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1.	  Resumen	  	  

El canal iónico de potasio éter à go-gó 1 (hEAG1) promueve el crecimiento tumoral. En 

nuestro grupo se observó por primera vez que el calcitriol inhibe la expresión génica de 

hEAG1 en diferentes líneas celulares de cáncer. En este trabajo mostramos mediante 

ensayos de transactivación que el promotor del gen hEAG1 contiene un elemento regulador 

cis negativo para el calcitriol. La identidad de este elemento regulador cis corresponde a 

una caja E la cual se identificó in vitro por ensayos de movilidad electroforética. Las 

proteínas que interaccionan con la caja E se identificaron in vivo mediante ensayos de 

inmunoprecipitación de la cromatina. En ausencia de calcitriol un complejo multiproteico 

formado por el receptor de la vitamina D, el receptor X a retinoides, el factor de 

transcripción del síndrome de Williams y el represor de interacción a la vitamina D se 

encuentran unidos a la caja E mientras que, en presencia de calcitriol sólo el represor de 

interacción a la vitamina D se encuentra unido. Este trabajo presenta evidencia del 

mecanismo molecular por el cual el calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1. 
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2. Abstract  

The human ether à go-gó 1 potassium channel (hEAG1) is required for cell cycle 

progression and proliferation of cancer cells. Inhibitors of hEAG1 activity and expression 

represent potential therapeutic drugs in cancer. Previously, we have shown that hEAG1 

expression is downregulated by calcitriol in a variety of cancer cells. Herein, we provided 

evidence on the regulatory mechanism involved in such repressive effect in cells derived 

from human cervical cancer. Our results indicate that repression by calcitriol occurs at the 

transcriptional level and involves a functional negative vitamin D response element 

(nVDRE) E-box type in the hEAG1 promoter. The described mechanism in this work 

implicates that a protein complex formed by the vitamin D receptor-interacting repressor, 

the vitamin D receptor, the retinoid X receptor and the Williams syndrome transcription 

factor interact with the nVDRE in the hEAG1 promoter in the absence of ligand. 

Interestingly, all of these transcription factors except the vitamin D receptor-interacting 

repressor are displaced from hEAG1 promoter in the presence of calcitriol. Our results 

provide novel mechanistic insights into calcitriol mode of action in repressing hEAG1 gene 

expression. 
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3. Introducción 

Los canales iónicos son proteínas integrales de membrana, que organizadas forman un poro 

por donde se desplazan iones a favor de su gradiente electroquímico. Los canales iónicos se 

han clasificado de manera general de acuerdo al tipo de ión que dejan pasar en: canales 

iónicos de sodio (Na+), de potasio (K+), de calcio (Ca2+) y de cloruro (Cl-). El movimiento 

de éstos iones al interior o al exterior celular define procesos fisiológicos como el potencial 

de membrana y el volumen celular, eventos implicados en la activación de respuestas 

celulares  relacionadas con aspectos de la biología molecular del cáncer como son la 

proliferación, la diferenciación y la apoptosis (Deutsch C y Chen LQ 1993; Wonderlin W y 

Strobl JS 1996; Cahalan M y Chandy KG 1997). En las células de cáncer el potencial de 

membrana se encuentra alterado como consecuencia de la desregulación de la expresión o 

de la actividad de los canales iónicos  El concepto de que los canales iónicos están 

implicados en el proceso del crecimiento anormal de las células de cáncer surgió al 

observar in vitro que bloqueadores de canales de K+ y Ca2+ inhibían la proliferación y la 

apoptosis celular (DeCoursey T et al, 1984; Fraser S y Pardo L 2008).  

 

Uno de los canales iónicos de K+ más estudiado por su contribución en la proliferación 

celular es el éter à go-gó (EAG). Los canales iónicos EAG se identificaron en una mutante 

de Drosophila melanogaster (Warmke J et al, 1991). Las mutantes mostraban un defecto en 

un tipo de canal de potasio cuyo fenotipo implicaba el temblor de las extremidades de la 

mosca, efecto parecido al provocado cuando las moscas eran anestesiadas con éter, razón 

por la cual, el canal iónico se llamó éter à go-go (Warmke J et al, 1991). 
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3.1 Canales EAG 

Los canales EAG al igual que otros miembros de la familia de canales de potasio 

dependientes de voltaje (Kv) son tetrámeros formados de 4 subunidades α y que juntos 

forman un poro central (figura 1). Cada subunidad α consta de 6 segmentos 

transmembranales. El segmento 4 es rico en aminoácidos con carga positiva y actúa como 

sensor de voltaje. Entre el segmento 5 y 6 se encuentra la pared del poro del canal por 

donde pasan los iones K+. En el extremo amino de la subunidad α se encuentra el dominio 

eag, que está formado por un dominio Per-Arnt-Sim (PAS) considerado un sensor de 

oxígeno y un dominio PAS-cap (Haitin Y et al, 2013). Los extremos amino y carboxilo 

contienen sitios de unión a calmodulina. El extremo carboxilo contiene un dominio de 

unión a nucleótidos cíclicos (Bauer CK y Schwarz JR 2001). 

 

 

Figura 1. Estructura de una subunidad α  del canal iónico EAG. La subunidad α está formada 
de 6 segmentos transmembranales (S1-S6). Entre el segmento S5 y S6 se encuentra el poro del 
canal. El segmento S4 actúa como sensor de voltaje. Los extremos amino y carboxilo se ubican en 
el citoplasma. 
 



	   13	  

El genoma humano codifica para 2 formas de canales iónicos EAG. El canal hEAG1, 

codificado por un gen de copia única localizado en el cromosoma 1 y el canal hEAG2 

codificado por un gen ubicado en el brazo largo del cromosoma 14. Ambos genes codifican 

para canales Kv en sistemas de expresión heteróloga y cada uno de ellos presenta 

propiedades electrofisiológicas que permiten distinguirlos (Bauer CK y Schwarz 2001;  

Schönherr R et al, 2002). Tanto hEAG1 como hEAG2 se expresan en el sistema nervioso 

central sin embargo, su papel neurofisiolófico no es claro pues ratones knockout del canal 

EAG no presentan un fenotipo diferente al ratón que sí lo expresa (Ufartes R 2013). 

Además del SNC el canal hEAG1 también se ha encontrado en la placenta y durante la 

diferenciación del mioblasto (Occhiodoro T et al, 1998; Ju M y Wray D 2002; Camacho J 

2006; Diaz L et al, 2009). 

 

El primer trabajo en reportar un vínculo entre el canal hEAG1 y el cáncer fue el publicado 

por Roman Meyer y Stefan Heinemann en 1998, quienes trabajando con células humanas 

de neuroblastoma identificaron corrientes de K+ con características biofísicas similares a las 

reportadas en canales EAG de rata, además Meyer y Heinemann también observaron que la 

expresión de los canales hEAG1 en las células de neuroblastoma se relaciona al ciclo 

celular, pues cuando las células se encuentran en la fase G0/1 la amplitud de la corriente de 

hEAG1 disminuye un 95% respecto al control (Meyer R y Heinemann SH 1998). 

Posteriormente se observó que el canal hEAG1 se encontraba expresado en diferentes 

líneas celulares de cáncer humano y que la sobreexpresión de hEAG1 en células CHO 

induce un fenotipo con características de células tumorales (Pardo L et al, 1999). Además, 

la disminución del transcrito de hEAG1 mediante el uso de RNA de interferencia, así como 

la inhibición de la actividad del canal mediante el uso de anticuerpos reduce la tasa de 
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proliferación celular y la progresión tumoral in vitro e in vivo (Weber C et al, 2006; 

Gómez-Varela D et al, 2007; Díaz L et al, 2009). Estos datos y las observaciones de Roman 

Meyer sugirieron una participación directa de los canales hEAG1 en la proliferación celular 

y llevaron a proponer al gen que codifica a hEAG1 (KCNH1) como un oncogén (Pardo el 

at, 1999). 

El mecanismo por el cual los canales hEAG1 promueven el desarrollo y progresión del 

cáncer aún no es claro, pues por un lado, se sabe que en líneas celulares de leucemia 

mieloide aguda el bloqueo de la corriente de K+ contribuye a la disminución del 

crecimiento de tumores (Agarwal JR, et al 2010); sin embargo, también se ha observado 

que una mutante de los canales hEAG1 que no permite el flujo de K+ sigue contribuyendo a 

la progresión tumoral (Downie BR et al, 2008). En este sentido, se ha observado que su 

dominio amino terminal interacciona con la proteína cinasa p38 activando una cascada de 

eventos celulares que promueven la proliferación celular (Hegle AP et al, 2006). 

En la actualidad existe gran interés en investigar los mecanismos que regulan la actividad y 

expresión del canal hEAG1 tanto en células normales como en células tumorales. Al 

respecto se ha descrito que el IGF-1 (Borowiec AS et al, 2007), el estradiol, las proteínas 

oncogénicas E6 y E7 de los papilomavirus de alto riesgo (Díaz L et al, 2009) y el factor de 

transcripción E2F1 (Lin H et al, 2011) incrementan la expresión del oncogén hEAG1, 

mientras que el miRNA-34a inhibe su síntesis (Lin H et al, 2011). Por otro lado, algunos  

bloqueadores no selectivos de canales de K+ como la imipramina (Gavrilova-Ruch O et al, 

2002) y el astemizol (García-Ferreiro RE et al, 2004), así como el calcio intracelular a 

través de la calmodulina (Schönherr R et al, 2000) inhiben las corrientes de K+ mediadas 

por el canal hEAG1. Adicionalmente nuestro grupo ha descrito que el calcitriol, la forma 
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hormonal de la vitamina D inhibe la expresión génica de hEAG1 (Avila E et al, 2010, 

García-Becerra R et al, 2010, García-Quíroz J et al, 2012, García-Quíroz J et al, 2014).  

 

3.2 Vitamina D 

La vitamina D es una pro-hormona importante en el mantenimiento de órganos y sistemas. 

Su mayor actividad biológica es la regulación de los niveles de calcio y fósforo en sangre, 

promoviendo la absorción intestinal de los mismos a partir de los alimentos y la 

reabsorción de calcio a nivel renal, lo que contribuye a la formación y mineralización ósea 

y su deficiencia está relacionada con la osteoporosis y el raquitismo (Holick MF 1996).  

Para llevar a cabo sus acciones biológicas, la vitamina D3 requiere de su biotransformación 

a hormona: el calcitriol (figura 2). El proceso comienza cuando el 7-dehidrocolesterol 

presente en la piel es transformado por exposición a la luz solar (radiación UVB) a pre-

vitamina D3  y que por efecto de la temperatura corporal conlleva a una isomerización para 

finalmente originarse la vitamina D3. La vitamina D3 es hidroxilada enzimáticamente en el 

hígado para formar 25-hidroxivitamina D3 (25OHD3), el metabolito de la vitamina D3 más 

abundante en la circulación (10 – 50 ng/mL). En el riñón la 25OHD3 es nuevamente 

hidroxilada por la 25OHD3 1α-hidroxilasa (CYP27B1) formándose finalmente la forma 

activa la 1,25 dihidroxivitamina D3 o calcitriol, el cual circula en la sangre en 

concentraciones de 15 a 60 pg/mL (Lips P 2006). 

Los estudios sobre el papel del calcitriol en la biología celular han mostrado que la vía 

principal a través de la cual actúa esta hormona está dada por su unión a un receptor 

específico (VDR) regulando la expresión génica. El VDR es un miembro de la superfamilia 

de receptores nucleares a hormonas esteroideas que regula la expresión génica a través de la 
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unión a su ligando (Deeb KK et al, 2007). El calcitriol es transportado en la sangre por la 

proteína de unión a la vitamina D (VDBP). Para actuar sobre su célula blanco el calcitriol 

atraviesa la membrana por difusión y una vez en el citoplasma se asocia con su receptor el 

VDR, esta unión da lugar a la disociación de las proteínas de choque térmico del VDR 

permitiéndose la translocación al núcleo mediante transporte activo (Deeb KK et al, 2007). 

En el núcleo el VDR unido al calcitriol forma heterodímeros con el receptor X de retinoides 

(RXR), dichos dímeros reconocen sitios específicos en el DNA que se han denominado 

como elementos de respuesta a vitamina D (VDREs). Los VDREs pueden localizarse en la 

región promotora, la región enhancer o en los intrones de los genes blanco del calcitriol 

(Cristobo I et al, 2011). Los VDREs se componen de la secuencia AGTTCA repetida y 

separada por 3 o 4 nucleótidos (AGTTCANNNAGTTCA o AGTTCANNNNAGTTCA), 

VDREs tipo DR3 o DR4 respectivamente (Deeb KK et al, 2007). Ejemplos de genes con 

VDREs y activados transcripcionalmente por el calcitriol son: CYP24A1, que codifica para 

la enzima 24-hidroxilasa que degrada al calcitriol; BGLAP, que codifica para la 

osteocalcina expresada en osteoblastos del hueso y CDKN1A, que codifica para p21, un 

inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (Deeb KK et al, 2007).  

El otro efecto genómico que tiene el calcitriol es la inhibición transcripcional de genes, para 

el cual existen dos mecanismos propuestos. El primero, se ha descrito para los genes de la 

1α-hidroxilasa, la hormona paratiroidea, la 21-hidroxilasa y la aromatasa (Kato S et al, 

2007; Kim MS et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012; Lundqvist et al, 2013). Las regiones 

promotoras de estos genes no presentan los VDREs del tipo DR3 o DR4, en su lugar se 

encuentran VDREs negativos formados por una secuencia hexamérica llamada caja E 

(CANNTG) (Kim MS et al, 2007). Estas secuencias funcionan como el sitio de anclaje de 

un modulador transcripcional conocido como represor de interacción con la vitamina D 
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(VDIR). El factor transcripcional VDIR pertenece a la familia de proteínas hélice-bucle-

hélice (bHLH) y su gen expresa dos isoformas: la isoforma E12 y la isoforma E47 (Kee BL 

2009). El complejo calcitriol:VDR:RXR se asocia a proteínas como VDIR y el factor de 

transcripción del Sindrome de Wiliams (WSTF) (Lundqvist J et al, 2012; Lundqvist et al, 

2013). La interacción del calcitriol:VDR:RXR, VDIR y WSTF lleva al reclutamiento de 

proteínas correpresoras que inhiben la transcripción (figura 3). El segundo mecanismo de 

inhibición transcripcional del calcitriol es más común y se ha descrito en varios genes cuyas 

funciones son independientes al control del metabolismo del calcio o el fósforo, en estos 

casos, el calcitriol unido al VDR interfiere con la función de otros factores de transcripción 

que activan la transcripción (Kato S et al, 2007). 

 

Figura 2. Síntesis del calcitriol. La síntesis de calcitriol se inicia con la reacción de conversión del 
7-dehidrocolesterol a vitamina D3 por 0acción de los rayos UVB solares en la piel. En el hígado se 
capta la vitamina D3 procedente de la piel y también la procedente de la dieta, donde se transforma 
por acción de la enzima 25-hidroxilasa a 25-hidroxivitamina D3. Esta forma monohidroxilada en el 
riñón es nuevamente hidroxilada por la enzima 1α-hidroxilasa para formar 1α,25-dihidroxivitamina 
D3 o calcitriol. 
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Actualmente se estima que un tercio de la población mundial tiene deficiencia de vitamina 

D que puede ocurrir cuando la ingesta diaria es menor de los niveles recomendados (400 - 

800 UI), el riñón no puede transformar la vitamina D en su forma activa o bien, no se puede 

absorber adecuadamente a nivel del tracto digestivo (Heaney RP y Garmas LA 2014). La 

deficiencia de vitamina D puede tener consecuencias graves en la salud tanto de niños 

como de adultos. Por ejemplo se ha documentado la asociación entre la deficiencia de 

vitamina D y el riesgo de padecer cáncer (Garland CF et al, 2006). Diferentes estudios 

epidemiológicos han mostrado correlación entre el bajo nivel sérico de 25OHD3 y un riesgo 

incrementado para cáncer colorectal, de glándula mamaria y de próstata (Deeb KK et al, 

2007). Estudios realizados con ratones Vdr-/- mostraron hiperproliferación y un incremento 

en la actividad mitótica del colon descendente de los ratones, sugiriendo que el calcitriol 

regula vías de señalización celular asociadas a la supresión de tumores (Kallay E et al, 

2001). 

Durante los últimos 25 años una gran cantidad de estudios se han realizado para investigar 

cómo el calcitriol participa en mecanismos relacionados con la regulación de procesos 

celulares como son la proliferación, la angiogénesis y la apoptosis. A continuación se 

describen algunos de los mecanismos descritos. 

 

3.2.1 Efectos antiproliferativos y prodiferenciantes 

Si bien la evidencia experimental plantea que el tratamiento con calcitriol genera un efecto 

de inhibición sobre la progresión del ciclo celular en células tumorales, las bases 

moleculares que describen dicho efecto difieren de un tipo de células tumorales a otro. Por 

ejemplo: la activación transcripcional del gen de inhibidor de la cinasa dependiente de 
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ciclina 1A (CDKN1A) mediada por el calcitriol unido al VDR, induce diferenciación y 

arresto del ciclo celular en células mielomonocíticas humanas U937 (Deeb KK et al, 2007). 

Por otro lado, en células MCF7 de cáncer de mama el calcitriol incrementa la expresión de 

CDKN1A y CDKN1B (el cual codifica para p27, un inhibidor de cinasas dependientes de 

ciclinas) y reprime la expresión de varias ciclinas (D1, D3, A1 y E1) y por lo tanto conduce 

a la inhibición de la actividad de cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y a la 

hipofosforilación de pRb (Deeb KK et al, 2007). En general, el calcitriol inhibe la 

proliferación de las células cancerosas al inducir el arresto del ciclo celular y favorecer la 

acumulación de células en la fase G0/G1 del ciclo celular (Mocellin S 2011). 

 

3.2.2 Efectos sobre la apoptosis 

En adición a los efectos del calcitriol sobre la inhibición de la proliferación de células 

tumorales, se cuenta con evidencia de que esta hormona también actúa regulando a 

elementos cruciales del proceso apoptótico, reprimiendo la expresión de proteínas anti- 

apoptóticas (como BCL2 y BCL-XL) o induciendo la expresión de proteínas pro-

apoptóticas (como BAX, BAK y BAD) (Trump DL et al, 2010). 

 

3.2.3 Efectos en la angiogénesis 

Sobre este proceso celular se sabe que el calcitriol puede inhibir la proliferación de células 

endoteliales in vitro y reducir la angiogénesis in vivo (Deeb KK et al, 2007). Por ejemplo: 

se tienen reportes de que la formación de tubos celulares endoteliales inducida por el factor 

de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y el crecimiento tumoral son inhibidos in 
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vivo por la administración de calcitriol en ratones con xenógrafos de MCF7 que 

sobreexpresan VEGF (Mantell DJ et al, 2000). 

 

 

Figura 3. Mecanismo de acción del calcitriol para inhibir la expresión de algunos genes blanco. 
El calcitriol es transportado en la sangre por la proteína de unión a vitamina D (VDBP). En la célula 
el VDR unido al calcitriol se mueve del citoplasma al núcleo celular donde forma un heterodímero 
con el RXR. En el núcleo el heterodímero VDR/RXR se asocia con el factor transcripcional VDIR 
el cual está unido a elementos reguladores cis del tipo caja E. La asociación del VDR/RXR al VDIR 
permite el ensamblaje de proteínas correpresoras (CoR) para inhibir la expresión génica. 
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4. Antecedentes 

En nuestro laboratorio se reportó por primera vez que el calcitriol inhibe la expresión 

génica del oncogén hEAG1. Estas observaciones tuvieron su origen en sincitiotrofoblastos 

y citotrofoblastos placentarios (Avila E et al, 2010). Posteriormente, considerando las 

propiedades oncogénicas del canal iónico hEAG1, se evaluó su expresión génica en 

cultivos primarios de tejido tumoral y en líneas celulares humanas obtenidas de cérvix, 

tejido mamario y próstata mostrando que el oncogén hEAG1 es un blanco molecular del 

calcitriol (Avila E et al, 2010, García-Becerra RA et al, 2010, García-Quiroz J et al, 2012) 

Los efectos del calcitriol sobre la magnitud en la inhibición transcripcional del oncogén 

hEAG1 depende del tipo celular y de la concentración de calcitriol utilizada (Avila E et al, 

2010, García-Becerra RA et al, 2010). Por otro lado, el cotratamiento de un antagonista del 

receptor de la vitamina D y calcitriol en líneas celulares de cáncer de mama y cáncer 

cervical bloquea el efecto del calcitriol sobre la inhibición transcripcional del oncogén 

hEAG1, sugiriendo que el calcitriol regula la expresión del oncogén hEAG1 mediante un 

mecanismo molecular que requiere de la participación del VDR (Avila E et al, 2010, 

García-Becerra RA et al, 2010). Además estos estudios mostraron también que en 

diferentes líneas celulares de cáncer el calcitriol afecta la viabilidad celular (Avila E et al, 

2010, García-Becerra RA et al, 2010, García-Quiroz J et al, 2012). Por otro lado, estudios 

in vivo en ratones también han mostrado que el calcitriol tiene efecto sobre la inhibición de 

la expresión del oncogén hEAG1. Células humanas de cáncer de mama xenoinjertadas en 

ratones atímicos que recibieron un tratamiento con calcitriol mostraron inhibición en la 

expresión del oncogén hEAG1 así como una reducción en el tamaño del tumor (García-

Quiroz J et al, 2014). Estas observaciones sugieren que la inhibición de la expresión de 
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hEAG1 dada por el calcitriol contribuye a los efectos antiproliferativos de esta hormona.  

La regulación génica del oncogén hEAG1 ha sido poco explorada. En 2011 Lin H et al, 

reportaron la región 5’ UTR correspondiente al promotor proximal así como la ubicación 

del sitio de inicio de la transcripción del oncogén hEAG1. De sus estudios sabemos que el 

promotor de hEAG1 contiene un elemento de respuesta funcional al factor transcripcional 

E2F el cual promueve la replicación del DNA requerido para la activación del ciclo celular. 

En las células de cáncer la proteína E2F es abundante lo que favorece la constante entrada 

de las células a la fase S del ciclo celular y como consecuencia la proliferación se mantiene 

activa (Hallstrom TC et al, 2008). Esta vía explica el mecanismo por el cual porque el canal 

iónico hEAG1 se encuentra expresado en las células de cáncer sin embargo, la información 

continua siendo limitada, nada se sabe sobre otros factores transcripcionales que regulen la 

expresión del gen hEAG1. Esta tesis aporta información sobre el mecanismo de otro factor 

transcripcional que regula la expresión de hEAG1. 
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5. Hipótesis 

La región promotora del gen hEAG1 contiene secuencias específicas responsables de la 

represión transcripcional ejercida por el calcitriol. 

 

6. Objetivo general 

Estudiar el mecanismo molecular que utiliza el calcitriol para inhibir la transcripción del 

oncogén hEAG1. 

 

7. Objetivos específicos 

1) Obtener la secuencia de la región promotora del gen hEAG1 que contenga los 

posibles elementos de respuesta al calcitriol. 

2) Identificar y caracterizar funcionalmente mediante análisis de interacción DNA-

proteína, los posibles VDREs negativos presentes en la región promotora del gen hEAG1. 
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8. Materiales y métodos  

8.1 Reactivos  

• Calcitriol, donado por Hoffmann-La Roche Ltd (Suiza). El calcitriol se disolvió en 

0.1 % de etanol. Considerando que el porcentaje de etanol utilizado no tiene efecto 

sobre la expresión génica, utilizamos 0.1 % de etanol como control de los 

experimentos. 

• Anticuerpos para las proteínas VDR (sc-13133), RXR (sc-774), VDIR (sc-4083) y 

WSTF (sc-81426) de Santa Cruz Biotechnology (E.E.U.U); gliceraldehído- 3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) Millipore (E.E.U.U). hEAG1 Jackson 

ImmunoResearch Laboratories (E.E.U.U). 

 

8.2 Ensayos de inmunofluorescencia 

Para evaluar la expresión de la proteína de hEAG1 se sembraron 5 x 105 células SiHa en 

cámaras de dos pozos. Las células se trataron con calcitriol 1 µM o con etanol como control 

durante 24 horas. Las células se lavaron con PBS y se fijaron y permeabilizaron con 

acetona a -20 °C durante 10 min. Las células se bloquearon con BSA al 1 % por 1 hora. Las 

células se incubaron con anti-hEAG1 (1:300) en BSA al 1 % a 4 °C toda la noche. El 

anticuerpo anti-hEAG1 se detectó con una inmunoglobulina anti-conejo marcada con Cy3 

(1:250) por 2 horas. La visualización de las células se hizo con 4’,6’-diamino-2-fenilindol 

(DAPI). Las células fueron fotografiadas con un microscopio de fluorescencia 

convencional. Para cada campo se adquirieron dos colores Cy3 y DAPI. Se utilizó un 

microscopio Olympus equipado con una cámara Olympus DP72 (Olympus Optical Co., Ltd, 
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Tokio, Japón), una lámpara de mercurio 100Whigh-presión y los filtros adecuados para 

Cy3 y DAPI. Para cada marcador fluorescente, todas las imágenes se tomaron al mismo 

tiempo y un total de 90 y 100 células fueron evaluadas para los tratamientos de control y de 

calcitriol, respectivamente (10 células de cada campo). La magnitud de la fluorescencia se 

analizó con el programa ImageJ (E.E.U.U). 

 

8.3 Análisis in silico 

La búsqueda de VDREs para el receptor de la vitamina D se hizo en un fragmento de 3943 

pb 5’ del sitio de inicio de la transcripción del gen de hEAG1 con el programa 

computacional MatInspector (Genomatix Software, Alemania).  El fragmento de 3943 pb 

se tomó de la base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) 

con número de acceso 3756. 

 

8.4 Cultivo celular 

Las líneas celulares de cáncer cervical SiHa o C33A se mantuvieron en medio de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) alto en glucosa (Gibco, E.E.U.U) y suplementado con 

5 % de suero fetal bovino (SFB) y 1% de mezcla antibiótica-antimicótica (100 U/ml de 

penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina). Las células se incubaron a 37 ºC en una atmósfera 

con un 5% de CO2. 

Para los experimentos las células fueron sembradas a una densidad de 520 células/cm2 en 

medio DMEM alto en glucosa con 5 % de SFB tratado con carbón dextran y 1% de mezcla 

antibiótica-antimicótica. Doce horas después el medio de cultivo se sustituyó por medio 
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fresco con calcitriol o 0.1 % de etanol como control. La concentración de calcitriol varió de 

acuerdo al experimento, por lo que la concentración utilizada se indicará en los pies de 

figura de la sección de resultados. 

 

8.6 Extracción de DNA genómico 

La extracción de DNA genómico se hizo a partir de leucocitos de un donador voluntario 

sano. Se utilizó el estuche comercial Illustra blood genomicPrep Midi Flow (GE Healthcare 

Lifesciences, E.E.U.U) siguiendo las instrucciones del proveedor. La concentración de 

DNA extraído se estimó espectrofotométricamente mediante su absorbancia a 260 nm. La 

pureza de la muestra se examinó mediante la relación de las absorbancias a 260 nm y 280 

nm utilizando el sistema Epoch™ Spectrophotometer System (BioTek Instruments Inc). El 

DNA resuspendido en isopropanol se almacenó a -70 ºC hasta su uso. 

 

8.7 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

La amplificación de los fragmentos 5’ UTR del oncogén de hEAG1 se hizo a partir de 

DNA genómico con el estuche comercial FastStart High Fidelity PCR System, dNTPack 

(Roche, Alemania). Para una reacción de 25 µl se usaron 100 ng de DNA. La síntesis de 

DNA se hizo en un termociclador Perkin-Elmer 9600, E.E.U.U. El protocolo de PCR se 

presenta en la tabla 1: 
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Tabla 1. Condiciones de PCR para amplificar los fragmentos 5’ UTR del oncogén 
hEAG1. 
 

95 ºC 2 min Desnaturalización inicial 
95 ºC 30 s 35 

ciclos 

Desnaturalización 
60 ºC 30 s Alineamiento 
70 ºC 1000 pb/15 s Elongación 
70 ºC 15 min Terminación de la elongación 

 

 

Los oligonucleótidos utilizados para amplificar los fragmentos 5’ UTR del oncogén de 

hEAG1 se presentan en la tabla 2. Los oligonucleótidos se diseñaron para dejar extremos 

para la enzima de restricción EcoRV. El tamaño de los fragmentos amplificados varió en el 

extremo 5’. Para todos los fragmentos amplificados el extremo 3’ fue el mismo por lo que 

sólo se utilizó un oligonucleótido sentido. 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para dividir el fragmento de 3943 pb. En letras 
minúsculas se indica la secuencia de corte para la enzima EcoRV. 
 

 Oligonucleótido Tamaño del 
fragmento (pb) 

Sentido 5'-ATAgatatcTCCCTCTGGCTGC-3'  

Antisentido 

5'-TATAgatatcGAACACATTTCCCG-3' 281 
5'-ATAgatatcCTGTCCAGAAACCTT-3' 832 
5'-ATAgatatcCTGTTACCAAGTTTTG-3' 2772 
5'-ATAgatatcTCGCAGACCTAGGA-3' 3480 
5'-ATAgatatcTAGCTTAGGGCACTT-3' 3943 

 

8.8 Secuenciación 

Todas las construcciones generadas se verificaron por secuenciación de DNA utilizando el 

sistema Dye terminador cycle sequencing with Quick Start kit (Beckman Coulter, 

E.E.U.U.) en un secuenciador automático CEQ 8800 marca Beckman Coulter. 
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8.9 Clonación molecular 

La funcionalidad del promotor de oncogén hEAG1 se evaluó con el vector reportero 

pGL4.10 (Promega, E.E.U.U.). El vector pGL4.10 carece de una secuencia promotora y 

tiene como gen reportero la secuencia del gen de la luciferasa de luciérnaga. En el sitio 

múltiple de clonación del vector pGL4.10 se insertó la región 5’UTR del oncogén hEAG1 a 

evaluar (figura 4). Si la secuencia insertada tiene actividad de promotor la expresión del 

gen de la luciferasa de luciérnaga se activará. Como control endógeno de la expresión se 

usó el vector pGL4.73. Este vector tiene el promotor SV40 y usa como gen reportero el gen 

de la luciferasa de Renilla (figura 5). 

 

Figura 4. Esquema del vector reportero pGL4.10. 

 

 

Figura 5. Esquema del vector reportero pGL4.73. 
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Para insertar el fragmento 5’UTR del oncogén hEAG1 se utilizó el sitio múltiple de 

clonación EcoRV. La ligación de los fragmentos se hizo con la enzima T4 ligasa (Promega, 

E.E.U.U.) y se incubó a temperatura ambiente durante 12 horas. Posterior a este tiempo, el 

DNA se purificó mediante el sistema CleanUp (Promega) y se transformó en bacterias 

DH5α por el método de transformación química. Las bacterias se crecieron en medio LB 

agar con 50 µg/ml de ampicilina. La selección de colonias positivas se hizo por 

secuenciación de DNA en el equipo ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems, E.E.U.U).  

 

8.10 Mutagénesis sitio dirigida 

La generación de las mutantes se realizó con el estuche comercial Transformer site-directed 

mutagenesis kit (Clontech, E.E.U.U) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

identidad de la secuencia se verificó por secuenciación de DNA. Los oligonucleótidos 

utilizados se presentan en la tabla 3. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para generar la mutante del promotor de hEAG1. 
Los oligonucleótidos estaban fosforilados  (P) en su extremo 5’. 
 

Mutación en: Oligonucleótido 
Caja E en el promotor de 

hEAG1 5’- PCAGTTAGTTTTTACAGCTTATCCCTGGTATACGG -3’ 

Sitios BamHI y SalI en el 
vector pGL4.10 5’- PCAAGGGCATCGGTCGAAGGATACTTATCGATTTTACCAC -3’ 

	  

8.11 Ensayos de transactivación 

Las células SiHa o C33A se sembraron en cajas de 30 mm. Cuando las células se 

encontraban al 80 % de confluencia se co-transfectaron con 1 µg de plásmido pGL4.10 o 
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p4943 o p832 y con 2.5 ng del vector de expresión de la luciferasa de Renilla el cual se usó 

como control para normalizar la eficiencia de la transfección. Las transfecciones se hicieron 

con el reactivo FuGene (Roche, Alemania). Cuarenta y ocho horas después de la 

transfección, las células se lisaron y se determinó la actividad enzimática de ambas 

luciferasas usando el Luciferase Assay Dual System (Promega, E.E.U.U.). La actividad	  

transcripcional del promotor de las construcciones p4932 y p832 se expresó como la 

relación de las luciferasas de luciérnaga/Renilla de las células tratadas con calcitriol 1 µM o 

etanol como control. 

 

8.12 Extracción de RNA total 

La separación de RNA total del resto de los componentes celulares se hizo con la técnica de 

isotiocianato de guanidina-fenol cloroformo con trizol (Invitrogen, E.E.U.U.), de acuerdo a 

la técnica derivada de Chomczynski y Sacchi 2006. La pureza de la muestra se examinó 

mediante la relación de las absorbancias a 260 nm y 280 nm utilizando el sistema Epoch™ 

Spectrophotometer System (BioTek Instruments Inc, E.E.U.U.). 

 

8.13 Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

La obtención de cDNA se hizo a partir de 3 µg de RNA total. Se utilizó el estuche 

comercial Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche, Alemania). La mezcla de 

reacción se preparó siguiendo las instrucciones del proveedor. La síntesis de cDNA se hizo 

a 45 °C durante 90 minutos en el termociclador Perkin-Elmer 9600. 
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8.14 PCR en tiempo real (qPCR) 

La mezcla de reacción para la qPCR se hizo con el estuche comercial LightCycler TaqMan 

Master y la biblioteca de sondas Taqman para humano (Roche, Alemania), siguiendo las 

especificaciones del proveedor. La amplificación de DNA se hizo en un equipo LightCycler 

2.0 Roche (Roche, Alemania). En la tabla 4 se indica el nombre de los genes estudiados así 

como los oligonucleótidos y el número de  sonda utilizada para cada gen. 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados en la reacción de qPCR. 
Gen Oligonucleótido Número de Sonda 

GAPDH 5’-AGCCACATCGCTGAGAGACAC-3’ 
5’-GCCCAATACGACCAAATCC-3’ 60 

KCNH1 5’-CCTGGAGGTGATCCAAGATG-3’ 
5’-CCAAACACGTCTCCTTTTCC-3’ 49 

CYP24A1 5’-CATCATGGCCATCAAAACAA-3’ 
5’-GCAGCTCGACTGGAGTGAC-3’ 88 

	  

8.15 Inmunodetección 

Las proteínas celulares se obtuvieron por lisis celular con amortiguador de RIPA (fosfato 

de sodio dibásico 9.1 mM, fosfato de sodio monobásico 1.7 mM, NaCl 150 mM, Nonidet 

P-40 1 %, SDS 0.1 %, pH 7.4) en presencia de inhibidores de proteasas (Roche, Alemania) 

e inhibidores de fosfatasas (ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro de sodio 1 mM). La 

concentración de proteínas se determinó por el método del ácido bicinconínico (Pierce 

Thermo Scientific, E.E.U.U.). Las proteínas se separaron en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida al 10 %. La transferencia de las proteínas se hizo en membranas de 

nitrocelulosa. Se utilizó leche al 5 % en amortiguador TBS (TRIS-HCl 10 mM, NaCl 50 

mM; pH 8.0) como solución bloqueadora. La detección de las proteínas se hizo con los 

anticuerpos anti GAPDH (1:10000) y anti VDR (1:200). La señal de las proteínas se 
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visualizó por quimioluminiscencia (Thermo Scientific, E.E.U.U.). 

 

8.16 Ensayo de retardo de la movilidad electroforética (EMSA) 

El extracto nuclear utilizado en el EMSA se obtuvo de células SiHa tratadas con calcitriol 

100 nM por 3 horas. El extracto de las proteínas nucleares se obtuvo con el estuche Nuclear 

extract (Sigma, E.E.U.U.). La concentración de proteína se determinó por el método de 

ácido bicinconínico. 

Para el EMSA se utilizó el sistema Gel Shift Assay System (Promega, E.E.U.U.) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los oligonucleótidos utilizados en el ensayo se 

presentan en la tabla 5. 

 

Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados en el ensayo de EMSA. 
 

 Oligonucleótido 

Sonda canónica 
de una caja E 

5’-CCATTAACCCACCTGCCATCTGCC-3’ 

5’-GGCAGATGGCAGGTGGGTTAATGG-3’ 

Caja E del 
promotor del 

oncogén hEAG1 

5’-CCGTATACCAGGGGTCAGCTGTAAAAAC-3’ 

5’-GTTTTTACAGCTGACCCCTGGTATACGG-3’ 

Caja E mutada del 
promotor del 

oncogén hEAG1 

5’-CCGTATACCAGGGATAAGCTGTAAAAAC-3’ 

5’-GTTTTTACAGCTTATCCCTGGTATACGG-3’ 

 

Los oligonucleótidos marcados con [γ-32P-ATP] se incubaron con 8 µg de proteína nuclear. 

La identidad de la proteína unida al oligonucleótido marcado se evaluó con los anticuerpos 

anti-VDIR y anti-γglobulina (Santa Cruz Biotechnology). Los complejos resultantes de la 
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interacción entre las proteínas nucleares y los oligonucleótidos marcados se visualizaron 

por quimioluminiscencia (Thermo Scientific, E.E.U.U.). 

 

8.17 Ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

La cromatina utilizada en este ensayo se obtuvo de células SiHa tratadas o no tratadas con 

calcitriol 1 µM durante 2 horas. La reacción de entrecruzamiento se hizo con formaldehido 

al 1 % durante 15 min. Para la inmunoprecipitación de la cromatina se utilizó el estuche 

EZ-Magna ChIP A-Chromatin Immunoprecipitation Kit (Merck Millipore, E.E.U.U.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Los anticuerpos anti VDR, RXR, VDIR, WSTF 

y γglobulina (Santa Cruz Biotechnology, E.E.U.U.) se usaron para  inmunoprecipitar la 

cromatina. El DNA inmunoprecipitado se amplificó por PCR siguiendo el protocolo de la 

tabla 6 y los oligonucleótidos utilizados se presentan en la tabla 7. 

 

Tabla 6. Condiciones de PCR para el ensayo de ChIP. 
 

95 ºC 2 min Desnaturalización inicial 
95 ºC 30 s 35 

ciclos 

Desnaturalización 
60 ºC 30 s Alineamiento 
72 ºC 30 s Elongación 
72 ºC 30 s Terminación de la elongación 

 

Tabla 7. Oligonucleótidos utilizados para el ensayo de ChIP. 
 

 Oligonucleótido Tamaño del 
fragmento (pb) 

Sentido 5’-TGTGGGACATAGGCTTAGTC-3’ 282 Antisentido 5’-CTTGTCTCTAAGGGCGAATG-3’ 
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8.18 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos de la comparación entre los tratamientos y los 

controles se hizo con la prueba t de Student. El resultado se expresó como la media ± la 

desviación estándar (DE). Un valor de P ≤ 0.05 se consideró estadísticamente significativo. 
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9. Resultados 

9.1 El calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1 

Comenzamos nuestro estudio evaluando el efecto del calcitriol sobre la expresión del gen y 

la cantidad de proteína de hEAG1 en la línea celular SiHa. Encontramos que en estas 

células el calcitriol disminuyó en promedio el 40 % de la expresión del oncogén hEAG1 

(figura 6) efecto que también se reflejó en la disminución de la proteína sintetizada (figura 

7). La comparación de la expresión del oncogén hEAG1 entre la condición calcitriol y la 

condición control se hizo respecto a la expresión del gen constitutivo Gliceraldehído 3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) cuya expresión no varió en las condiciones del 

experimento (figura 8). 

 

 

Figura 6. El calcitriol inhibe la expresión génica del oncogén hEAG1. Las células SiHa fueron 
tratadas con calcitriol 1 µM o 0.1 % de etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA 
total de las células y se cuantificó el mRNA de hEAG1 por la técnica de qPCR. Los datos se 
normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el valor de 1 a la expresión del gen 
hEAG1 en la condición control. Los datos se expresaron como la media ± DE de 3 experimentos 
independientes. * P ≤ 0.05 vs el control. 
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Figura 7. El calcitriol disminuye la cantidad de proteína de hEAG1. Las células SiHa fueron 
tratadas con calcitriol 1 µM o etanol como control. Después de 24 horas de tratamiento las células 
fueron incubadas con anticuerpo anti hEAG1. A) La proteína fue detectada por 
inmunofluorescencia. En color rojo se muestra la señal de hEAG1 y en color azul se muestran los 
núcleos celulares. B) El cambio en la señal del anticuerpo entre el calcitriol y el control se expresó 
en unidades de densidad óptica. Los datos se expresan como la media ± EE. *P ≤ 0.05 vs el control. 

 

9.2 El calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1 a nivel de la transcripción 

Considerando que el calcitriol puede regular la cantidad de mRNA por mecanismos que 

involucran una regulación transcripcional o bien, una regulación postranscripcional, 

comenzamos nuestro estudio indagando sobre el posible mecanismo por el cual el calcitriol 

regula la expresión del gen hEAG1. Para ello, evaluamos la síntesis de mRNA después de 

interrumpir la transcripción con actinomicina D. Como control positivo evaluamos el 
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cambio en la expresión del gen CYP24A1, un gen inducible por el calcitriol. El análisis de 

los datos mostró que el tratamiento con actinomicina D inhibió la síntesis del mRNA tanto 

de CYP24A1 (figura 9A) como de hEAG1 (figura 9B). La síntesis del mRNA de CYP24A1 

y de hEAG1 se recuperó a las 6 horas y 24 horas después de haber retirado el tratamiento 

con actinomicina D respectivamente. El calcitriol aumentó la síntesis del mRNA de 

CYP24A1 mientras que la síntesis de mRNA de hEAG1 se mantuvo inhibida. De este 

experimento concluimos que el calcitriol mantiene a la baja la expresión del gen hEAG1 a 

través de un mecanismo de regulación transcripcional. El tratamiento con actinomicina D 

no afecto la expresión del gen constitutivo (GAPDH) utilizado en el análisis de los datos 

(figura 10 y Tabla 8). 

 

GAPDH 

Control Calcitriol 

14.97 
15.28 
14.91 
15.31 
15.32 

 

15.76 
15.67 
15.72 
15.75 
15.70 

 

hEAG1 

Control Calcitriol 
25.62 
26.03 
25.59 
25.49 
26.21 

27.15 
27.14 
27.51 
27.02 
27.19 

Figura 8. El calcitriol no modifica la expresión del gen de GAPDH. Las células SiHa fueron 
tratadas con calcitriol 1 µM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total de 
las células y se comparó la expresión de los genes de GAPDH (A) y hEAG1 (B) en la condición 
control y la condición calcitriol. A la derecha se indica el número de ciclo en el que los genes 
amplificaron en  la respectiva condición experimental. 
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9.3 El promotor del oncogén hEAG1 contiene elementos de respuesta negativos al 

calcitriol 

Considerando que nuestro estudio con actinomicina D sugirió que la expresión del gen 

hEAG1 es inhibida por el calcitriol vía transcripcional, proseguimos a identificar elementos 

reguladores cis de tipo nVDRE en la región promotora del gen hEAG1. El análisis se hizo 

con un fragmento de 3943 pb ubicado en el extremo 5´ UTR del gen hEAG1. La secuencia 

se sometió a un análisis in silico usando la herramienta de Genomatix MatInspector 

(www.genomatix.de). El resultado del análisis mostró que la región 5’ UTR del gen de 

hEAG1 contiene varios elementos reguladores del tipo caja E (figura 11). También 

analizamos el contenido de bases guanina (G) y citosina (C) de la región 5’ UTR de hEAG1, 

en promedio el contenido de GC fue del 42 %, sin embargo, la distribución de estas bases 

nitrogenadas no es homogénea, habiendo un contenido del 85 % alrededor del sitio de 

inicio de la transcripción (figura 12). 

 

9.4 Expresión de los factores transcripcionales VDR y VDIR en las líneas celulares de 

cáncer cervical SiHa y C33A 

El factor transcripcional VDR es la proteína clave de las acciones genómicas del calcitriol. 

El VDR unido al calcitriol puede activar o inhibir la expresión de genes. Estudios previos 

de Avila E 2010 mostraron que la línea celular SiHa tiene VDR y que es una proteína 

funcional. Evaluamos la expresión del VDR en otra línea celular de cáncer cervical: C33A. 

Encontramos que las células C33A no expresan al VDR (figura 13A). Por otro lado, 

teniendo en cuenta que el factor transcripcional VDIR es la proteína que participa en la 

inhibición de la expresión génica mediada por el calcitriol, evaluamos su expresión en las 
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líneas celulares de cáncer cervical SiHa y C33A y encontramos que ambas líneas celulares 

expresan el VDIR (figura 13B). 

 

 

 

Figura 9. El calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1 a través de un mecanismo 
transcripcional. Las células SiHa fueron tratadas con actinomicina D 2.5 µg/ml. Después de dos 
horas el medio de cultivo se cambió por medio con calcitriol 1 µM o etanol como control. Se 
extrajo el RNA total a los tiempos indicados para evaluar por qPCR la expresión de CYP24A1 (A) 
y de hEAG1 (B). Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el 
valor de 1 a la expresión del gen hEAG1 en la condición control. Los datos se expresaron como la 
media ± DE de 3 experimentos independientes. *P ≤ 0.05 vs el control. 
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GAPDH 
Actinomicina D - + 

Tiempo Ciclo Promedio DE Ciclo Promedio DE 

0 h 
12.46 
12.65 
12.75 

12.62 0.15 
12.70 
12.85 
12.79 

12.78 0.08 

2 h 
12.96 
12.82 
12.73 

12.84 0.12 
12.90 
13.26 
12.95 

13.04 0.20 

4 h 
12.84 
12.79 
13.44 

13.02 0.36 
12.81 
13.28 
12.95 

13.01 0.24 

6 h 
12.88 
13.02 
12.78 

12.89 0.12 
12.80 
12.93 
13.17 

12.97 0.19 

24 h 
12.81 
13.06 
12.98 

12.95 0.13 
13.07 
13.05 
13.42 

13.18 0.21 

48 h 
12.87 
12.89 
13.00 

12.92 0.07 
12.88 
13.03 
12.58 

12.83 0.23 

Tabla 8. La actinomicina D no afecta la expresión de gen constitutivo GAPDH. 

 

Figura 10. El calcitriol no modifica la expresión del gen de GAPDH. Las células SiHa fueron 
tratadas con calcitriol 1 µM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total de 
las células y se comparó la expresión del gen en las condiciones con y sin actinomicina D.  
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-4000……….AGAATAGCTTAGGGCACTTGGAAGGATATAATTCAATTCTACAAACATT	  

     Caja E  
TCACACTATCTATTGGGTTAACCATGGGTGAGTGTAGACCCACATCAGTGCATTCTTTTCC
CCAGTCAATTAGATTCAGGGACTAGTATTTCCTTTGAAGCAGATTCTGTCCATTCTCCCAA
CACTAGGGAAATACATCTATAGCAGGGAATCTTTTTTTTTTTCAATGGATATAGTCTGCCC
AACATTCTTCCTATAAGATTATTCAAATAGAAGTTTTGTTAACAGAAATCACATATAATAA
GTCAGTCAGTCATTGGGCTATAGAAGCTGAAATTTCTCATGCTGCAAATTCCTCCACTTTT
AGATATTTAGATATTTCACTCCTGGTGGCTGAGTAGTGAAGTCGCCTCTATGTTCAATTTC
TCCTCCGCTTAAGTTGCTAATGACGATGCATCCATGGCCTGCCCCTTCCAGCTCGCAGACC
TAGGACTCACAGGCAACTTTCCTATGTTAGAGAGGTTCCTGGCTTTCTAAAATCTGTCACC
CACACCATGTGGTCTTAATGGAAGGAAAAATGAAGTTCCTG 
      Caja E  
CTTTATATGATAACATTTGCCCCTTCTGATGTGT………………………………………………………………………
…………………………CAATTGGTTTGCCATGGTACATTGGTATATTGTGAATCCTTTAGAAATCTG
TTACCAAGTTTTGACAAATCTGTAAGATTAAAGTTTACTCTAACTGAGATTCCCATATTAC

AGAGGTAGATCTCAGACAGAACTTTAAGTTGAGCAGGTGCTGGAACTGAATG                                                                                                                                                                         
Caja E                Caja E 

TCAAGGAGGGAACAAAAGGTGGCAAGTAAAAGGTAAGAAGCACAGTATCCCGTCAACTAGC
ACCAAGAAAGAGGGAGTGTTTACTGG.…………………………………………………………………………………………
……………………………………………………………………………TTGAACAAACGACCGTTGTCTTAGCCCCTGTC
CAGAAACCTTGGGTGTATGTGGTTCTTCCGTATACCAGGGGTCAGCTGTAAA 

        Caja E   Caja E                
AACTAACTGTATCCTCTGCACTACAGACTACCCTTCAAGCCAAAGCCACGGTTGCTTAATT
AATGCTGCCCCTCTCCTGAGCATTCGCCCTTAGAGACAAGTCCACCCCTTTGATGTTTGTC
AGGCAGTTTGATACTGATCATACCAAACATCAGGAGCCTGCATTTGTGTCTACGGTAAAAA
CAACCCAAGACAACTCTTCTGAAGCTGAATCTGCCAGTCACTCTAAATCTGCACTATTGCA
ATACGACTTCATTAATTACTGCTCAAACACTGGCCTAGAATCAAGGTGGGGCAACTTTCAC
TAGTCAGGCTAACCTTACAGGAAGGCAAGAAGGTGTTCCCAGAGCCTCACAGGTCCCGGGG
GCCCCGGCCTGAAACAGAGCAAAGGAAGAGAGTTACATCAGCACGCTCCCCTAAGACTTGT
TGGGGGTGAATCCGCCCTGAAAGCTGCTCACAATGCCCTCCTCTCCACCCAGCCCATGGCA
CATCCTGAACACATTTCCCGGCTGAACCCAGAGGGTGGCGCTGCCGTCCCAGCCTTGGTCC
ACGGCCGCCCGCCACTTCCCTGCCTCTGCGGGAGCCCCCCAGCTTGGTCTCCCGCAGGCCG
GCGGTGGGGCACGAGCCCGGTAGGGGGCGCCGCCGGCCCAGGCGCCGCTGCTCCCTCCGCC
CACCCGGAGGCGGCTGCCGCTAGCCGAGGCCGGCGCG 

    +1 => 
TSS 

AGTGCACTGCGAGGCGGGCCGCAGGGAGGGAGGCGCGAAGAGGGCGCGAGGGTAGCAGC
CAGAGGGAGCCGCCAGCCCTG……………ATG 
 
Figura 11. Representación del análisis in silico de la secuencia de 3943 nucleótidos de la región 
promotora del gen hEAG1. En color amarillo se indica el sitio de inicio de la traducción ATG, a 
partir del cual y en dirección 5’ se consideró una secuencia de 4000 nucleótidos para caracterizar el 
promotor de hEAG1. En fondo azul se indica el oligonucleótido reverso utilizado en combinación 
con cinco oligonucleótidos directos; mostrados en fondo gris, para obtener las diferentes 
construcciones de la secuencia de 3943 nucleótidos. El sitio de inicio de la transcripción descrito y 
las cajas E identificadas in silico con puntajes de similitud con la matriz >0.8 se indican por su 
nombre. 
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Figura 12. Distribución del contenido de GC en la región 5’ UTR de 3943 pb del oncogén 
hEAG1. El sitio de inicio de la transcripción se ubica en la posición 13. El contenido de adeninas 
fue del 29 % (1153), timinas del 29 % (1129), guaninas del 22 % (868) y citosinas del 20 % (793). 
 

 

Figura 13. Expresión de los factores transcripcionales VDR (A) y VDIR (B) en las líneas 
celulares de cáncer cervical SiHa y C33A. El extracto celular de las células SiHa y C33A se 
separó por SDS-PAGE. La detección de las proteínas de interés se hizo con los anticuerpos anti-
VDR, anti-VDIR y anti-GAPDH. 

 

9.5 El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 a través de un mecanismo 

dependiente del VDR 

Evaluamos en una línea celular carente del VDR (línea celular C33A), el efecto del 

calcitriol en la expresión de los genes CYP24A1 y hEAG1. El estímulo de las células con 

calcitriol no tuvo efecto en la expresión de los genes respecto al control (figura 14A). Al 
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estimular con calcitriol las células C33A transfectadas con 100 ng de vector de expresión 

del VDR (figura 14B) se activó la expresión del gen CYP24A1 mientras que, la expresión 

del oncogén hEAG1 se inhibió 30 % (figuras 14A). En las células transfectadas con 200 y 

400 ng de vector de expresión del VDR el calcitriol activó la expresión del oncogén 

hEAG1 en 60 % (figura 15).  

 

Figura 14. El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 a través de un mecanismo 
dependiente del VDR. A) Las células C33A transfectadas o no con 100 ng de un vector de 
expresión del VDR se trataron con calcitriol 1 µM o etanol como control. Después de 24 horas se 
extrajo el RNA total y se cuantificó el mRNA de CYP24A1 o de hEAG1 por la técnica de qPCR. 
Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo de GAPDH asignando el valor de 1 a la 
expresión del gen CYP24A1 o hEAG1 en la condición control. Los datos se expresaron como la 
media ± DE de 3 experimentos independientes. *P ≤ 0.05 vs el control. B) La transfección de las 
células C33A con el vector de expresión del VDR se verificó por Western Blot. El extracto celular 
de las células C33A transfectadas se separó por SDS-PAGE. La detección de las proteínas de 
interés se hizo con los anticuerpos anti-VDR y anti-GAPDH. 1. Células C33A no transfectadas; 2. 
Células C33A no transfectadas y tratadas con calcitriol; 3. Células C33A transfectadas con 100 ng 
de un vector de expresión del VDR. 

 

9.6 El promotor proximal del oncogén hEAG1 responde al calcitriol inhibiendo su 

actividad transcripcional 

Para determinar si la región 5’ UTR del oncogén hEAG1 es funcionalmente activa para 

regular la transcripción, un fragmento de nucleótidos que abarcó 3943 nucleótidos se 
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insertó al vector reportero pGL4.10, asignado como p3943. La actividad del promotor se 

midió por transfección de la construcción p3943 en células SiHa. La construcción p3943 

incrementó 200 veces la actividad transcripcional respecto al vector vacío (pGL4.10) 

indicando que la región 5’ UTR de 3943 nucleótidos tenía actividad de promotor (figura 

16).  

Para identificar la región del promotor con actividad reguladora cis al calcitriol  evaluamos 

la actividad transcripcional de las construcciones p3943 y p832 en células SiHa tratadas 

con calcitriol o etanol como control. La actividad transcripcional se interpretó como el 

cambio en las unidades de la actividad enzimática luciferasa del calcitriol respecto al 

control. La construcción p832 mostró un efecto inhibitorio sobre la transcripción en 

presencia de calcitriol, mientras que la construcción p3943 tuvo la misma actividad 

transcripcional en presencia o ausencia de calcitriol (figura 16). 

 

Figura 15. El calcitriol activa o reprime la expresión del oncogén hEAG1 dependiendo de la 
cantidad presente de VDR en las células. Las células C33A transfectadas o no con 
concentraciones crecientes de un vector de expresión del VDR (100, 200 y 400 ng) se trataron con 
calcitriol 1 µM o etanol como control. Después de 24 horas se extrajo el RNA total y se cuantificó 
el mRNA de hEAG1 por la técnica de qPCR. Los datos se normalizaron usando el gen constitutivo 
de GAPDH asignando el valor de 1 a la expresión del gen hEAG1 en la condición control. Los 
datos se expresaron como la media ± DE de 3 experimentos independientes. *P ≤ 0.05 vs el control. 

Control 
Calcitriol 
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Figura 16. El promotor proximal del oncogén hEAG1 responde al calcitriol inhibiendo su 
actividad transcripcional. Las células SiHa fueron transfectadas de manera independiente con las 
construcciones p3943, p832 o pGL4.10 como control negativo. Las células se trataron con calcitriol 
1 µM o etanol como control y se evaluó la actividad de las luciferasas. Los datos se expresan como 
la media ± DE de tres experimentos independientes. *P ≤ 0.05 vs el control. 

 

Ahora bien, con el objetivo de confirmar que la presencia del VDR es fundamental en el 

mecanismo molecular que el calcitriol utiliza para reprimir la expresión del gen hEAG1, 

evaluamos en la línea celular C33A la actividad transcripcional de la construcción p832. La 

línea celular C33A transfectada con la construcción p832 se trató con calcitriol y no mostró 

cambio en la actividad enzimática luciferasa respecto al control (figura 16). Sin embargo, 

un cambio sobre la actividad enzimática luciferasa se observó en células C33A 

transfectadas con concentraciones crecientes de un vector de expresión del VDR (100, 200 

y 400 ng). Las células transfectadas con 100 ng del vector de expresión del VDR y tratadas 

con calcitriol mostraron una disminución de la actividad enzimática luciferasa mientras que, 

las células transfectadas con 200 y 400 ng de vector de expresión del VDR respondieron al 

calcitriol activando la transcripción del gen reportero de la luciferasa (figura 17). En 
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conjunto éstos datos indicaron que en el promotor proximal del gen hEAG1 se encuentran 

contenidos nVDRE responsables de la inhibición transcripcional de éste gen por el 

calcitriol y confirman la importancia del VDR en el mecanismo molecular del calcitriol 

sobre la expresión del gen hEAG1. 

 

Figura 17. El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 vía el factor transcripcional 
VDR. Las células C33A fueron transfectadas con concentraciones crecientes del vector de 
expresión del VDR (100, 200 y 400 ng). Las células se trataron con calcitriol 1 µM o etanol como 
control y se midió la actividad de las luciferasas. Los datos se expresan como la media ± DE de tres 
experimentos independientes. *P ≤ 0.05 vs el control. 

 

9.7 El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 vía un elemento regulador cis 

del tipo caja E 

La secuencia localizada a -771 / -777 pb del sitio de inicio de la transcripción corresponde a 

un elemento regulador cis tipo caja E por lo que, considerando los reportes de Kato S et al, 

2007; Kim MS et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012; Lundqvist et al, 2013 esta secuencia 

puede ser reconocida por los factores transcripcionales VDIR, WSTF y VDR/RXR. Para 
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conocer si este mecanismo también ocurre en la secuencia -7771 / -777 generamos una 

mutante de la construcción p832. El cambió se hizo en la secuencia comprendida entre -771 

/ -777 correspondiente a un par de cajas E separadas por un nucleótido. La actividad 

transcripcional de la construcción silvestre p832 y de la construcción mutada p832mut se 

comparó en presencia de calcitriol en células SiHa. La actividad transcripcional de la 

construcción p832mut es similar en presencia o ausencia de calcitriol (figura 18). La 

pérdida del efecto del calcitriol en la inhibición de la actividad transcripcional de p832mut 

(figura 19) indica la importancia de las cajas E ubicadas entre -771 / -777 y que son estas 

cajas E las que dan identidad al nVDRE ubicado en el promotor proximal del gen hEAG1. 

 

9.8 El factor transcripcional VDIR se une al elemento de respuesta -771 / -777 

Para determinar si las proteínas nucleares de las células SiHa se unían in vitro a la 

secuencia de nucleótidos -771 / -777 realizamos ensayos de movilidad electroforética con 

sondas marcadas radiactivamente. Las sondas usadas correspondieron a: una secuencia 

consenso tipo caja E (Kim MS et al, 2007), una secuencia correspondiente al elemento de 

respuesta -771 / -777 y una secuencia mutada del elemento de respuesta -771 / -777 (figuras 

20A y B). El complejo DNA-proteína formado por la secuencia consenso y las proteínas 

nucleares se consideró como nuestro control positivo. La secuencia -771 / -777 generó la 

formación de un complejo DNA-proteína similar al del control positivo (figura 20A carril 

3) mientras que  la formación del complejo DNA-proteína disminuyó con la secuencia 

mutada de -771 / -777 (figura 20B carril 2). Estos resultados indicaron que in vitro el 

elemento regulador cis -771/-777 es reconocido por proteínas nucleares.  
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La identidad del factor de transcripción unido a la secuencia -771 / -777 se evaluó con el 

uso de un anticuerpo específico para el factor transcripcional VDIR. En presencia del 

anticuerpo la intensidad del complejo disminuyó sugiriendo que el sitio de interacción del 

VDIR al DNA fue bloqueado por el anticuerpo (figura 20A carril 4). Para descartar que la 

pérdida en la señal de la banda se debiera a interacciones inespecíficas entre el anticuerpo 

anti-VDIR y el VDIR, comparamos la señal de la banda usando un anticuerpo no 

relacionado, una IgG de ratón. En presencia de la IgG la intensidad del complejo DNA-

proteína fue la misma respecto a la intensidad de la sonda control (figura 20A carril 5).  

La especificidad de la unión del VDIR a la secuencia -771 / -777 se comprobó́ mediante 

experimentos de competencia añadiendo un exceso de sonda no marcada como competidor. 

En dichos experimentos observamos que un exceso de la sonda no marcada fue capaz de 

competir la interacción con la misma sonda marcada (figura 20C).  

La incubación de las proteínas recombinantes VDR, RXR y VDIR en sus formas E12 y 

E47 con la sonda -771/-777 mostró que la formación del complejo DNA-proteína en 

ausencia de calcitriol solo se forma si el VDR, el RXR y el VDIR en cualquiera de sus dos 

formas se encuentran al mismo tiempo en la reacción (figura 20D, carriles 5 y 6). En 

presencia de calcitriol el complejo DNA-proteína tiende a disociarse (figura 20D, carriles 

11 y 12) siendo más marcada la disociación con la forma E47 de VDIR (figura 20D, carril 

12). 

9.9 Los factores transcripcionales VDR, RXR, VDIR y WSTF participan en el mecanismo 

molecular que utiliza el calcitriol para inhibir la expresión del oncogén hEAG1 

La funcionalidad in vivo del elemento de respuesta -771 / -777 se evaluó por ensayos de 



	   49	  

inmunoprecipitación de la cromatina. Se utilizaron anticuerpos contra las proteínas VDR, 

RXR, VDIR y WSTF para inmunoprecipitar la cromatina de células SiHa tratadas o no con 

calcitriol. La unión de las proteínas al DNA se determinó mediante PCR. La amplificación 

de una banda de 230 pb indicó la formación de un complejo entre el DNA y la proteína 

evaluada. Nuestros datos mostraron que en ausencia de calcitriol el VDR, el RXR, el VDIR 

y el WSTF están formando un complejo con la región de DNA -771 / -777 (figura 21). Por 

otro lado, en presencia de calcitriol el VDR, el RXR y el WSTF son disociados del 

complejo (figura 21). 

 

Figura 18. El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 vía un elemento de respuesta 
de tipo caja E. Las células SiHa fueron transfectadas con el plásmido p832 silvestre o mutado. Las 
células se trataron con calcitriol 1 µM o etanol como control y se evaluó la actividad de las 
luciferasas. Los datos se expresan como la media ± DE de tres experimentos independientes. *P ≤ 
0.05 vs el control. 
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Figura 19. Mutante de la secuencia -771 / -777 del promotor del oncogén hEAG1. Alineamiento 
de la secuencia reportada del promotor hEAG1 y la mutante de la construcción p832. El cambio 
generado en la secuencia -771 / -777 se indica en fondo rojo. El alineamiento se hizo con el 
programa en línea ClustalW2.  
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Figura 20. El factor transcripcional VDIR se une al elemento de respuesta tipo caja E. 
Extractos nucleares de células SiHa se incubaron con sondas de DNA marcadas con 32P que 
contenían las secuencia consenso de una caja E (A carril 2), la secuencia de una caja E del gen 
hEAG1 (A carril 3 y B carril 1) y la secuencia mutada de la caja E del gen hEAG1 (B carril 2). Las 
reacciones se preincubaron con 3 µg de anticuerpo anti-VDIR o anticuerpo anti-IgG. C) Ensayos de 
competencia D) Las proteínas recombinantes VDR, RXR y VDIR (E12 y E47) obtenidas por 
traducción in vitro se incubaron con sonda marcada con 32P de la caja E del promotor de hEAG1 en 
presencia o ausencia de calcitriol. Las reacciones de unión se separaron en geles de poliacrilamida. 
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Figura 21. El mecanismo de represión del calcitriol sobre el gen de hEAG1 involucra la 
participación de las proteínas VDR, RXR, VDIR y WSTF. Las células SiHa se trataron con 
calcitriol 1 µM o con etanol como control. Después de dos horas las proteínas unidas al DNA se 
entrecruzaron con formaldehído al 1 %. Se usaron los anticuerpos anti-VDR, anti-RXR, anti-VDIR 
y anti-WSTF para inmunoprecipitar la cromatina. Como control negativo se utilizó γglobulina de 
ratón. El DNA inmunoprecipitado se uso como templado para la amplificación del elemento 
regulador cis -771/-777 por PCR. El experimento se repitió 3 veces dando siempre los mismos 
resultados. 
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10. Discusión 

Actualmente se sabe que la expresión génica de diferentes proteínas de membrana como 

son los canales iónicos tipo potencial transitorio del receptor vaniloide (TRPV) 5 y 6 (Wu 

Y et al, 2011) y el cotransportador tipo II de sodio dependiente de fosfato (NaPi) (Kido SL 

et al, 2013) son regulados por el calcitriol. Se ha descrito que estas proteínas de membrana 

están involucradas en el metabolismo del calcio y el fósforo por lo que la acción del 

calcitriol sobre éstas proteínas está dada en el contexto de la fisiología del intestino. Por 

otro lado, es de llamar la atención que el hEAG1 no siendo un blanco fisiológico del 

calcitriol si lo sea en un contexto patológico, como es el cáncer. Aunque esta situación 

podría considerarse controversial, en nuestro laboratorio se ha reportado que el calcitriol 

inhibe la expresión del gen hEAG1 en diferentes líneas celulares de cáncer y el presente 

trabajo muestra evidencia sobre el mecanismo molecular por el cual el calcitriol puede 

inhibir la expresión del oncogén hEAG1 en el contexto del cáncer cervical, lo cual muestra 

que dicho proceso biológico es de interés biomédico.  

Nuestro laboratorio reportó que el calcitriol reprime la expresión del gen hEAG1 en las 

líneas celulares de cáncer cervical SiHa y HeLa (Avila E et al, 2010). Ambas líneas 

celulares tienen integrado el genoma del virus del papiloma humano 16 y 18 

respectivamente. La infección por estos virus es el principal agente etiológico del 

carcinoma cervicouterino. Se ha demostrado que las proteínas oncogénicas E6 y E7 

codificadas en el genoma de éstos virus promueven la expresión del oncogén hEAG1 (Diaz 

L et al, 2009). Considerando que la expresión de hEAG1 en la línea celular SiHa es 

abundante decidimos llevar a cabo nuestro trabajo experimental en esta línea celular.  
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El canal iónico de potasio hEAG1 se ha encontrado expresado en una gran variedad de 

tumores de diferente origen histológico (Pardo L y Stühmer W 2014). Muchos esfuerzos se 

han hecho para determinar cómo es que este canal iónico participa en el desarrollo y la 

progresión del cáncer. En nuestro estudio identificamos de manera in silico que el 

contenido de CG alrededor del sitio de inicio de la transcripción del gen hEAG1 es muy 

elevado (80 %). Esta observación sugiere que la estructura de la cromatina en el gen 

hEAG1 se encuentra fuertemente compactada impidiéndose su expresión génica. En el 

cáncer es posible que la estructura compactada de la cromatina se pierda y esto conlleve a 

la expresión del oncogén hEAG1 en las células tumorales. En el promotor del oncogén 

hEAG1 se ha descrito un elemento regulador cis al factor de transcripción E2F ubicado a -

12 /- 28 nucleótidos del sitio de inicio de la transcripción (Lin H et al, 2011). E2F activa la 

transcripción de genes implicados en la regulación del ciclo celular como el gen de la 

cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2) y el gen de la ciclina E (Dante RA 2014). Es 

posible que al relajarse la estructura de la cromatina del gen hEAG1 el elemento regulador 

cis para E2F quede expuesto favoreciéndose la transcripción del gen. A pesar del 

conocimiento hasta ahora generado sobre la activación de la expresión de hEAG1, poco se 

sabe sobre su regulación epigenética y sus mecanismos de inhibición transcripcional. Con 

el objetivo de ampliar el conocimiento de la regulación transcripcional y entender el 

mecanismo molecular que el calcitriol utiliza para inhibir la expresión del oncogén hEAG1 

clonamos su promotor e identificamos que la región 5’ UTR del oncogén hEAG1 contiene 

una secuencia 5’- CAGGGGTCAGCTG -3’ que comprende los nucleótidos -771 / -777 y 

que coincide con la secuencia consenso de un elemento regulador cis del tipo caja E. El 

análisis de la secuencia -771 / -777 mediante ensayos de movilidad electroforética 

demostraron que la secuencia -771 / -777 es un sitio de unión al VDIR. Estos datos 
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indicaron que el mecanismo molecular del calcitriol sobre la inhibición de la transcripción 

del oncogén hEAG1 compartía similitud con los mecanismos de inhibición transcripcional 

de los genes CYP27B1, CYP19A1 y CYP21A2 (Kim et al, 2007; Lundqvist J et al, 2012; 

Lundqvist J et al, 2013), en donde el mecanismo involucra la unión del VDIR a un 

elemento de regulación cis del tipo caja E. Por otro lado, la mutación en tan sólo dos 

nucleótidos de la secuencia -771 / -777 (5’- CAGGGtTtAGCTG -3’) redujo 

considerablemente tanto su competición como el efecto del calcitriol sobre la inhibición de 

la actividad transcripcional. Se ha reportado en el promotor del gen de la lipasa hepática un 

polimorfismo de una caja E en donde el cambio de un solo nucleótido (C514T) es 

suficiente para bloquear la unión del factor transcripcional al DNA (Zambon A 2003).  

En conjunto estos resultados soportan la hipótesis de que el VDIR es el factor 

transcripcional que se une al elemento de regulación cis localizado a -771 / -777. 

El factor de transcripción VDIR pertenece a la familia de proteínas E que funcionan como 

reguladores de la transcripción de procesos de desarrollo tanto de vertebrados como de 

invertebrados. En los mamíferos se conocen cuatro proteínas E: E12, E47, E2-2 y HEB 

(Wang D et al, 2006). La proteína VDIR es E47 (Kim MS et al, 2007) y nuestros resultados 

de movilidad electroforética con proteínas recombinantes sugieren que VDIR se encuentra 

formando un heterodimero con la proteína E12, esta observación es muy importante pues se 

sabe que las proteínas E pueden unirse al DNA formando homodimeros que funcionan 

como activadores de la transcripción o bien, pueden unirse al DNA formando 

heterodimeros que funcionan como activadores o inhibidores de la transcripción (Kee BL et 

al, 2009). Con base en nuestros datos esta posibilidad podría estar ocurriendo en el 

mecanismo molecular del calcitriol sobre la inhibición de la expresión del oncogén hEAG1.  
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La interacción de VDIR con el VDR juega un papel muy importante para que el calcitriol 

pueda inhibir la expresión de sus genes blanco (Kim MS et al, 2007, Lundqvist J et al, 

2012; Lundqvist J et al, 2013). La inhibición de la expresión del oncogén hEAG1 por el 

calcitriol no es la excepción a este mecanismo. La respuesta de los diferentes órganos 

blanco al calcitriol depende de la cantidad y biodisponibilidad del VDR. En este sentido 

nuestros ensayos de expresión de genes y de transactivación en la línea celular C33A, 

mostraron que en ausencia del VDR el calcitriol no puede inhibir la expresión del oncogén 

hEAG1 y más llamativo fue observar que la presencia del VDR en la célula no es un 

indicador de que el calcitriol pueda inhibir la expresión del oncogén hEAG1. Por otro lado, 

la sobreexpresión del VDR en la línea celular C33A activó la expresión del oncogén 

hEAG1, una respuesta que potencialmente favorecería los efectos oncogénicos de hEAG1. 

Esos datos muestran claramente que debe existir un equilibrio estequiométrico finamente 

regulado entre los factores transcripcionales para que, en su caso, el mecanismo de 

inhibición transcripcional por el calcitriol se lleve a cabo. Los niveles intracelulares de 

VDR son regulados tanto por ligandos del VDR como por hormonas, factores de 

crecimiento que no unen VDR (Brown AJ et al, 1999) y el miRNA-125b (Mohri T et al,  

2009). La regulación, que afecta al control de la transcripción y la estabilización del RNA 

mensajero del VDR así como a la síntesis y degradación de la proteína, es específica en 

cada tejido o célula ya que el calcitriol activa la transcripción del VDR en las glándulas 

paratiroides y el riñón y no en el intestino (Brown AJ et al, 1999). La cantidad de VDR en 

la célula blanco depende también de muchos otros factores, como el estado de proliferación 

y diferenciación de la célula, las rutas celulares activadas en un determinado momento así́ 

como la expresión diferencial de cofactores que intervienen en las acciones del VDR como 

factor de transcripción (Brown AJ et al, 1999). 
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En conjunto nuestros resultados nos llevan a proponer que el mecanismo molecular por el 

cual el calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1 involucra la participación de los 

factores transcripcionales VDR, RXR, VDIR y WSTF. Estos factores transcripcionales 

forman un complejo multiproteico que en ausencia de calcitriol está unido a un elemento de 

respuesta del tipo caja E ubicado en el promotor proximal del oncogén hEAG1 (figura 22A). 

En presencia de calcitriol se da la disociación del VDR, el RXR y el WSTF del complejo 

multiproteico quedando únicamente el VDIR unido a la caja E del promotor de hEAG1 

(figura 22B). 

 

Figura 22. Resumen gráfico del mecanismo molecular del calcitriol para reprimir la expresión 
del oncogén hEAG1. A) En ausencia de calcitriol los factores transcripcionales VDIR, VDR, RXR 
y WSTF forman parte del complejo de proteínas asociadas al elemento regulador cis del tipo caja E. 
B) En presencia de calcitriol las proteínas VDR, RXR y WSTF se disocian del complejo. 

En resumen, establecimos las bases de los estudios hechos en nuestro laboratorio que 

muestran que el calcitriol inhibe la expresión del oncogén hEAG1 y se apoya la idea de que 

el calcitriol, de manera fisiológica, podría estar involucrado en las etapas tempranas del 

cáncer, es decir, actuando en la primera línea de defensa contra el crecimiento tumoral, 

junto con otros mecanismos descritos.  
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11. Conclusión 

El calcitriol reprime la expresión del oncogén hEAG1 mediante un mecanismo de 

regulación transcripcional que involucra un elemento de respuesta negativo en el promotor 

proximal del gen. Dicho elemento de respuesta corresponde a una secuencia de tipo caja E 

(ubicada a -771 / -777 nucleótidos del sitio de inicio de la transcripción) y es reconocida 

por el factor transcripcional VDIR. En el mecanismo propuesto para explicar la represión 

de la expresión génica de hEAG1 por el calcitriol participan los siguientes factores de 

transcripción: VDIR, VDR, RXR y WSTF. 
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