporcionar
informacion acerca del rol de la vitamina D como adyuvante en el tratamiento
del cancer de mama.

Palabras clave: micronutrientes; vitamina D; cancer de mama.
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7.1.5 Resumen del articulo

Breast cancer is the most frequent type of female cancer. Although significant
efforts have been made to improve diagnostics and therapy, there is a continuous

challenge to develop more efficient treatments, with fewer side effects. Vitamin
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D supplementation has been proposed as a preventive or adjuvant treatment in
various types of cancer, while glucocorticoids are often used as
immunomodulatory treatments for breast cancer.

The objective of this study was to evaluate changes in VDR receptor expression,
cell cycle and viability of a human breast cancer cell line supplemented with
vitamin D, dexamethasone, or their combination. T47-D cells were supplemented
with dexamethasone and/or vitamin D in increasing concentrations for up to 72
hours. VDR expression, viability, cell cycle progression and cell death were
analyzed by a combination of spectrophotometry, flow cytometry and western
blotting.

The results show that VDR receptor expression and cell death increased
significantly after dexamethasone supplementation, while vitamin D had a
smaller effect. In contrast, vitamin D supplementation appears to enhance cell
cycle progression, whereas dexamethasone treatment had the inverse effect.
Combination of both stimuli showed results similar to stimulation with
dexamethasone alone. These data suggest that stimulation with dexamethasone,
but not vitamin D, increases VDR expression, while decreasing the proliferative

capacity and viability of human breast cancer cells in vitro.
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8. Discusion general

El cancer de mama es el cancer con mayor prevalencia en la poblacion femenina,
en México se cuenta con una incidencia anual de 38.4 por 100,000 mujeres 3, lo
cual lo lleva a ser un problema de salud global, esto a pesar de que exista
tratamiento para el cdncer de mama, el cual puede resultar efectivo siempre y
cuando el diagnostico haya sido oportuno. Es por ello por lo que, organizaciones
mundiales como la OMS, se han dado a la tarea de crear planes de accién a nivel
preventivo para esta enfermedad, de este modo es como en la actualidad se ha
propuesto el agregar dietas y suplementos a través de micronutrientes y otros
medicamentos como los glucocorticoides que puedan coadyuvar al tratamiento
convencional del cancer de mama, es asi, como ya se han reportado algunos

estudios que aportan resultados de interés sobre este tratamiento adyuvante.

Tal ha sido el caso del complejo 1,25 (OH) 2D-VDR que se asocia con el receptor
alfa del retinoide X, a través del coactivador del receptor de esteroides 1 (SRC-
1) y que juntos se unen a los elementos de respuesta a la vitamina D (VDRE). Los
objetivos posteriores del VDR son genes del metabolismo mineral, incluida la
homeostasis del calcio y el fosfato entre otras vias metabdlicas, incluidas las
involucradas en la respuesta inmune y el cancer ‘. Esta posible respuesta se tratd
de comprobar en esta investigacion, donde se encontré una mayor expresion del
receptor VDR en la linea celular T 47-D de cancer de mama estimulada con
dexametasona a diferencia de los estimulos con vitamina D, viéndose también
una expresion significativamente menor del receptor en el grupo de células

estimuladas con la combinacion de ambos farmacos.

Esto a su vez, se trato de dilucidar a traves del analisis de viabilidad celular,
arrojando como resultados una disminucion significativa en la viabilidad de las

células estimuladas con dexametasona a diferencia de las de vitamina D.

Cabe sefalar que estos primeros datos se pueden discutir con lo reportado por

Garcia ** quien uso al VDR como blanco para la terapia del cancer, en ratones
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inducidos a cdncer de mama donde reportd un aumento de expresion del VDR y
la disminucion significativa del tumor, de aquellos ratones tratados con calcitriol.
Por otro lado, Ma et. al., *® concluyé que el inconveniente para usar calcitriol se
relacionaba con la limitacién en el incremento de la dosis debido a la

hipercalcemia

secundaria; sin embargo, Beer y colaboradores 34, encontraron que la dosificacion
intermitente del calcitriol permite sustancialmente escalar la dosis sin crear
toxicidad limitante; es decir, sin tener efectos secundarios de hipercalcemia.
Ademas, reportaron que la combinacion del calcitriol con agentes citotdxicos,
radiacién, tamoxifeno, glucocorticoides y ketoconazol, puede potenciar sus
efectos antineopléasicos logrando disminuir la dosis y con ello los posibles efectos
adversos Ma et. al., *°. Por lo tanto, la terapia con calcitriol puede ser prometedora

para el tratamiento de cancer de mama ya que estos tumores expresan al VDR.

Adicionalmente, en este estudio se encontré una disminucion en la proliferacion
celular, con un mayor porcentaje de células cancerigenas detenidas en la fase GO,
G1, siendo maés notorio en los estimulos con dexametasona (mayormente a la
concentracion de 40 mM) y en los estimulos de la combinacion. Estos resultados
son contrarios a lo reportado por Garcia **, donde sus resultados fueron una cierta
resistencia al efecto antiproliferativo del calcitriol, que pudo deberse a la baja
expresion del VDR y a la alta expresion basal de CYP24AL1 reportada en su
estudio, lo que disminuye tanto la bioactividad como la biodisponibilidad del
calcitriol y con ello sus efectos antineoplasicos. Por otro lado, Hidalgo® reportd
que la dexametasona aumenté considerablemente la expresion de VDR y

disminuyd la proliferacién, esto en células de cancer de proéstata.

En este estudio, el efecto de la dexametasona y la vitamina D en la linea celular
de cancer de mama T 47D parece prometedor como posible tratamiento
adyuvante en el cancer de mama, esto debido a los resultados obtenidos donde se
pudo notar el aumento de la expresion del VDR con la dexametasona, con una

disminucion de la viabilidad celular y detencion del ciclo celular, con efecto de
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muerte celular por necrosis, a diferencia de lo encontrado con la vitamina D; este
efecto se corrobor¢ a través de la dosis de combinacion que aunque no fueron
significativos los resultados, se presenté un aumento de la expresion del receptor,
disminucion de la viabilidad celular, detencion del ciclo celular y muerte celular
por necrosis similar a los resultados con dexametasona, no obstante cabe sefialar
que se requieren de otros estudios in vivo donde se puedan medir niveles en
sangre de vitamina D, y biomarcadores del cancer de mama en relacion con estos

tratamientos para su posible aplicacion clinica.

58



9. Conclusiones

El receptor VDR se expresa en las células estimuladas con dexametasona
principalmente en las concentraciones mas altas y al menor tiempo de exposicion,
caso contrario en los estimulos con vitamina D donde el receptor disminuye su

expresion.

En cuanto a la viabilidad celular fue menor la proliferacion celular al mayor tiempo
de exposicion con la concentracion mas alta de dexametasona, lo cual puede
indicar muerte celular a mayor concentracion y tiempo de exposicion en las
células estimuladas con dexametasona. En cambio, con vitamina D los datos
muestran que las tres concentraciones detienen la proliferacion celular. El analisis
de ciclo celular muestra diferencias en el nimero de eventos de células T 47D en
las fases del ciclo celular, destacando de importancia que ante los estimulos el
mayor nimero de eventos no entro en ciclo celular, lo cual pudiera indicar una
detencion en el crecimiento celular bajo tratamiento de dexametasona y con

vitamina D.

La muerte celular se presenté mayormente por necrosis, esto pudo deberse a las
caracteristicas de las células que al tratarse de células con cancer tienen dafio a
su estructura y al proceso inflamatorio que sufren el cual no les permite cumplir
normalmente con sus sefiales ni funciones, llevandolas a la necrosis, no obstante,
un namero menor de células sufri6 apoptosis lo cual se confirmd con la expresion

de la caspasa 3 activa mediante el western blot.

Estos resultados permiten sugerir mas estudios sobre el uso de la vitamina D y de
la dexametasona in vivo e in vitro para poder corroborar estos hallazgos, que
puedan contribuir al uso dentro del tratamiento 0 a manera preventiva en mujeres

que padezcan cancer de mama o que tengan el riesgo de padecerlo.
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11. Anexos

Anexo 1. Ficha de la linea celular T 43-D %

Nombre: T 43-D

Descripcidn: Carcinoma

de mama. Morfologia:

De tipo epitelial

ECACC: 89110211 (lote 08G024) ATCC: Nivel de
bioseguridad: 1 condiciones de cultivo: DMEM, Suero
bovino fetal al 10% (FBS)

Procedimiento de subcultivo: dividir los cultivos subconfluentes en 1:3 a 1:6

sembrando de 2-4 x 10000 células/ mL empleando tripsina/EDTA. Se incuban a
37°C y 5% de CO2. Las células crecen lentamente en clusters y pueden
disgregarse pipeteando varias veces. Después del subcultivo, pueden tardar unas
48 horas en volver a adherirse. EI medio se cambia 2 veces por semana.

Observaciones: Derivado de células epiteliales aisladas de un derrame pleural

obtenido de una femenina de 54 afios diagnosticada con carcinoma ductal

infiltrante de mama.

Anexo 2: Soluciones para western blot

Extraccion de proteinas

Buffer de lisis:

+ 10 mL de tris 0.5M pH 6.8

* 50 uL de EDTA 0.2M pH 8.0
200 pL de EGTA 50mM pH 7.9
* 102 pL de B-mercaptoetanol

* 1 mL de IGEPAL

Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford (Sigma-Aldrich)

Estandares de albumina
Solucion de trabajo: albumina bovina 2 mg/mL

Se prepararan los estandares como se indica en la siguiente tabla.
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Concentracion (mg/mil) Albumina (2 mg/mL) Agua destilada

0.1 50 uL 950 L
0.2 100 L 900 pL
0.4 200 pL 800 pL
0.6 300 pL 700 uL
0.8 400 pL 600 pL
1.0 500 pL 500 pL
1.2 600 pL 400 pL

Los tubos se guardaran a 4°C.

Buffer de carga de muestra (SLB) 4X

« 3.8 mL de agua destilada

* 1 mL de tris 0.5M pH 6.8

« 0.8 mL de glicerol

* 0.4 mL de azul de bromofenol al 1%
1.6 mL de SDS 10%

102 pL de B-mercaptoetanol

Soluciones para la preparacion de geles de acrilamida Acrilamida/Bis 30%, 2.67%
« 146 g de acrilamida (altamente neurotoxica, utilizar guantes, bata y cubrebocas)

* 4 g de N’N metileno-bis acrilamida

Se disolvera en 300 mL de agua. Cuando esté disuelta, completar a 500 mL y se
filtrard con gasa. Se guardara a 4°C en un frasco &mbar o frasco envuelto en

papel aluminio.

Preparacion del gel de corrida (running gel) 30%

Agua destilada 5.3mL 4.8 mL 6.97 mL 3.3mL
Tris 1.5M pH
88 2.5mL 2.5 mL 4.25 mL 2.5 mL
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SDS 10% 100 pL 100 pL 170 pL 100 pL

Acrilamida/Bis

30%, 2.67 2.0 mL 2.5 mL 5.61 mL 4.0 mL

APS 10% 100 pL 100 pL 170 L 100 pL

TEMED 25 pL 25 UL 34 UL 25 UL

Volumen total 10 mL 10 mL 17 mL 10 mL
Preparacion del gel de apilamiento (stacking gel) 4%

4%

Agua destilada 6.1 mL

Tris 1.5M pH 8.8 2.5mL

SDS 10% 100 pL

Acrilamida/Bis 30%, 2.67 1.33 mL

APS 10% 100 pL

TEMED 25 pL

Volumen total 10 mL

Se prepararan los geles al porcentaje deseado, limpiando previamente los platos

con etanol al 70%

Se preparara el buffer de corrida del concentrado 5X.
Buffer de corrida (running buffer) 5X

* 15 g de Tris base

* 72 g de Glicina

Se disolvera en 700 mL de agua destilada y se completaraa 1 L, filtrar con

gasa. Se almacenara a temperatura ambiente.

Buffer de corrida 1X
Running buffer 5X

SDS 10%

200 mL
10 mL
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Agua destilada 790 mL

Soluciones para la transferencia de proteinas a membranas de PVDF Buffer de
transferencia (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 20% metanol)

TBS 10X

« 80 g NaCl
* 24.2 g tris base
Se disolvera en 800 mL de agua destilada, se ajustara pH a 7.6 con HCl y se

ajustara el volumen finala 1 L.

TBS 1X-tween 20

» 100 mL de TBS 10X
* 1 mL de tween 20 (concentracion final 0.01%)
* 899 mL de agua destilada

Otras soluciones:

Persulfato de amonio 10% (APS 10%)

1 g de persulfato de amonio en 10 mL de agua destilada. Guardar a 4°C.

Tris1.5M pH 8.8
18 g de tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 8.8 con HCI
y completar a 100 mL con agua.

Tris 0.5 M pH 6.8
6 g de tris base, disolver en 70 mL de agua destilada, ajustar pH a 6.8 con HCl y
completar a 100 mL con agua.

Lauril sulfato de sodio 10% (SDS 10%b)
10 g de SDS, disolver en 70 mL de agua destilada, evitando hacer espuma,

completar a 100 mL con agua.
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Anexo 3: Informe de originalidad

Cambios en la expresion del receptor de la vitamina D en
células de cancer de mama suplementadas con vitamina D y
dexametasona y su efecto en la muerte celular

INFORME DE ORIGINALIDAD

17%

{NDICE DE SIMILITUD

FUENTES PRIMARIAS

n ri.uaemex.mx
Internet

docplayer.es

Internet

www.scielo.org.ar

Internet

[=]

repositorio.cinvestav.mx

Internet

=]

hdl.handle.net

Internet

[=]

www.eluniversal.com.mx

Internet

www.who.int

Internet

B

www.ncbi.nim.nih.gov

Internet

www.coursehero.com

Internet

442 palabras — 3%
318 palabras — 2%
254 palabras — 2%
244 palabras — 270
123 palabras — 1 %
115 palabras — 1 %
103 palabras — 1 %

98 palabras — 1 %

88 palabras — 1 %
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