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RESUMEN 

Los receptores del factor de crecimiento epidérmico 1 y 2 (EGFR, HER2) son 

expresados en varios tipos de cáncer de mama y su sobreexpresión está 

relacionada a fenotipo más agresivo. El gefitinib (ZD1839, Iressa) inhibe la tirosina 

cinasa del EGFR. Además, es un potente inhibidor de la proliferación tanto de 

células que sobreexpresan este receptor así como también, en aquellas que 

adicionalmente expresan el HER2.  

Siguiendo la línea en tratamientos oncológicos, existe una molécula con potente 

actividad antineoplásica llamada vitamina D o calcitriol. Estudios epidemiológicos 

han demostrado una estrecha relación entre la deficiencia de la vitamina D y el 

riesgo a desarrollar diversos tipos de cáncer. Por ejemplo: cáncer de mama.  

El objetivo de este estudio fue determinar el posible efecto sinérgico del gefitinib y 

el calcitriol, en la inhibición de células tumorales de glándula mamaria humana. 

Las concentraciones efectivas 50 (CE50) se determinaron en base a las curvas 

dosis respuesta de los estudios de proliferación celular utilizando el ensayo de 

XTT. A través de la ecuación de Chou-Talalay, se obtuvo el índice de 

combinación, el cual permitió evaluar la interacción de los compuestos.   

Los resultados obtenidos demostraron que el gefitinib y el calcitriol a una CE50 de 

1 x 10-7 M y 4.07 x 10-8 M respectivamente, inhiben la proliferación de las células 

SUM-229PE de manera dependiente a la concentración. Los valores de la CE50 

del gefitinib en células derivadas de biopsias de carcinoma mamario (CAM), fueron 

10 veces mayores a los obtenidos con la SUM-229PE. Las combinaciones entre el 

gefitinib y el calcitriol resultaron ser más efectivas al reducir de manera 

significativa el crecimiento celular. Mientras que al realizar estudios por separado 

del inhibidor específico del EGFR y del secoesteroide, el efecto farmacológico fue  

menor. 

El gefitinib en combinación con calcitriol presentan efecto sinérgico para inhibir la 

proliferación in vitro de células tumorales de glándula mamaria humana. 
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INTRODUCCIÓN 

El término cáncer, designa  un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar 

a cualquier parte del cuerpo. Se caracteriza por un incremento anormal de células. 

Existe una continua división celular que produce acumulaciones de células o 

bultos anómalos comúnmente llamados tumores los cuales pueden ser benignos o 

malignos. En el caso de un tumor benigno, las células se multiplican de forma 

descontrolada, pero no se extienden a otras partes del organismo. Sin embargo, si 

el tumor es maligno, las células que lo forman tienen capacidad para extenderse a 

otros órganos. Esta última condición es denominada cáncer. Una vez que las 

células comienzan a propagarse, se denomina metástasis [1]. 

El cáncer de mama es una neoplasia maligna en la que el proceso proliferativo 

afecta las células que constituyen los lóbulos y conductos mamarios. Cada lóbulo 

está formado de partes más pequeñas llamadas lobulillos, los cuales contienen 

grupos de glándulas diminutas que pueden producir leche. Esta es transportada 

desde los lobulillos al pezón por los conductos mamarios. Toda la mama está 

irrigada por vasos sanguíneos y linfáticos, a través de ellos se produce la 

diseminación a distancia de las células tumorales dando origen a la metástasis. 

Los vasos linfáticos transportan y conducen la linfa a órganos más pequeños 

llamados ganglios linfáticos los cuales  presentan agrupación en  racimos cerca de 

la mama, a la altura de la axila (Figura. 1) [1]. La mayoría de los casos de cáncer 

mamario comienza en los conductos o lóbulos. Aproximadamente, 75% de los 

casos en cáncer de mama comienza en las células que recubren internamente los 

conductos de la leche y es denominado carcinoma ductal. Si la enfermedad se ha 

diseminado fuera del conducto hacia el tejido circundante, se denomina carcinoma 

ductal invasivo o infiltrante. La enfermedad que no se ha diseminado se designa 

“in situ”. El cáncer que comienza en los lobulillos se conoce como carcinoma 

lobulillar. Este tipo de neoplasia al igual que el ductal puede ser invasivo o in situ. 

El principal sitio de metástasis en cáncer de mama suele ser los ganglios linfáticos 

axilares. 
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Figura 1. Esquema de la anatomía de la mama.  a) Lóbulos y conductos dentro del 

seno. b) ganglios linfáticos [1]. 

 

CAPÍTULO 1. Cáncer de mama 

1.1. Generalidades  

El cáncer de mama es la neoplasia maligna más frecuente en la población 

femenina. Es un problema de salud pública tanto en países desarrollados como en 

los subdesarrollados. En estos últimos se ha evidenciado un incremento en su 

frecuencia y mortalidad [2]. Todos los años más de un millón de mujeres alrededor 

del mundo son diagnosticadas con cáncer de mama, lo que representa una 

incidencia del 23%. Este tipo de cáncer causa más de 410,000 muertes todos los 

años, lo que representa cerca del 14% de mortalidad de cáncer en mujeres [3]. 

En México, el cáncer de mama es causante de un número mayor de muertes en 

comparación con el cáncer cérvicouterino (Figura 2). En la actualidad, es la 

segunda causa de muerte más común en mujeres mexicanas entre 30 y 54 años y 

la tercera más frecuente entre el grupo de 30 a 59 años después de la diabetes y 

las cardiopatías [4]. 

b) 

a) 
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Figura 2. Mortalidad en mujeres por cáncer cérvicouterino y cáncer de mama en 

México. En el 2006, el riesgo de morir por cáncer de mama, excede al cáncer 

cérvicouterino [4].  

 

CAPÍTULO 2. El receptor del factor de crecimiento epidérmico 

2.1. La familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico 

El cáncer de mama es una enfermedad con etiología heterogénea. 

Aproximadamente, del 15 al 20 % de los casos en cáncer mamario el receptor 2 

del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) se encuentra altamente 

expresado. Se asocia con conducta biológica agresiva, con pobre pronóstico y 

sobrevida [5]. Este receptor pertenece a la familia de receptores con actividad 

tirosina cinasa conocida como familia del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) ó HER. Activa una compleja cascada de transducción de 

señales que modulan la proliferación celular, supervivencia, adhesión, migración y 

diferenciación. 

La familia EGFR comprende 4 distintos receptores conocidos como: 

HER1/EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2/neu, HER3/ErbB-3 y HER4/ErbB-4. Los 



5 
 

receptores están constituidos por un dominio extracelular, en el cual se encuentra 

el sitio de unión al ligando, un dominio transmembranal y un dominio intracelular 

citoplasmático con actividad tirosina cinasa (Figura 3) [6]. El HER3 es el único 

miembro de la familia que carece de actividad tirosina cinasa debido a 

substituciones de residuos del dominio cinasa fundamentales para su función [7]. 

Por otro lado el HER2 carece del dominio de unión al ligando, que puede sufrir 

dimerización independiente de ligando, y es constitutivamente activo [8]. 

 

 

Figura 3. Familia del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Dominio 

extracelular, transmembranal e intracelular de los receptores. 

 

2.2. Dimerización de los receptores HER y vías de transducción de 

señales  

Los receptores no están fijos a un sitio de la membrana, por lo que cuando se une 

el ligando se produce una dimerización. Esta puede ser entre dos receptores 

idénticos (homodímeros) o dos receptores diferentes (heterodímeros). Es 

importante porque influye en la cascada de señalización y en los efectos 

posteriores sobre las funciones celulares. La formación de los dímeros provoca la 

activación de cascadas de transducción de señales tales como: las cinasas de 
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proteína activadas por mitógeno (MAPK´s) y la 3-cinasa del fosfatidil inositol 

(PI3K) que regulan múltiples procesos biológicos como proliferación celular, 

angiogenesis y metástasis mediante el mecanismo que se describe a continuación 

(Figura 4) [6]. 

 

 

Figura 4. Formación de dímeros y vías de transducción de señales controladas por 

la activación de EGFR. La unión del ligando al receptor induce la dimerización y la 

autofosforilación en los residuos de tirosina. Las proteínas SOS induce la activación de la 

proteína Ras. La proteína Ras-GTP se une y activa a la proteína Raf. Al continuar la 

cascada, Raf fosforila y activa a MEK, para así fosforilar y activar a las MAPK´s. PI3K 

activa, fosforila el PIP2 convirtiendolo en segundo mensajero PIP3. El segundo 

mensajero, activa la proteína Akt, teniendo como resultado una respuesta proliferativa y 

antiapoptotica. [8]. 

 



7 
 

La activación de los receptores requiere tres pasos secuenciales.                          

1) Unión del ligando al receptor, 2) dimerización de los receptores, y 3) la 

autofosforilación de los receptores en residuos de tirosina. El primero induce 

cambios conformacionales en el receptor, los cuales favorecen su interacción con 

otro receptor para formar un dímero, el cual puede ser homodímero o 

heterodímero. Además activa al dominio de tirosina cinasa del receptor, por lo que 

al formar el dímero cada receptor fosforila múltiples residuos de tirosina de su 

homólogo. A este fenómeno se le conoce como autofosforilación, aunque algunos 

autores prefieren denominar a este proceso transfosforilación [10]. 

Una vez activado el receptor, la señalización continúa mediante los residuos de 

tirosina fosforilados, que se constituyen en el sitio de unión y activación de 

diversas proteínas. Las proteínas que pueden ser activadas por fosfotirosinas 

requieren tener en su estructura dominios de reconocimiento de las mismas. Estos 

dominios están altamente conservados y son conocidos como SH2 (región 2 de 

homología a Src, por haber sido descrito inicialmente en la proteína Src). 

Existe un mecanismo alterno por el cual pueden activarse proteínas que carecen 

de dominios SH2. Este proceso requiere de pequeñas proteínas adaptadoras que 

poseen dominios SH2 así como dominios de unión a otras proteínas de 

señalización, de manera que dichas proteínas adaptadoras se unen a las 

fosfotirosinas del receptor y posteriormente se acoplan y activan otras proteínas 

[10]. 

Frecuentemente la activación de receptores con actividad tirosina cinasa genera 

señales que inducen proliferación y diferenciación celular a través de las cinasas 

que se encuentran en MAPK´s, recientemente denominadas cinasas reguladas 

por señales extracelulares (ERK´s). El intermediario que conecta a la cascada de 

señalización generada por la activación de un receptor con actividad tirosina 

cinasa con las ERK´s es la proteína Ras, que puede unir nucleótidos de guanina y 

que posee también actividad de GTPasa. Las proteínas liberadoras de nucleótidos 

de guanina activan a Ras al favorecer el intercambio de GDP por GTP, mientras 

que las proteínas estimuladoras de la actividad de GTPasa finalizan la 

señalización al aumentar la actividad de GTPasa intrínseca a Ras y que hidroliza 
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el GTP unido a GDP [11]. Es importante señalar que tanto las proteínas 

liberadoras de nucleótidos de guanina como las estimuladoras de la actividad 

GTPasa, son proteínas que se activan por unión a fosfotirosinas presentes en los 

receptores con actividad tirosina cinasa activados. 

En el estado activo, Ras activa a la cascada de las ERK´s al unirse y activar a Raf, 

una cinasa serina/treonina que a su vez fosforila y activa a la cinasa de 

ERK/MAPK (denominada MEK), enzima que fosforila residuos de serina/treonina y 

de tirosina. Finalmente, la ERK fosforilada pasa del citoplasma al núcleo y regula 

por fosforilación a otras cinasas y a proteínas reguladoras de la transcripción [12]. 

Por otra parte, PI3K está formada por dos subunidades: una subunidad catalítica 

(110 Kd) y una reguladorala (85 Kd) que contiene dos dominios SH2. La vía de 

señalización de la PI3K es estimulada fisiológicamente como consecuencia de la 

activación de receptores de membrana, los cuales autofosforilan el sustrato del 

receptor de insulina (IRS); éste último, a la vez, fosforila la subunidad p85 de la 

PI3K. La fosforilación de la subunidad p85 conduce a un cambio conformacional lo 

que conduce a su vez la unión de la subunidad catalítica. La PI3K activa, fosforila 

al fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) convirtiéndolo en el segundo mensajero 

fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual, conduce a la activación de la 

proteína Akt. La cual tiene múltiples blancos, responsables de los efectos de la 

activación de la vía. La activación anormal de esta vía conduce a una respuesta 

proliferativa y antiapoptótica que se relaciona con el desarrollo de múltiples tipos 

de cáncer [13]. 

En la red de señalización, HER2 tiene un patrón preferente por formar 

heterodímeros con EGFR. HER2 ejerce un efecto potenciador de la señalización 

del EGFR, al aumentar la afinidad de unión por su ligando (EGF), reducir su 

degradación y estimular el reciclaje del mismo. Mientras que los homodímeros 

están destinados a la degradación. Se ha demostrado que la activación del EGFR 

por su ligando, activa la señalización del HER2 a través de la heterodimerización, 

y se ha observado que inhibidores del EGFR disminuyen la señalización del HER2 

y, por lo tanto, la sobreexpresión de HER2 en células de cáncer de mama [6]. 



9 
 

2.3. Sobreexpresión del HER2 en diferentes neoplasias 

En muchos tipos de cáncer la familia HER, y en particular los miembros EGFR y 

HER2, están continuamente activados como resultado de la sobreexpresión del 

receptor o debido a mutaciones como la T790M, un mecanismo de resistencia a la 

inhibición de la tirosina cinasa del EGFR [14]. La sobreexpresión del HER2, da 

lugar a la transformación de las células a un fenotipo maligno y acelera la 

tumorogénesis. El 30 % de pacientes con tumores de mama sobreexpresan el 

HER2 (Tabla 1) [15]. La sobreexpresión está correlacionada a un mal pronóstico 

[5]. 

 

 

 

CAPÍTULO 3. Tratamientos en cáncer de mama 

3.1. Generalidades 

En la actualidad, existen cinco tipos de tratamiento establecidos: cirugía, 

radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal y terapia dirigida a blancos 

moleculares. La elección del tratamiento se basa en el pronóstico y el 

comportamiento del tipo de cáncer. En la mayoría de los casos, el factor más 

importante en la selección del tratamiento es la etapa de la enfermedad. Sin 

embargo, es necesario que el patólogo realice la determinación de receptores 

Tabla 1. Sobreexpresión de HER2 en diferentes neoplasias

Neoplasia Sobreexpresión de HER2 (%)

Cáncer de mama 30

Cáncer de ovario 25

Cáncer de endometrio 10

Cáncer de pulmón 9

[9][15]
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hormonales en el tumor por ejemplo, presencia del receptor de estrógenos (RE) y 

receptor de progesterona (RP), debido a que ambos son importantes como factor 

pronóstico y para definir el tratamiento. 

Además, debe determinarse la presencia del HER2 [16]. De acuerdo a este último 

se puede hacer una clasificación molecular dividiéndose en: HER2 positivo o 

HER2 negativo (Figura 5) [17]. 

 

 

Figura 5. Clasificación molecular del cáncer de mama. Puede ser HER2 positivo ó 

negativo. En el caso de ser negativo, se encuentran 3 subtipos: basal o triple negativo, 

luminal A y luminal B [17]. 

 

Dentro de HER2 negativo se encuentran 3 subtipos: el basal, luminal A y luminal 

B. El basal, también conocido como triple negativo, representa el de peor 

pronóstico. En cuanto al luminal A y B, ambos son RE y RP positivo sin embargo, 
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el luminal A tiene baja expresión de genes relacionados con la proliferación celular 

comparado con el luminal B [16]. Estos tumores responden favorablemente a la 

supresión de la actividad de hormonas sexuales esteroideas en el organismo 

mediante diferente intervenciones terapéuticas como lo es la terapia hormonal 

[18]. 

Los HER2 positivo se caracterizan por ser RE positivo o negativo y RP positivo. La 

presencia del HER2 se ha descrito está involucrada en el desarrollo de resistencia 

a la terapia hormonal [19]. Por esta razón los pacientes son candidatos a recibir un 

tratamiento con anticuerpos monoclonales [14]. 

 

3.2. Cirugía 

Los tumores malignos de mama que son abordados quirúrgicamente a través de 

mastectomías amplias, llevan consigo mutilaciones importantes. Sin embargo, con 

el paso de los años y la adquisición de nuevos conocimientos, estas cirugías 

radicales fueron dando paso a lo que llamamos técnicas conservadoras 

(tumorectomías, segmentectomías, cuadrantectomías), que preservan la mama en 

casos determinados, contribuyendo no sólo a la mejora estética, sino también a la 

salud psicológica de la paciente [16]. 

 

3.3. Radioterapia 

Es un tratamiento en el cual se utilizan rayos X de alta energía u otro tipo de 

radiación que destruyen las células cancerosas e impiden su crecimiento. La 

radioterapia está recomendada en tumores con factores de riesgo para 

recurrencia, tales como: tamaño grande, varios ganglios linfáticos con metástasis, 

etc. [16]. 



12 
 

3.4. Quimioterapia 

Es un tratamiento sistémico basado en el empleo de drogas que interfieren en 

diversos procesos celulares relacionados con la división celular. Estas drogas 

poseen actividad citotóxica dirigida fundamentalmente a aquellas células con una 

intensa actividad proliferativa. 

Actualmente, entre los agentes que son utilizados con mayor frecuencia y en los 

cuales se basan los esquemas estándar de tratamiento del carcinoma de mama, 

se encuentran la ciclofosfamida, el 5-fluorouracilo (5FU), las antraciclinas y los 

taxanos [16]. 

 

3.5. Terapia hormonal 

Esta terapia es utilizada con la intención de evitar la proliferación de células 

malignas residuales locales o circundantes que hubiesen quedado tras la 

extirpación del tumor. Existe evidencia que algunos tumores mamarios son 

dependientes de las hormonas sexuales esteroideas (en especial estrógenos). 

Particularmente los que presentan expresión de receptores hormonales [16].  

En la actualidad existen dos tipos de tratamiento hormonal para cáncer de mama 

dependiente de estrógenos: los antiestrógenos, también conocidos como 

moduladores selectivos de los RE. Ejemplos de estos son el tamoxifeno y el 

fulvestrant y los inhibidores de la aromatasa. 

 

3.6. Terapia dirigida a blancos moleculares 

Este tipo de terapia tiene por objetivo bloquear las principales vías de transducción 

de señales implicadas en la regulación de funciones esenciales de la célula 

transformada. De esta manera, interfiriere en los distintos mecanismos que 

conducen a la proliferación autónoma, migración celular, metástasis,  evasión de 

las señales apoptóticas y antiproliferativas [16]. Una estrategia para el tratamiento 
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de cáncer de mama HER2 positivo son los anticuerpos monoclonales como el 

Trastuzumab, cetuximab y pertuzumab los cuales, inhiben la función del receptor 

[14]. Sin embargo, esta terapia presenta algunas desventajas. Primero, el 

reconocimiento por el sistema inmune tras exposiciones repetidas reduce su 

funcionalidad [20]. Además, se ha descrito que tras su administración se induce 

sobreexpresión del HER2, dificultando con ello la respuesta al tratamiento [21]. 

Otro tipo de tratamiento son pequeñas moléculas inhibidoras de la tirosina cinasa 

como lapatinib, erlotinib y gefitinib. 

 

CAPÍTULO 4. Gefitinib 

4.1. Generalidades 

El gefitinib (IRESSA, ZD1839), es una molécula pequeña que inhibe 

selectivamente la actividad tirosina cinasa del EGFR. Es una anilinoquinazolina 

(Figura 6) sintética con biodisponibilidad oral que posee actividad selectiva. Está 

indicado para el tratamiento de pacientes adultos con cáncer de pulmón no 

microcítico [22]. Ha sido poco explorado en cáncer de mama, donde ha mostrado 

tener efecto antitumoral [23, 24]. Además, se ha reportado que los tumores que 

sobreexpresan el HER2 son particularmente sensibles a éste compuesto [25]. 

 

 

Figura 6. Estructura química del gefitinib. 

A
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4.2. Mecanismo de acción 

El gefitinib compite por el sitio de unión de la adenosina trifosfato (ATP), inhibe la 

autofosforilación de la tirosina cinasa del EGFR y con ello afecta las vías de 

señalización como: las MAPK´s y la PI3K (Figura 7) [26]. Sin embargo, el 

mecanismo exacto de respuesta del gefitinib no está totalmente elucidado. 

Algunos estudios sugieren que la presencia del EGFR es un paso importante para 

llevar a cabo su acción. 

 

 

Figura 7. Mecanismo de unión intracelular del gefitinib al dominio tirosina cinasa 

del EGFR. Bloquea la actividad catalítica de la cinasa y por lo tanto, la inhibición en la 

señalización de las vías involucradas en la proliferación celular, angiogénesis y metástasis 

[13]. 
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4.3. Efectos en cáncer de mama 

La literatura ha mostrado algunos posibles efectos inhibitorios del gefitinib en el 

crecimiento de diferentes tumores que expresan el EGFR. En un estudio donde se 

evaluó el efecto del gefitinib en líneas celulares que expresan diferentes niveles 

del EGFR y del HER2 (Tabla 2). Se observó que el antineoplásico inhibe la 

proliferación de las líneas celulares que sobreexpresan el EGFR tales como: A431 

y MDA-MB-468. Así mismo, se observó que el gefitinib también inhibe el 

crecimiento de células que expresaban altos niveles de HER2 y bajos niveles de 

EGFR (BT-474 y SK-BR-3) (Figura 8) [23]. 

 

 

a Nivel relativo de expresión calculada como porcentaje de la A431. 

b Nivel relativo de expresión calculada como porcentaje de la BT-474 [23]. 

Tabla 2. Niveles de EGFR y HER2 en las líneas celulares 

Línea celular EGFR (%a)             HER2 (%b)                   

MDA-MB-435S 0 0

T47-D 1 24

MDA-MB-231 17 3

BT-474 2 100

MDA-MB-453 0 42

SK-BR-3 1 51

MDA-MB-468 29 0

A431 100 4
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Figura 8. Efecto del gefitinib (ZD1839) en células tumorales con diferentes niveles 

de expresión del EGFR y el HER2. El gefitinib inhibe la proliferación de líneas celulares 

con altos niveles de expresión del EGFR tales como: A431 y MDA-MB-468. Sin embargo, 

el gefitinib fue igualmente potente en la inhibición del crecimiento de las líneas celulares 

BT-474 y SK-BR-3, que tiene altos niveles de HER2 y niveles bajos de EGFR. En el caso 

de la línea celular MDA-MB-453, se observó mínima la inhibición del crecimiento celular, 

que expresa altos niveles de HER2, pero no expresa EGFR [23]. 

 

Este estudio concluyó que el gefitinib tiene un marcado efecto antiproliferativo 

sobre células de cáncer de mama que sobreexpresan HER2. Sin embargo, los 

resultados sugieren que la presencia de EGFR se requiere para inhibir el 

crecimiento de las células que sobreexpresan el HER2. 

Otro estudio evaluó el efecto del gefitinib en líneas celulares de cáncer de mama 

que sobreexpresan el HER2. Se observó que el antineoplásico en concentración 

de 1 µM,  inhibe la fosforilación del HER2. En xenoinjertos establecidos en ratones 

desnudos se observó que el gefitinib previene el crecimiento de las células y al 

combinarlo con herceptin, aumenta el efecto antitumoral. Concluyeron que los 



17 
 

inhibidores de la tirosina cinasa del EGFR son eficaces contra células tumorales 

de mama que sobreexpresan HER2 y apoyan su uso en combinación con otros 

anticuerpos [24]. 

 

4.4. Propiedades farmacológicas 

La dosis recomendada del gefitinib vía oral es de 250 mg por día. La absorción es 

moderadamente lenta y las concentraciones plasmáticas máximas se alcanzan 

generalmente entre 3 y 7 horas después de la administración. Los alimentos no 

afectan la absorción de gefitinib. Su biodisponibilidad media es de 60 %, con cifras 

plasmáticas estables de los 7 a los 10 días. Se adhiere a proteínas plasmáticas en 

un 90 %, y su vida media de eliminación es de 48 horas. Es excretado 

principalmente en forma de metabolitos por vía fecal, siendo la eliminación renal 

del gefitinib y sus metabolitos de menos del 4% de la dosis administrada [22]. 

Gefitinib es metabolizado principalmente por CYP3A4 y CYP2D6. Cinco 

metabolitos en heces y 8 metabolitos en plasma se han identificado 

completamente. El principal metabolito identificado ha sido el O-desmetil gefitinib, 

el cual es 14 veces menos potente que el gefitinib en la inhibición del crecimiento 

celular estimulado por el EGFR. Por lo que se considera improbable que 

contribuya a la actividad clínica del gefitinib [22]. 

 

4.5. Reacciones adversas 

Las reacciones adversas al medicamento (RAMs) más frecuentemente notificadas, 

que ocurren en un 20% de los pacientes, son diarrea y reacciones cutáneas 

(salpullido, acné, sequedad cutánea y prurito). Las RAMs normalmente ocurren 

durante el primer mes de tratamiento y en su mayoría son  reversibles [14, 22]. 
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CAPÍTULO 5. Vitamina D 

5.1. Generalidades 

Por otra parte, una molécula con potente actividad antineoplásica es la vitamina D. 

Estudios epidemiológicos han mostrado una estrecha relación entre la deficiencia 

de la vitamina D y el riesgo de desarrollar diversos tipos de cáncer, incluido el 

mamario, niveles bajos de esta hormona están asociados con la progresión de la 

enfermedad [27]. 

La vitamina D o calciferol es miembro de una familia de secoesteroides, uno de los 

metabolitos de la vitamina D con mayor actividad es el calcitriol, conocido 

químicamente como 1α, 25-dihidroxivitamina D3 (1α, 25-(OH)2 D3). 

 

5.2. Metabolismo 

La síntesis comienza en la piel a partir del precursor 7-dehidrocolesterol por acción 

de las radiaciones ultravioleta (UV 300nm) provenientes de la luz solar, que 

rompen el enlace existente entre el carbono 9 y 10 del anillo B de la molécula, 

dando lugar a un intermediario inestable que a través de un proceso fototérmico se 

biotransforma en colecalciferol. Este último, también es obtenido de la ingesta de 

productos animales como el pescado y los derivados lácteos. Es transportado por 

su proteína de unión hasta el hígado, donde es hidroxilado por la enzima D-25-

hidroxilasa (25-OHasa) produciendo 25-hidroxivitamina D3 (25-OHD3 o calcidiol), 

derivado de la vitamina D más abundante en la circulación sanguínea (10-50 

ng/ml) [28]. La 25-OHD3, circula unida a la DBP y en el riñón es hidroxilada en el 

carbono 1 por acción de la 25-hidroxivitamina D3-1α hidroxilasa (1α-hidroxilasa) 

para así, obtener su forma hormonalmente activa: 1α,25-(OH)2 D3 o calcitriol, el 

cual circula en la sangre en concentraciones de entre 15-60 pg/ml (Figura 9) [29]. 
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Figura 9. Síntesis del calcitriol. a) Efecto de la luz UV sobre el anillo B del 7-

dehidrocolesterol. El colecalciferol, se hidroxila  en el hígado por la acción de la 25-

OHasa. Tras una segunda hidroxilación por acción de la 1α-hidroxilasa en el riñón, 

placenta y otros órganos, se obtiene el calcitriol, la forma activa [30]. 
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5.3. Funciones generales 

La función clásica del calcitriol es desempeñarse como hormona reguladora de la 

homeostasis del calcio y del metabolismo óseo. Asimismo, puede regular la 

progresión del ciclo celular, diferenciación e inducir la apoptosis. Por lo que se ha 

considerado un compuesto importante en la prevención de cáncer [29]. En 

diversas líneas de cáncer incluidas las derivadas de mama, esta hormona ha 

demostrado tener efecto antiproliferativo asociado con la diferenciación celular [31, 

32]. También, se ha demostrado que el tratamiento con calcitriol en células de 

cáncer reduce la expresión del EGFR [33] e inhibe la fosforilación de la vía de la 

MAPK [34]. Los efectos antiproliferativos del calcitriol son mediados por el VDR 

por lo que este receptor se considera un prometedor blanco terapéutico. 

 

5.4. Mecanismo de acción 

El calcitriol actúa ejerciendo su acción al unirse a receptores nucleares, induciendo 

posteriormente la síntesis del ARN mensajero (ARNm). El calcitriol se une a una 

proteína intracelular de alta afinidad presente en el núcleo llamado receptor 

nuclear de la vitamina D o VDR. El acoplamiento del secoesteroide con su 

proteína permite la dimerización del VDR con otro receptor nuclear conocido como 

el receptor de retinoide X (RXR).  El heterodímero formado se une a elementos de 

respuesta para la vitamina D (VDRE) controlando la transcripción de ARN 

mensajeros específicos que a su vez inducen la síntesis de proteínas específicas 

para modular efectos calcitriopicos, inmunomoduladores y antiproliferativos (Figura 

10) [29]. 

El calcitriol puede regular la expresión génica y también tiene acciones no 

genómicas como la unión del calcitriol al VDR. El VDR está asociado con caveolas 

de la membrana plasmática, activan uno o más sistemas de segundos mensajero 

para obtener respuestas rápidas, que activan vías como PI3K y la cinasa C de 

proteína (PKC) (Figura 10) [29]. 



21 
 

 

Figura 10. Mecanismo de acción genómico y no genómico del calcitriol. En la 

primera ruta el calcitriol se une a su receptor nuclear (VDR) y heterodimeriza con el 

receptor X de retinoides (RXR) para unirse a elementos de respuesta para la vitamina D 

(VDRE). En la segunda ruta el calcitriol se une a un receptor ubicado en la membrana 

plasmática (VDRm) activando uno o más sistemas de segundos mensajeros para obtener 

respuestas rápidas [29]. 

 

5.5. Efectos en cáncer de mama 

En estudios anteriores se evaluó la capacidad del calcitriol para inhibir la 

proliferación en células derivadas de tumores de cáncer de mama incluyendo 

fibroadenomas. Se observó que el calcitriol inhibió significativamente la 

proliferación celular de manera dependiente a la concentración (Figura 11) [32]. 
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. 

Figura 11. Efecto antiproliferativo del calcitriol en células derivadas de tumores de mama. 

El calcitriol inhibe significativamente la proliferación celular de manera dependiente a la 

concentración. Letras distintas indican significancia estadística (p ˂ 0.05) [32].  

 

En este estudio se concluyó que el calcitriol podría ser utilizado como alternativa 

terapéutica para el tratamiento del cáncer de mama y la prevención del mismo. 

Siendo esto último particularmente importante ya que en los grupos de alto riesgo 

como las mujeres post-menopáusicas y ancianos, se han reportado bajos niveles 

de vitamina D [32]. 

En diferentes líneas celulares de cáncer de mama se evaluó el efecto 

antiproliferativo del calcitriol, se observó que esta hormona inhibe la proliferación 

celular de manera concentración-dependiente. También se observó en el estudio, 

que el efecto en la inhibición de la proliferación celular es asociado con el 

incremento de la expresión del VDR [35]. 
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CAPÍTULO 6. Interacciones entre gefitinib y calcitriol 

6.1. Estudios sobre la combinación del gefitinib y el calcitriol 

En la literatura se han reportado 2 estudios fase I sobre la combinación del 

calcitriol y el gefitinib en pacientes con tumores sólidos. En uno de los estudios 

realizados se investigó las dosis máximas toleradas en la combinación de ambos 

antineoplásicos en treinta y dos pacientes. Entre ellos, solo un paciente con 

cáncer de mama fue evaluado (Tabla 3) [36]. En este trabajo se demostró que el 

gefitinib inhibe la fosforilación de EGFR, Akt y ERK en la piel. Concluyeron que 

dosis altas de calcitriol (74 mg / semana) vía intravenosa pueden administrarse 

con seguridad en combinación con el gefitinib (250 mg / día) [36]. 

Existe otro estudio donde el objetivo principal fue evaluar la dosis máxima tolerada 

de calcitriol en combinación con la dexametasona y el gefitinib, se evaluaron 20 

pacientes y solo un paciente con cáncer de mama (Tabla 4) [37]. 

Con los resultados obtenidos en el estudio se probó que la administración del 

calcitriol (125 mcg/ semana) en combinación con la dexametasona (4 mg/ día) y el 

gefitinib (250 mg / día) es segura y muy bien tolerada. Se concluye que no hay 

actividad antitumoral clínicamente en pacientes con tumores sólidos [37]. 

Cabe señalar que en los estudios antes mencionados, en ninguno se reporta las 

características de los tumores de los pacientes con cáncer de mama. 

Considerando que el blanco molecular del gefitinib es el EGFR y que además 

muestra efecto antiproliferativo sobre células de cáncer de mama que 

sobreexpresan HER2, las características del tumor son de relevancia para su 

sensibilidad a esta molécula. 

En la literatura se han reportado 2 estudios fase I sobre la combinación del 

gefitinib y el calcitriol en tumores sólidos. Sin embargo, aún no se ha profundizado 

en el estudio de esta combinación en cáncer de mama (HER2 positivo y con 

presencia del EGFR). Tampoco se ha reportado el efecto farmacológico que 

presenta la combinación ni se han elucidado los mecanismos por los cuales se 

podría lleva a cabo el efecto antitumoral. 
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Tabla 3.  Características de los pacientes

Características de los pacientes (N= 32 evaluados)

Genero (hombre/mujer) 21/11

Edad (media/rango), años 65 (36-87)

Tumor primario

Colorrectal 11

Próstata 4

Cáncer de pulmón de células no pequeñas 3

Cabeza y cuello 3

Páncreas 2

Sarcoma 2

Mesotelioma 1

Mama 1

Gastrointestinal 1

Anal 1

Esófago 1

Pene 1

Primario desconocido 1
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Tabla 4.  Características de los pacientes

N=20

Genero (masculino/femenino) 12.08

Edad (media/rango), años 58 (33-74)

ECOG 0 3

ECGO 1 14

ECGO 2 3

Diagnóstico de cáncer

Colorrectal 6

Cabeza y cuello 4

Próstata 3

Sarcoma 2

Mama 1

Estómago 1

Cáncer de pulmón de células no pequeñas 1

Gastrointestinal 1

Uraco 1
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HIPÓTESIS 

La incubación simultánea del calcitriol y el gefitinib en células tumorales de 

glándula mamaria humana inhibirá la proliferación celular en mayor medida que la 

adición de los antineoplásicos por separado. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar el efecto farmacológico entre la combinación de gefitinib y  calcitriol 

para  la inhibición de células tumorales en cultivo de glándula mamaria humana. 

 

Objetivos particulares  

 Derivar células de biopsias de tumores mamarios humanos. 

 

 Determinar la concentración efectiva al 50 (CE50) del gefitinib y el calcitriol 

en células de cáncer de mama mediante estudios de proliferación. 

 

 Establecer la interacción farmacológica que se presenta al combinar el 

gefitinib y el calcitriol en la inhibición de la proliferación in vitro de células 

tumorales de glándula mamaria humana 

.  



28 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Reactivos 

Medios de cultivo y suero fetal bovino. Invitrogen (CA, EE.UU.). Calcitriol y  

gefitinib. Donación de la empresa Hoffmann-La Roche Ltd (Basilea, Suiza) y la 

farmacéutica AstraZeneca, respectivamente. El ensayo de proliferación (XTT) fue 

adquirido de Roche (Roche Applied Science, IN, EE.UU.). 

2. Tejidos Humanos 

Las muestras se obtuvieron de pacientes con cáncer de mama. La toma de las 

muestras se llevó a cabo con aguja de trócar (Silver o Trucut). Se realizó estudio 

histopatológico para determinar el fenotipo. En el presente estudio se trabajó con 

células derivadas de biopsias de carcinoma mamario (CAM) con fenotipos HER2 

positivo y HER2 negativo. Además, se trabajo con la línea celular SUM-229PE, la 

cual sobreexpresa EGFR (Tabla 5). 

 

 

Tabla 5. Caracterización de la línea celular y CAM

Tipo celular Origen
Inmunocitoquímica

RE RP HER2/neu VDR

SUM229PE Efusión pleural - - + +

CAM1
Carcinoma ductal 

invasivo
- + + +

CAM2
Carcinoma ductal 

invasivo
+ + - +

CAM3
Carcinoma ductal 

invasivo
+ + + +
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3. Cultivo celular 

Las CAM se cultivaron en medio DMEM-F12 suplementado con 100 U/ml 

penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 5% de suero fetal bovino inactivado por 

calor. Las incubaciones se realizaron en ambiente húmedo en presencia de una 

mezcla 5% CO2-95% aire, a 37º C. Una vez que alcanzaron 70% de confluencia 

se realizaron los subcultivos y la propagación mediante tripsinización (Tripsina / 

EDTA 0.25% / 0.2 g/L). Los medios de cultivo fueron cambiados cada tres días. La 

línea celular SUM-229PE se mantuvo siguiendo las especificaciones del 

proveedor. Todos los procedimientos experimentales se realizaron en medio 

DMEM-F12 suplementado con 100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina y 5% 

de suero fetal bovino tratado con carbón dextran.  

4. Estudios de proliferación y combinación de antineoplásicos. 

Las sales de tetrazolio XTT son reducidas a compuestos coloridos derivados del 

formazán por acción de metabolitos donadores de electrones producidos por la 

enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, presente únicamente en las 

células metabólicamente activas. En este método se tiene una relación directa 

entre la señal colorimétrica y el número de células vivas y representa una técnica 

de cuantificación de viabilidad por la actividad metabólica. 

Los cultivos celulares se observaron bajo la luz del microscopio y la viabilidad del 

cultivo fue confirmada usando la prueba de exclusión con el colorante azul tripán, 

debido a que fácilmente penetra en células no viables y las células normales 

permanecen sin color. Para calcular la viabilidad se empleó la cámara de 

Neubauer. Las células fueron sembradas en placas de 96 pozos. En cada pozo 

una cantidad de células fueron sembradas (1000) en un volumen final de 200 µl de 

medio suplementado. Las placas se dejaron incubar por 24 horas. Posteriormente 

se retiró el medio de cultivo por aspiración y las células fueron incubadas en 

presencia de concentraciones crecientes de gefitinib (1 x 10-11 – 1 x 10-4 M) 

disuelto en DMSO el cual se utilizó como vehículo, calcitriol (1 x 10-10 – 1 x 10-8) 

diluido en etanol el cual también se empleó como vehículo y la combinación de 

ambos antineoplásicos durante 7 días. Posteriormente, se determinó la 
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proliferación celular por medio del ensayo colorimétrico XTT de acuerdo al 

protocolo descrito por el fabricante. 

Las placas fueron incubadas 4 horas en ambiente húmedo en presencia de una 

mezcla 5% CO2-95% aire, a 37º C. La absorbancia se determinó por 

espectofotometría a 492 nm. La concentración efectiva 50 (CE50) fue obtenida de 

las curvas concentración-respuesta utilizando el software Origin (OriginLab 

Corporation, Northampton, MA). 

Los valores del índice de combinación (IC) fueron obtenidos de curvas 

concentración- respuesta al aplicar la ecuación de Chou-Talalay [40]: 

 

 

Donde: 

 D1 y D2: Concentración del fármaco 1 y 2  

 (Dm)1 y (Dm)2: Concentración inhibitoria 50 del fármaco 1 y 2 

 fa: Fracción afectada 

 m1 y m2: Pendiente de la curva concentración respuesta del fármaco 1 y 2 

El término sinergia al aplicar este análisis, es definido como valores de IC menores 

que 1, aditivo iguales a 1 y antagonismo superiores a 1. 

4. Análisis estadístico 

Los datos fueron expresados como la media ± desviación estándar de al menos 

dos experimentos individuales (SD). Diferencias estadísticamente significativas 

para los análisis de concentración-respuesta se determinaron utilizando un análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía, utilizando un software especializado (SigmaStat, 

Jandel Scientific). Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas 

a un valor de p < 0.005. 
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RESULTADOS 

1. Efecto antiproliferativo del gefitinib y el calcitriol.  

Con la finalidad de evaluar los efectos antiproliferativos del gefitinib en células de 

carcinoma mamario, se llevaron a cabo análisis de concentración-respuesta del 

fármaco. Los resultados obtenidos demostraron que la línea celular SUM-229PE, 

estimulada a concentraciones crecientes del gefitinib (1 x 10-11 a 1 x 10-4 M) inhibió 

de manera dependiente de la concentración la proliferación de las células, y fue 

significativo desde la concentración de 1 x 10-8 M comparado con el DMSO el cual 

se utilizó como vehículo (V) (Figura 12). 

Para evaluar los efectos del calcitriol en la inhibición de las células SUM-229PE se 

llevaron a cabo estudios de manera similar a los descritos para el gefitinib. En la 

figura 12 se muestra que las células incubadas en presencia de concentraciones 

crecientes del secoesteroide (1 x 10-10 a 1 x 10-6 M) inhibieron de manera 

dependiente de la concentración la actividad metabólica (Figura 13), y fue 

significativo vs etanol (V) desde la concentración de 1 x 10-9 M de calcitriol. 

De las curvas concentración-respuesta del gefitinib se obtuvo la concentración 

efectiva al 50 (CE50), dichos valores se resumen en la tabla 6. La CE50 del gefitinib 

en las células SUM-229PE fue de 1 x 10-7 M, y del calcitriol fue de 4.07 x 10-8 M. 

  



32 
 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efecto antiproliferactivo del gefitinib en la línea celular SUM-229PE. Las células 

fueron incubadas en presencia de diferentes concentraciones del gefitinib o DMSO (V) durante 7 

días. El crecimiento celular se determinó mediante el método colorimétrico XTT. El V fue 

considerado como el 100% de la actividad metabólica. Los valores representan el promedio ± SD 

de 4 experimentos independientes por sextuplicado. *p ˂ 0.005 vs V. 
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Figura 13. Efecto antiproliferactivo del calcitriol en la línea celular SUM-229PE. Las células 

fueron incubadas en presencia de diferentes concentraciones del calcitriol o etanol (V) durante 7 

días. El crecimiento celular se determinó mediante el método colorimétrico XTT. El V fue 

considerado el 100% de la actividad metabólica. Los valores representan el promedio ± SD de 1 

experimento representativo por sextuplicado. *p ˂ 0.005 vs V. 
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Los  estudios de los efectos antiproliferativos del gefitinib en cultivos de células 

provenientes de pacientes con tumores mamarios con fenotipo HER2 positivo 

(CAM1 y 3) y negativo (CAM2) demostraron que las incubaciones en presencia del 

gefitinib (1 x 10-9 a 1 x 10-4 M) resultaron en la inhibición de la proliferación celular 

de manera significativa a las concentraciones de 5 x 10-6 M, 2.5 x 10-6 M y 1 x 10-6 

M del antineoplásico para CAM1, 2 y 3 respectivamente (Figura 14). 

En la tabla 6 se muestran las CE50 del gefitinib en las CAM cuyos valores fueron 

10 veces mayores a los obtenidos con la SUM-229PE. La sensibilidad al gefitinib 

fue SUM-229PE > CAM3 > CAM1 > CAM2. 

 

 

Tabla 6. Valores de CE50 de 4 tipos celulares de cáncer de mama obtenidas a partir de 

curvas concentración-respuesta. 

 

Tabla 6. Concentración efectiva al 50% (CE50) del gefitinib para 

inhibir proliferación en células de cáncer de mama.

Tipo celular CE50 (M)

SUM229PE 1.00 X 10-7

CAM 1 7.57 X 10-6

CAM 2 9.44 X 10-6

CAM 3 2.09 X 10-6
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Figura 14. Efecto antiproliferactivo del gefitinib en células derivadas de biopsias de 

carcinoma mamario humano (CAM). (A) CAM1, (B) CAM2 y (C) CAM3. Las células fueron 

incubada en presencia de diferentes concentraciones del gefitinib desde 1 x 10
-9 

a 1 x 10
-4 

 y DMSO 

(V) durante 7 días, el crecimiento celular se determinó mediante el método colorimétrico XTT. El V 

fue considerado el 100% de la actividad metabólica. Los valores representan el promedio ± SD de 

2 experimentos independientes por sextuplicado. *p ˂ 0.005 vs V. 
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2. Efecto de la combinación del gefitinib y el calcitriol 

En la figura 15A se muestra el efecto de la combinación del gefitinib y el calcitriol 

sobre la proliferación celular en la línea SUM-229PE. De las concentraciones 

probadas del gefitinib, las cuales fueron desde 1 X 10-11 a 1 X 10-5 M, en 

combinación cada una de estas concentraciones con calcitriol 1 X 10-10 a 1 x 10-8 

M, las combinaciones de 1 x 10-7 M del gefitinib (G) con las 3 dosis de calcitriol (C) 

fueron más efectivas para reducir de manera significativa el crecimiento celular 

que la incubación de las células por separado del inhibidor específico del EGFR y 

del secoesteroide. El calcitriol, el gefitinib, así como las combinaciones de ambos 

inhibieron significativamente la proliferación comparado con el V. 

El incremento en la concentración (1 x 10-6 M) del inhibidor de la actividad tirosina 

cinasa del EGFR en coincubación con 1 x 10-10 M del calcitriol resultó en mayor 

disminución de la proliferación (82 %) (Figura 15B) en comparación con 1 x 10-7 M 

del gefitinib con 1 x 10-10 M de la hormona (57%) (Figura 15A). Al incrementar la 

concentración del gefitinib (1 x 10
-5 

M) en combinación con 1 x 10
-10

 M del calcitriol 

resultó en el 88 % de disminución de la proliferación celular (datos no mostrados). 

De la misma forma se llevó a cabo el estudio de la combinación de los 2 

antineoplásicos en las CAM, de las cuales solo se escogieron las CAM1 y 3 que 

fueron más sensibles al tratamiento con el gefitinib (Tabla 6). Las concentraciones 

más efectivas para reducir en mayor medida el crecimiento celular que la 

incubación por separado del gefitinib y el calcitriol fueron 5 x 10-6 M del gefitinib 

con 1 x 10-9 M del calcitriol para las CAM1 (Figura 16A). Y para las CAM3 fueron 1 

x 10-5 M del inhibidor con 1 x 10-9 M de la hormona (Figura 16B). Tanto en las 

CAM1 y 3, el calcitriol, el gefitinib, así como las combinaciones de ambos 

inhibieron significativamente la proliferación comparado con el V. 
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Figura 15. El tratamiento en combinación del calcitriol con el inhibidor específico del EGFR 

es más efectivo en reducir el crecimiento celular de las SUM-299PE que la incubación de los 

antineoplásicos por separado. (A) Las células fueron incubada en presencia de diferentes 

concentraciones del calcitriol (1 x 10
-10

 hasta 1 x 10
-8

 M), el gefitinib (1 x 10
-7

 M) y su combinación 

durante 7 días, el crecimiento celular se determinó mediante el método colorimétrico XTT. El 

vehículo (V) fue considerado el 100% de la actividad metabólica.
 
Las barras representan el 

promedio ± SD de 3 experimentos independientes por sextuplicado. *p ˂ 0.005 vs G. **p ˂ 0.005 vs 

C *** p ˂ 0.005 vs V. (B) Las células fueron incubada en presencia de 1 x 10
-10

 M del calcitriol, 1 x 

10
-6

 M el gefitinib y su combinación. Las barras representan el promedio ± SD de 2 experimentos 

independientes por sextuplicado. *p ˂ 0.05 vs G. **p ˂ 0.05 vs C *** p ˂ 0.005 vs V. 
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Figura 16. El tratamiento en combinación del calcitriol con el inhibidor específico del EGFR 

es más efectivo en reducir el crecimiento celular de las CAM que la incubación de los 

antineoplásicos por separado. (A) CAM 1. Las células fueron incubadas en presencia de 1 x 10
-9 

M del calcitriol, 5 x 10
-6

 M del gefitinib y su combinación durante 7 días, el crecimiento celular se 

determinó mediante el método colorimétrico XTT. El vehículo (V) fue considerado el 100% de la 

actividad metabólica. Las barras representan el promedio ± SD de 1 experimento por sextuplicado. 

*p ˂ 0.05 vs G. **p ˂ 0.05 vs C *** p ˂ 0.005 vs V. (B) CAM 3. Las células fueron incubadas en 

presencia de 1 x 10
-5

 M del gefitinib, 1 x 10
-9 

M el calcitriol y su combinación. Las barras 

representan el promedio ± SD de 1 experimento por sextuplicado. *p ˂ 0.05 vs G. **p ˂ 0.05 vs C 

*** p ˂ 0.005 vs V. 

***

**

*

V -9 -9

1 X 10-5

B 120

100

80

60

40

20

C (Log M)

G (M)

A
c
ti

v
id

a
d

 m
e
ta

b
ó

li
c
a
 (

%
)

***

**

*

V -9 -9

5 X 10-6

120

100

80

60

40

20

C (Log M)

G (M)

A
c
ti

v
id

a
d

 m
e
ta

b
ó

li
c
a
 (

%
)

A

***
***

***
***



39 
 

Con base a los resultados obtenidos de los estudios de las combinaciones de los 

dos antineoplásicos se calculó el índice de combinación (IC), con la fórmula de 

Chou Talalay.  

Como se muestra en la tabla 7, la combinación del gefitinib y el calcitriol resultó en 

un efecto sinérgico en los tres tipos celulares. 

 

 

Tabla 7. El índice de combinación (IC) del gefitinib y el calcitriol en 3 tipos celulares 

diferentes fue calculado usando la ecuación de Chou Talalay donde si el valor obtenido de 

IC es mayor a 1 el efecto será antagónico, si es igual a 1 será aditivo y si es menor a 1 el 

efecto será sinérgico [40]. 

  

Tabla 7. Índice de combinación (IC)

Tipo celular

Combinación

IC EfectoGefitinib

(M)

Calcitriol

(M)

SUM229PE 1 X 10-7 1 X 10-10 0.68 Sinérgico

CAM 1 5 X 10-6 1 X 10-9 0.50 Sinérgico

CAM 3 1 X 10-6 1 X 10-9 0.68 Sinérgico
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DISCUSIÓN 

El gefitinib (ZD1839, Iressa) es una molécula que selectivamente inhibe la tirosina 

cinasa del EGFR. Es un potente inhibidor de la proliferación no solo de células que 

sobreexpresan el EGFR si no que también en aquellas que adicionalmente 

expresan el HER2, posiblemente mediante la reducción de la fosforilación del 

heterodímero EGFR/HER2 [23].  

El 30 % de pacientes con tumores de mama sobreexpresan el HER2 (Tabla 1) [15] 

y dicha sobreexpresión se correlaciona también con mal pronóstico. En este 

trabajo se demostró que el gefitinib tiene efecto antiproliferativo en células de 

cáncer de mama que sobreexpresan el EGFR y con presencia del HER2 (Figura 

11 y 13A, C). Los resultados obtenidos coinciden con hallazgos de otros grupos 

que demostraron que la presencia de ambos receptores se requiere para inhibir el 

crecimiento de células de cáncer de mama [23, 24]. Cuatro tipos celulares de 

cáncer de mama se evaluaron en términos de su sensibilidad al gefitinib para 

inhibir la proliferación celular y se identificó que la línea celular SUM-229PE, 

obtenida de una efusión pleural, fue la más sensible a la molécula (Tabla 6), y de 

las 3 CAM derivadas de carcinoma ductal invasivo, la sensibilidad al gefitinib fue 

CAM3 > CAM1 > CAM2. Todos estos tipos celulares, excepto CAM2 expresaron 

HER2. Tal vez por esto se observó menor sensibilidad al compuesto para inhibir la 

proliferación. La línea celular SUM-229PE aparte de expresar HER2, 

sobreexpresa EGFR, lo que sugiere que es muy probable que el nivel de 

expresión del EGFR y HER2 se asocie directamente con la sensibilidad al gefitinib. 

Aunque, queda la pregunta de si la sobreexpresión de los receptores HER es 

realmente tan central en la determinación de la sensibilidad al gefitinib. Amann et 

al informaron que la línea celular H1819 de cáncer de pulmón, la cual muestra 

altos niveles de expresión de EGFR, HER2, y HER3, mostró sensibilidad 

intermedia a los inhibidores de la tirosina cinasa. Sugirieron que, además de 

mutaciones del gen EGFR, otros factores tales como altos niveles de expresión de 

los miembros de la familia HER, podrían sensibilizar a las células a los inhibidores 

de EGFR [41]. 
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El valor de la CE50 en la línea celular SUM-229PE fue de 1 x 10-7 M, que es similar 

a un estudio reportado en cáncer de pulmón [41]. Los valores de la CE50 de las 

CAM oscilaban en el orden de 1x 10-6 M presentando menor sensibilidad. Sin 

embargo, estos valores son menores a la máxima concentración alcanzada en 

sangre del gefitinib en pacientes (6.6 x 10-4 M). 

Numerosos estudios in vitro e in vivo han demostrado que la vitamina D (calcitriol) 

inhibe potencialmente la proliferación celular en una amplia gama de tipos 

celulares, incluyendo los carcinomas de mama [27]. Análisis en CAM y 

fibroadenomas demostraron que el calcitriol inhibe su crecimiento celular y que 

este efecto era mediado por el VDR [32]. En este trabajo se demostró que esta 

hormona inhibió de manera dependiente de la concentración la proliferación de las 

células SUM-299PE con una CE50 de 1 x 10-8 M. 

En este estudio se probó el efecto en conjunto del gefitinib y el calcitriol. Con el 

enfoque que utilizamos, la inhibición de la actividad metabólica, cuando las células 

fueron coincubadas con ambos factores, fue más efectiva que el tratamiento de las 

células por separado del inhibidor específico del EGFR y del secoesteroide, con 

interacción farmacología de tipo sinérgica.  

Estos resultados fueron observados tanto en la línea celular SUM-299PE como en 

las células derivadas de biopsias provenientes de pacientes con cáncer de mama, 

lo cual le da mayor relevancia clínica a este trabajo. De los 4 tipos celulares se 

analizaron los 3 más sensibles a gefitinib. En ellos, el tratamiento con gefitinib y 

calcitriol en combinación fue efectivo. Los efectos de dicha combinación fueron 

analizados utilizando el método de Chou Talalay, para obtener el IC. Los 

resultados confirman una interacción sinérgica entre gefitinib y calcitriol en los 3 

tipos celulares (tabla 7), mostrando un efecto sinérgico a menores 

concentraciones la línea celular SUM-229PE. De manera interesante la 

combinación de ambos compuestos inhibió en mayor medida la proliferación 

celular que la incubación de cada compuesto por separado en las SUM-229PE. 

Sin embargo, aunque las CAM con diferentes fenotipos y con menor sensibilidad a 

gefitinib, también la combinación resultó en un incremento en la inhibición de la 
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proliferación celular comparado con la incubación por separado de los 

compuestos. 

El mecanismo del gefitinib para inhibir la proliferación celular es mediante inhibir la 

actividad tirosina cinasa del EGFR y consecuentemente la fosforilación de 

diferentes proteínas relacionadas con la proliferación, angiogénesis y metástasis 

como la MAPK y la AKT/PI3K [26]. Por otra parte también, se ha demostrado que 

el tratamiento con calcitriol en células de cáncer reduce la expresión del EGFR 

[33] e inhibe la fosforilación de la vía de la MAPK. Posiblemente el efecto sinérgico 

observado en la reducción de la proliferación inducido por ambos compuestos se 

deba a la acción en conjunto de los factores sobre la vía MAPK. Considerando lo 

anterior estudios de la Inhibición de la fosforilación de la vía MAPK en células 

incubadas con ambos compuestos se deberían llevar a cabo. Además, el ensayo 

para evaluar proliferación celular cuantifica el número de células metabólicamente 

activas, pero también puede reflejar ambos proliferación y apoptosis, por tanto un 

efecto proapoptotico del gefitinib y el calcitriol, deberán ser tomados en 

consideración y merece futuras investigaciones. 

El tratamiento combinado de calcitriol con el gefitinib, es más eficaz para inhibir la 

proliferación de células tumorales mamarias que la monoterapia, lo que sugiere 

que la terapia en combinación podría mejorar significativamente la respuesta 

terapéutica en pacientes con cáncer de mama con tumores EGFR y HER2 

positivos 
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CONCLUSIÓN 

 El gefitinib un inhibidor de la tirosina cinasa del EGFR en combinación con 

el calcitriol presentan efecto sinérgico para inhibir la proliferación in vitro de 

células tumorales de glándula mamaria humana. 
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