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1. RESUMEN

El cancer de mama es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en la poblacion
femenina del mundo. El tamoxifeno es un farmaco introducido en 1969 parala prevencion
y tratamiento en el cancer de mama dependiente de estrogenos debido a sus efectos
antagonistas en este tejido, pero se han reportado efectos adversos tales como, cancer
de utero, tromboembolismo venoso y accidente cerebrovascular. Sin embargo, algunos
trabajos han publicado que disminuye los eventos trombdticos y atribuyen un efecto

cardioprotector.

Debido a los efectos adversos sobre la hemostasia del tamoxifeno aun son
controversiales. En el presente trabajo se evaluaron los efectos del tamoxifeno sobre los
marcadores involucrados en la patogénesis de la trombosis tales como la coagulacion, la
fibrindlisis y la respuesta inflamatoria, en ratas Wistar ovariectomizadas, distribuidas en
lotes, a cada grupo se administro diferentes dosis de tamoxifeno (100, 300 y 1000 pg/Kg)
o el vehiculo (propilenglicol 0.2 mL) durante 15 dias por via subcutanea. A las 24 horas
después del tratamiento, los animales se pesaron, se sacrificaron y sus uteros se
pesaron, el plasma se obtuvo para realizar las pruebas de coagulometria; se determino
el tiempo de protrombina, el tiempo de tromboplastina parcial activada y concentracion
de fibrinégeno. El suero se utilizé para determinar fibrinégeno, plasmindgeno, factor de
necrosis tumoral-a, Interleucina 1-B, Inhibidor de la activacion del plasmindégeno tipo 1y

factor tisular mediante el método de ELISA indirecto.

El tratamiento cronico con tamoxifeno disminuyé el peso corporal de los animales
tratados y aumento el peso del utero. En las pruebas de la via extrinseca, no observamos
efectos significativos. El tiempo de tromboplastina parcial aument6 en 20 y 27%; p<0.05.
El tamoxifeno produjo un aumento sobre las concentraciones plasmaticas del fibrinbgeno
(27-41%, p<0.05), sin embargo disminuyé (-39%, p<0.05) en suero. El tamoxifeno ejerce
cambios leves en el sistema fibrinolitico el disminuir al activador del plasminégeno en
20%; p<0.05, mientras que no observamos efectos significativos sobre el plasminégeno.
En los marcadores de la inflamacién el factor de necrosis tumoral alfa disminuyo

significativamente en 34% y 56%; p<0.05, mientras que la interleucina 1B no cambi6



significativamente. En el modelo experimental de rata Wistar hembra ovariectomizada, el

tamoxifeno actu6 como un compuesto antitrombotico y antiinflamatorio.



2. INTRODUCCION

El cancer de mama es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia en la poblacion
femenina del mundo. En México, a partir del 2006 es la primera causa de muerte por
tumores en mujeres entre 40 y 54 afos. (Rodriguez & Capurso, 2006). Los factores
hereditarios, la exposicion a radiaciones ionizantes, ingesta de alcohol, son algunos de
los factores de riesgo asociados al desarrollo de este tipo de cancer. Particularmente,
esta neoplasia se encuentra asociada a la regulacion hormonal, especificamente de
estrégenos. Es decir, a mayor exposicion de estrogenos, mayor sera el riesgo de
presentar la enfermedad. Por ejemplo una menarquia temprana y menopausia tardia,
nuliparidad, nacimiento del primer hijo después de los 30 afos y el uso de terapia

hormonal de reemplazo (Martin & Weber, 2000).

Los carcinomas de mama representan una enfermedad heterogénea, debido a los
diferentes sub-tipos de tumores que se han identificado con base en criterios patologicos
estandares, en los que incluye morfologia celular, el fenotipo invasivo y el establecimiento
de marcadores clinicos y moleculares; entre ellos el receptor de estrogenos alfa (ERa),
el receptor de progesterona y el factor de crecimiento epidermal tipo 2 (EGF-2). El ERa
es de gran importancia debido a que el 60 al 70% de los tumores son positivos a esa
proteina. Lo cual permite aplicar una terapia dirigida hacia el bloqueo de dicho receptor,
de tal manera que pacientes con tumores ER+ podran responder favorablemente a las

terapias enddcrinas (Allred, 2010).

El descubrimiento y desarrollo de los moduladores selectivos de receptor estrogénico
(SERM por sus siglas en inglés) para su uso en el tratamiento contra tumores ER (+),
permitié el enfoque de terapia dirigida con pocos efectos secundarios comparados con la

quimioterapia tradicional (Shao & Brown, 2004).



2.1 RECEPTOR DE ESTROGENOS

Actualmente se conocen dos tipos de receptores denominados como ERa y ER,
codificados por los genes ESRI y ESR2 (Deroo & Korach, 2006), localizados en los
cromosomas 6q y 14q (Herynk & Fuqua, 2004), formados por una sola cadena de 565 y
530 aminoacidos respectivamente. Los receptores de estrogenos se expresan
principalmente en mama, utero, ovario, hueso, pulmones, tracto urogenital, sistema
nervioso central y prostata. Sélo ERa se asocia con el inicio y la progresion del cancer de
mama, mientras que la funcion ER3 en cancer de mama todavia no esta claro (Garcia-
Becerra et al., 2012).

Ambos receptores estan conformados por seis dominios denotados (A-F), codificados por
8-9 exones (Figura 1). EI dominio N-terminal o (A/B) se localiza la funcién de
transactivacion AF-1, una region responsable de la actividad transcripcional de ER en

ausencia de ligando (Shao & Brown, 2004).

El dominio C o de union al DNA (DBD), es una region principalmente hidrofobica con un
alto contenido de aminoacidos basicos y cisteinas, que interactian con el Zn?*, para
formar dos “dedos de zinc”, que son los responsables del reconocimiento y unién a los
EREs (Green et al., 1986). Por otro lado el dominio D, funciona a manera de bisagra,
como un puente flexible capaz de unir el dominio de unién a ligando (LBD) con el de
fijacion al DNA; contiene secuencias de dimerizacion del receptor y de localizaciéon
nuclear (Klinge, 2000).

La region carboxilo-terminal (E/F) del receptor, se encuentra el dominio de unién a ligando
(LBD) consta de una segunda senal de localizacion nuclear, un sitio de dimerizacioén y
una region de doce hélices implicadas en la unidn del ligando, la cual condiciona el grado
de afinidad con la cual se unira al ligando (Kumar et al., 1987). El dominio E también
alberga la funcion de activacién 2 (AF2), responsable de la activacion dependiente de
ligando de ER. El dominio F situado en el C-terminal es una pequefa region que modula
tanto AF1 y AF2, aunque no es necesario para la activacién transcripcional (Garcia-
Becerra et al., 2012).
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Figura 1. Representacion esquematica del ERa y ERR. El dominio A / B en el extremo N-terminal contiene
el sitio AF-1. El dominio C incluye el dominio de unién al ADN (DBD) y un sitio de dimerizacién. El dominio
D contiene una sefial de localizacion nuclear. El dominio E / F se encuentra en el extremo C-terminal y
comprende la unién al ligando, asi como el dominio AF-2, una segunda senal de localizacién nuclear, y otro

sitio de dimerizacion (Garcia-Becerra et al., 2012).

2.2 MODULADORES SELECTIVOS DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS

Los moduladores selectivos de los receptores estrogénicos (SERMs) son farmacos que
se unen al receptor estrogénico (ER) donde simulan la actividad de los estrégenos en
ciertos tejidos, mientras inhiben su accion en otros. La mayor parte son compuestos no
esteroides con estructura terciaria, que les permite interactuar con el receptor estrogénico
para poder inhibir los efectos del estrégeno sobre algunos tejidos, mientras manifiestan

efectos antiestrogénicos sobre otros (Teran & Teppa, 2005).

Actualmente se conoce un amplio numero de sustancias con un perfil farmacologico de
SERM (Figura 2). Un primer grupo son los derivados de trifeniletileno, entre los que se
encuentran el clomifeno, tamoxifeno y sus derivados: 3-hidroxitamoxifeno (droloxifeno),
clorotamoxifeno (toremifeno) y GW 5638 (SERMs de primera generacién). Dos de estos
farmacos son bien conocidos por sus aplicaciones clinicas: el clomifeno y el tamoxifeno.
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El clomifeno se utiliza para inducir la ovulacion por sus efectos antiestrogénicos a nivel
hipotalamo-hipofisario, incrementando la liberacién de gonadotropinas en la fase folicular
del ciclo (Marin, 1998). El tamoxifeno (ICl 46,474 Nolvadex®) es un farmaco introducido
en 1969 para la prevencion y tratamiento en el cancer de mama dependiente de
estrégenos debido a sus efectos antagonistas en este tejido (Maximov et al., 2013), pero
se han reportado efectos adversos en mujeres mayores de 50 afos tales como
hiperplasia de endometrio, cancer de utero, tromboembolismo venoso, accidente
cerebrovascular y embolia pulmonar (Davies et al., 2013; Fisher et al., 1994). Un segundo
grupo de SERMs incluye a los benzotiofenos, como: raloxifeno y sus derivados,
considerado un SERM de segunda generacién; disminuye la incidencia de cancer de
mama invasivo en mujeres postmenopausicas con riesgo elevado de cancer de mama y
osteoporosis; por sus efectos agonistas en hueso se utiliza para prevenir y disminuir los

riesgos de fractura vertebral y de cadera (Pinkerton & Thomas, 2014).

2.3 ANTIESTROGENOS

Existe un tercer grupo de farmacos denominados antiestrogenos puros (fulvestrant ICI
182,780; ICIl 164,384; ZM 189,154), empleados en el tratamiento del carcinoma de mama
resistente al tamoxifeno; pero no pueden considerarse SERM por no ejercer efectos
estrégeno-agonista a ningun nivel. La union de estos farmacos con el RE es competitiva
e irreversible y degrada al RE, lo que conduce a una pérdida considerable de masa ésea

(Marin, 1998). En mujeres en edad fértil puede producir infertilidad.

2.4 FITOESTROGENOS

La genisteina es considerada dentro de los fitoSERMs. Es un compuesto no esteroide
derivado de las plantas con ciertas propiedades estrogénicas y antiestrogeénicas,
presenta acciones benéficas entre ellas aumento de la mineralizacion 6sea y efectos
favorables en las vias urinarias y sin efectos uterotroficos (Teran & Teppa, 2005). (Figura
2).
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Figura 2. Estructura quimica de diferentes SERMs y el 17(3- estradiol (Teran & Teppa, 2005).



2.5 MECANISMO DE ACCION DE LOS SERMS

Para explicar cdmo actuan los SERMs es necesario mencionar el mecanismo de accion
de los estrégenos que se unen a un factor de transcripcion (FT) especifico localizado en
el citoplasma y nucleo celular denominado receptor de estrégenos (RE) (via clasica)
(Noriega & Langley, 2008; Bjornstrom & Sjoberg, 2005). Los REs llevan a cabo la
transcripcion a través de interactuar con un complejo de proteinas correguladoras
(coactivadores o correpresores) que actuan como senalizadores intermedios entre el RE
y la maquinaria transcripcional. De este modo, los receptores de estrogenos se
encuentran en la célula dentro del nucleo en ausencia de la molécula de estrogeno de
modo inactivo y sin influencia en el ADN. Cuando una molécula de estrogeno entra en la
célula, se une al RE, provocando cambios conformacionales en el receptor, asi como la
disociacion de sus proteinas de choque caldrico (hsp), la dimerizacion de los receptores
y la translocacién al nuacleo. La unidad transcripcional (estrégeno-receptor) a su vez se
une a una secuencia de DNA palindromica denominada elementos de respuesta
estrogénica (ERE), que se localizan en regiones promotoras o amplificadoras de diversos
genes blanco (Shao & Brown, 2004). Tras la unién del complejo estrégeno-receptor al
ADN, los genes mas cercanos se activan, transcribiéndose a ARNm y conduciendo,
finalmente, a la sintesis de las proteinas especificas que influyen en el funcionamiento

de la célula (Figura 3) (Santamaria et al., 2010).



Figura 3. El mecanismo de accion de hormona esteroide. 1) Las hormonas esteroides, que se
transportan unidas a proteinas transportadoras en el plasma, se disocian de sus transportadores
plasmaticos y pasan a través de la membrana plasmatica de su célula blanco. 2) La hormona esteroide se
une a receptores, que pueden estar en el citoplasma. 3) El receptor unido a hormona se transloca hacia el
nucleo, donde se une al DNA. 4) Esto estimula la transcripcion genética, lo que da como resultado sintesis
de un nuevo mRNA. 5) El mRNA recién formado codifica para la produccion de nuevas proteinas, que 6)

producen los efectos hormonales en las células blanco (Stuart, 2011).



Ademas de la via clasica existen otro mecanismos propuestos para la activacion
transcripcional por el receptor de estrégenos, entre ellas se encuentra la via alternativa o
AP-1, donde la union del estrégeno con el receptor activa a c- Jun y c-Fos que promueven
y activan los estrégenos diana que requiere la presencia constante de la funcion AF-1 del

dominio A/B asi como de proteinas correguladoras (Navarro, 2001).

El efecto antagonista de los SERMs se explica porque no activa la via ERE, es decir,
bloquean por inhibicion competitiva la funcién del receptor (ERa 'y ER), se unen a ellos
con similar afinidad que los estrégenos, reprimiendo unicamente la funcion de activacién
transcripcional 2 (AF-2) de la proteina provocado por un cambio conformacional en AF-2
diferente al creado por la union a ligandos agonistas lo cual bloquea la interaccion con
coactivadores de AF-2 y permite la entrada de correpresores (CoR), que bloquean la
transcripcion, esto facilita la activacién de AF-1, la dimerizacién del receptor y su unién
a genes regulados por estrégenos (Bjornstrom & Sjoberg, 2005). En células de mama, la
competencia por la unién a la proteina evita la formacion del complejo de transcripcion
mediada por el ER, bloqueando la expresion de genes implicados en la proliferacion
celular (Jordan 2002; MacGregor & Jordan, 1998).

El efecto agonista de los SERMs se explica porque activan la via alternativa del ERE AP-
1 donde la union del estrogeno con el receptor activa 2 proteinas, c- Jun y c-Fos que
promueven y activan genes diana que requiere la presencia constante de la funcion AF-

1 del dominio A/B asi como de proteinas correguladoras (Navarro, 2001).

2.6 FARMACOCINETICA DE LOS SERMS

Los SERM se administran por via oral en dosis que van de 20 a 60 mg/dia. El tamoxifeno
tiene una biodisponibilidad del 80-85% y es metabolizado en el sistema enzimatico
citocromo P450. La biodisponibilidad del raloxifeno es del 2% y es metabolizado por
conjugacion con glucuronidos. El fulvestrant se administra por via intramuscular (250
mg/mes) su concentracion maxima sérica alrededor de los primeros 7 dias del tratamiento
y se mantienen durante 30 dias con una concentracion minima estimada del 30% de su
concentracion maxima su metabolismo es por via hepatica mediante reacciones de

oxidacién, hidroxilacién y conjugacion con glucuronatos. Se elimina principalmente por
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via digestiva (90%) y una minima porcion por via renal. Todos los SERMs se unen
estrechamente a las proteinas plasmaticas (> 95%) y tienen tiempos de vida media
prolongados (27.7 horas a 10 dias). La via de eliminacion es generalmente hepatica y
pueden interactuar potencialmente con otros medicamentos, como warfarina, inhibidores

de la aromatasa, esteroides, rifampicina y colestiramina (Morello et al., 2003).

3. ANTECEDENTES

El tamoxifeno (IC1-46. 474 o Nolvadex) fue sintetizado por Arthur Walpole para la
regulacion de la fertilidad. Sin embargo Craig Jordan demostré su accion estrogénica
sobre algunos tejidos y antiestrogénica en otros, con lo que se determina que el
tamoxifeno es un modulador selectivo de los receptores de estrogeno (SERM). En 1983,
The Lancet publicod el estudio NATO (Nolvadex Adjuvant Trial Organisation), el cual
demostré que el tamoxifeno usado por dos afios mejoraba la supervivencia y también

reducia la incidencia de cancer de mama contralateral (Jordan, 2000).

Posteriormente se realizaron diversos estudios preventivos de cancer con tratamiento de
tamoxifeno, donde demostraron sus beneficios, al disminuir el riesgo de recurrencia y
muerte en las mujeres con cancer de mama positivos a receptores de estrogeno,
independientemente de la edad, la menopausia y el estatus ganglionar. Entre estos
estudios destacan: Surgical Adjuvant Breast y Bowel Project P-1, que realizaron el primer
ensayo clinico prospectivo aleatorizado, el cual demostré una disminucién en incidencia
del 49% en cancer de mama invasivo con el tratamiento de tamoxifeno (20 mg/dia
durante 48 meses) en mujeres pre y posmenopausicas de alto riesgo. El ensayo fue
interrumpido por el comité de ética al evidenciar la indiscutible ventaja de las pacientes
que tomaban este medicamento sobre el grupo placebo. Ademas reportaron efectos
adversos que ocurrian predominantemente en mujeres mayores de 50 afios como
incidencia de cancer de endometrio, accidente vascular cerebral, embolia pulmonar y
riesgo de trombosis venosa profunda pero sin relacién a la edad (Fisher et al., 1994). El
estudio de Royal Mardsen y un estudio Italiano de Prevencién, no mostraron una ventaja
clara sobre pacientes que tomaban tamoxifeno 20 mg/dia comparado con placebo

durante 5 afios. Sin embargo el estudio Italiano de Prevencién implementé un subgrupo
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que correspondia a mujeres menopausicas que recurrian a la terapia hormonal de
remplazo (THR) y tamoxifeno, estas presentaban una menor incidencia de cancer de

mama sobre aquellas que solo recibian THR y placebo (Peralta, 2006).

La FDA (Food and Drug Administration) en 1977 aprobd el uso de tamoxifeno en el
tratamiento de cancer de mama avanzado, en 1988 como adyuvante en cancer primario
y en 1990 como adyuvante en mujeres pre y postmenopausicas con ganglios negativos
(Osborne, 1998).

Un meta-analisis actualizado, publicado por EBCTCG (Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group) reivindica los beneficios del tamoxifeno en pacientes con cancer de
mama con receptores positivos, comparando 2 afios de tratamiento adyuvante frente a
5 afnos, concluyendo que en el tratamiento prolongado disminuye sustancialmente la
recurrencia de cancer de mama, la mortalidad por cancer de mama, y la mortalidad global
(a pesar de un pequefio incremento absoluto del cancer de endometrio y de embolia
pulmonar). Por su parte el estudio ATLAS (Adjuvant Tamoxifen Longer Against Shorter)
en el 2013 reportd que existe una reduccion mas efectiva con 10 afios de tamoxifeno (20
mg/dia) adyuvante en comparacion con 5 anos pero que los efectos adversos se
incrementaron por lo menos en las mujeres posmenopausicas. Concluyendo que hay una
reduccion absoluta en la mortalidad por cancer de mama que la magnitud del aumento
absoluto en la mortalidad debida a los efectos adversos. (Davies et al., 2013) Actualmente
existe un estudio en curso el ATTOM (Adjuvant Tamoxifen Treatment Offer More?) que

compara 2 anos frente a tratamiento aun mas prolongado (Espinds, et al., 2008).

Sin embargo a pesar de que el tamoxifeno sigue siendo la primer linea de tratamiento de
cancer de mama temprano y avanzado se ha reportado que el 50% de los pacientes con
enfermedad avanzada no responden al tratamiento (resistencia de novo). Ademas
algunos estudios muestran la existencia de pacientes que presentan recaidas a pesar de

una respuesta inicial positiva al farmaco (Garcia-Becerra et al., 2012).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La terapia hormonal inducen cambios en el sistema hemostatico caracterizados por el
aumento en los factores de coagulacién como el fibrindbgeno (Van & Rosendaal, 2003), la
protrombina (Poort et al., 1996), asi como la reduccion de los inhibidores de la
coagulacion, el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) (Raps et al., 2013). También se
ha comprobado un cambio en el sistema fibrinolitico por aumento de los niveles del
activador del plasminégeno tisular (tPA) y reduccion de los niveles del inhibidor del
activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1) (Meijers et al., 2000). Todos estos cambios
alteran el equilibrio entre el sistema de la coagulacion y las vias anticoagulantes y en
consecuencia pueden conducir un estado de hipercoagulacion que puede derivar en una

trombosis venosa (Morten, 2013).

En el caso de tamoxifeno algunos trabajos sefialan que disminuye los eventos
trombdticos (Caicedo, 2007) mientras otros han documentado un aumento (Fisher et al.,
1994). De igual manera se ha publicado que el tamoxifeno confiere un efecto
cardioprotector, mientras que otros autores atribuyen un riesgo cardiovascular (Pinkerton
& Thomas, 2014), y otros reportan que el farmaco no tienen ningun efecto cardiovascular
(Fisher et al., 1994). Las enfermedades cardiovasculares estan relacionadas con el
aumento de algunos marcadores inflamatorios, tales como IL1, IL6, TNFa asi como la

proteina C reactiva.

5. JUSTIFICACION

Debido a que el tamoxifeno se ha considerado el farmaco de primera eleccion en el
tratamiento y prevencion del cancer de mama y que la informacién respecto a los efectos
adversos sobre la hemostasia del tamoxifeno son controversiales. En el presente trabajo
consideramos relevante evaluar los efectos del tamoxifeno sobre los marcadores
involucrados en la patogénesis de la trombosis tales como la coagulacion, la fibrindlisis y

la respuesta inflamatoria, en un modelo de ratas ovariectomizadas.
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6. HIPOTESIS

El tamoxifeno al ser administrado de manera crénica podria inducir cambios en el sistema
hemostatico, el sistema fibrinolitico y la respuesta inflamatoria en un modelo de ratas

Wistar ovariectomizadas.

7. OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto cronico in vivo del tamoxifeno sobre los marcadores del sistema

hemostatico, fibrinolitico y de respuesta inflamatoria.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Determinar el efecto del tamoxifeno sobre la via extrinseca de coagulacion a través
del tiempo de protrombina y el factor tisular.

b. Determinar el efecto del tamoxifeno sobre la via intrinseca de la coagulacion a
través de la tromboplastina parcial activada.

c. Evaluacién de la fase fluida de la hemostasia a través de la determinacion del
fibrinbgeno.

d. Evaluacion del tamoxifeno sobre el sistema fibrinolitico a través del plasmindgeno
y del inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1.

e. Determinar el efecto del tamoxifeno sobre la respuesta inflamatoria a través de la

interleucina 1-B y el factor de necrosis tumoral- alfa.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 MATERIALES
8.1.1 Reactivos

El tamoxifeno, -[4-[(Z)-1,2-difenilbut-1-enillfenoxi]-N,N-dimetiletanamina, tribromoetanol,
alcohol tert-amilico, tween 20, PBS, tetrametil bencidina (TMB), se obtuvieron de Sigma-
Aldrich®. La tromboplastina C plus, Actin FS®, plasma estandar de rata macho Wistar,
cloruro de calcio (CaClz2), trombina, buffer Veronal y buffer de imidazol adquiridos en
Dade®.

Anticuerpos de captura:

Anti-fibrinégeno (PAI-1 85429), anti-factor de necrosis tumoral- alfa (TNF-a MAB510),
inhibidor del factor tisular (TF [-20), interleucina 1 beta (IL-18 M-20), inhibidor de la
activacion del plasminogeno (PAI-1 C-20) y plasminogeno (PLG E-14).

Anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa:

Bovino anti cabra IgG-HRP, bovino anti oveja IgG —HRP y Cabra anti raton 1gG1-HRP.

Los anticuerpos de captura y secundarios conjugados con peroxidasa se compraron en

American Diagnostica Inc., USA, Santa Cruz Biotechnology Inc 6 R&D

8.1.2 Material y equipo

El equipo vacutainer BD® (equipo alado calibre de 23G x 19/7” y tubos con vacio para
plasma y suero) se adquirieron de Becton Dickinson® Franklin Lakes NJ USA. La sutura
quirurgica Catgut cromica 3/0 estéril marca surgical®. Las cubetas con agitadores
SIEMENS® para el coaguldmetro semiautomatico Fibrintimer BFTII®. Las placas

multipozos para ELISA se compraron en NUNC® Brand Products.
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8.1.3 Material biolégico

Durante los experimentos se utilizaron ratas Wistar hembras adultas (200-2259)
procedentes del bioterio central de la Facultad de Medicina de la UNAM, se mantuvieron
en ciclos de luz-oscuridad de 12h x 12h con agua y alimento ad libitum a temperatura
controlada entre 20-23°C y humedad de 30 a 40%. Todos los experimentos se realizaron
con apego a la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999-SENASICA, 2001),
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

8.2 METODOS
8.2.1 Ovariectomia

La ovariectomia se realizé en ratas Wistar dos semanas antes de iniciar su tratamiento
farmacolégico. Se anestesio con tribromo etanol (0.2 g/Kg peso del animal) por via
intraperitoneal. Se realiz6 una incision transversal de aproximadamente 1 cm en la region
dorsal, procediendo a una segunda incision bilateral longitudinal en el musculo, dentro de
la cavidad peritoneal hasta la localizacion del utero los ovarios. Los cuernos uterinos se
ligaron con catgut 3 y los ovarios se removieron. Finalmente se suturo la piel con hilo de
seda 3-0 y la region dorsal se desinfectd con la solucién de benzal al 1% (Bennet &
Vickery, 1970).

8.2.2 Manejo de animales y tratamiento farmacolégico

Los animales fueron distribuidos por el método de cuadrados latinos en funcion a su peso
corporal en 4 lotes de 4 a 5 animales por grupo. Cada grupo recibié un tratamiento por
via subcutanea de tamoxifen disueltos en propilenglicol en dosis de 100, 300 y 1000
Mg/Kg, durante quince dias consecutivos. El grupo control se le administro propilenglicol

(vehiculo; 0.2 mL/animal/dia). Cada experimento se realiz6é por duplicado.
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8.2.3 Toma de muestras

Los animales fueron pesados y anestesiados con tribromo etanol (0.2 g/Kg peso del
animal) por via intraperitoneal. La toma fue hecha un dia después de la ultima
administracién (8:00-10:30 am), la muestra de sangre se obtuvo de la arteria mesentérica
por medio de un sistema Vacutainer® 23G. Se realizaron dos tomas de muestra
sanguinea para obtencidn de plasma citrado (5 ml) y suero (5 ml). Los tubos se
centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. Los plasmas y sueros,
obtenidos del sobrenadante, se guardaron en tubos de 1.5 ml a -20°C para su posterior
procesamiento. Los animales se sacrificaron por exanguinacion bajo anestesia y se
corrobord por dislocacion cervical. La disposicion final de los cadaveres fue la unidad de

cremacion.

Los uteros de todos los animales de cada grupo se disecaron y se pesaron para confirmar

el efecto de tamoxifeno sobre utero.

8.2.4 Determinacién de las pruebas hemostaticas

La determinacion de las pruebas hemostaticas se realizd basandonos en la

estandarizacién de los métodos clasicos modificados por Garcia-Manzano (2001).

Determinacién del tiempo de protrombina (TP)

El tiempo de protrombina fue realizado mediante el método de Quick (1954); cada
muestra plasmatica (100 pL) se incubd a 37°C durante un minuto y la reaccion se activo

con el reactivo de tromboplastina.

Determinacién del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPa)

La prueba de TTPa se realizé utilizando 50 uL de plasma que se mezclé con 50 pL de
Actin FS®, se incubd durante 120 s a 37°C y la reaccion se activé con CaClz utilizando el

método de Proctor y Rapaport (1961).
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ESTANDARIZACION Y CURVAS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE
FIBRINOGENO

Para determinar el efecto del tamoxifeno sobre fibrindgeno, fue necesario asegurar que
el reactivo utilizado en la clinica pudiera usarse en un modelo de rata. Para esto fue
necesario realizar la curva de estandarizacion con las diluciones pool de plasmas de ratas

ovariectomizadas sin tratamiento (1:5, 1:15, 1:40) (Figura 15).

Determinacién de fibrinégeno

La muestra problema en una dilucion 1:10 se incubd 120 s a 37°C, la reaccion se activo
con el reactivo de trombina. Los segundos obtenidos se graficaron en la curva estandar
y los valores extrapolados representan la concentracion de fibrinbgeno en mg/mL
(método de Clauss, 1957).

Todas las muestras obtenidas en el presente trabajo se procesaron en el coaguldmetro
Fibrintimer BFT 1I®. Los experimentos se realizaron al menos por duplicado y cada
muestra se determind por triplicado. Los grupos tratados fueron comparados con

respecto a su propio control (vehiculo=100%) y entre ellos.

8.2.5 Determinacién de marcadores bioldgicos

Las determinaciones de los diferentes marcadores bioldgicos como fibrindgeno,
plasminégeno, TNF-a, TF, IL-1B y PAI-1 se realizaron mediante ELISA indirecto

mediante el siguiente protocolo.

PROTOCOLO PARA ELISA

1. En una placa para ELISA se agregaron 50 uL/pozo de antigeno (suero de rata (1:10)

y se incubd6 a temperatura ambiente por 4 h.

2. El sobre nadante se desechd y se bloqued con una soluciéon de PBS1x + tween 20 al

0.1% + leche al 5% (200 pL/pozo) y se incubd a 2-4°C durante toda la noche.
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9.

. La solucién de leche, se desechd y con una solucion de PBS1x + tween 20 al 0.1%,

(200 pL/pozo) se lavaron los pozos, 10 veces, con intervalos de agitacion de 60 s.

. Los anticuerpos primarios, plasminégeno, TFI, IL1B y PAI de concentracion (1:300),

fibrindgeno (1:100) y TNF-a (1:1000) se agregaron 100 uyL/pozo y se incubd por 3 h

a temperatura ambiente.

. El sobrenadante se descart6 y con la solucion de PBS1x & tween 20 al 0.1%, (200

ML/pozo) se lavaron los pozos, 10 veces, con intervalos de agitacion de 60 s.

. Los anticuerpos secundarios como Bovino anti cabra IgG-HRP, bovino anti oveja IgG

—HRP y Cabra anti raton IgG1+-HRP de concentracion (1:5000), se colocaron 100

ML/pozo y se incubd por 3 h a temperatura ambiente.

. El sobrenadante se descarté y con la solucion de PBS1x + tween 20 al 0.1%, (200

ML/pozo) se lavaron los pozos, 10 veces con intervalos de agitaciéon de 60 s.

. Se agregaron 100 yL/pozo de TMB y se incubo a temperatura ambiente, en oscuridad

por 20 min.

La reaccion se detuvo, adicionando 100 pL/pozo de H2SO4 1M.

10. La placa se leyd6 a una absorbancia de 450/492 nm, con el test #14 del

espectrofotometro STAT-FAX 3200.

8.2.6 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé6 mediante el uso software de graficos y estadistica

Sigma Plot 10® y Sigma Stat 3.0® (Jandel Scientific Software). El analisis de los datos

se aplicé mediante las pruebas de analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de

comparaciones multiples de Dunnet. Una p<0.05 se consideré como estadisticamente

significativa.
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9. RESULTADOS

9.1 EFECTO SOBRE EL PESO CORPORAL

Antes de realizar la toma de las muestras de los animales que recibieron tratamiento y
los controles (propilenglicol), se pesaron todos los animales por lote. Los resultados los
podemos observar en la figura 4 donde el eje de las abscisas representa las diferentes
dosis administradas de tamoxifeno y el grupo control, mientras que las ordenadas (Y) son
los promedios del peso en gramos de cada lote. En la grafica observamos que con las
tres dosis administradas, el peso corporal disminuy6 en un 20% de manera significativa

(p<0.05) respecto al grupo control.

9.2 EFECTO SOBRE EL PESO DEL UTERO

Para confirmar el efecto uterotréfico del tamoxifeno se pesaron los uteros de los grupos
que recibieron el tratamiento y el grupo control. El tamoxifeno produjo un aumento del
utero, estadisticamente significativo (p<0.05 vs vehiculo) en las diferentes dosis
administradas (100, 300, 1000 ug/Kg) de 40, 35 y 48% respectivamente (Figura 5).
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Figura 4: Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300, 1000 pg/Kg) sobre el peso corporal de las ratas Wistar

ovariectomizadas. Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5 animales). El

control del experimento es el vehiculo. *p<0.05 vs vehiculo, prueba Dunnett.
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Figura 5: Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300, 1000 ug/Kg) sobre el peso del utero de ratas Wistar
ovariectomizadas. Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5 animales). El

control del experimento es el vehiculo. *p<0.05 vs vehiculo, prueba Dunnett.
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9.3 EFECTO HEMOSTATICO DEL TAMOXIFENO

Existen pruebas de escrutinio hemostatico que evaluan clinicamente al paciente con
riesgo a hemorragia o trombosis. Dos de las principales pruebas son el tiempo de
protrombina (TP) que mide la formacion del coagulo en la via extrinseca y el tiempo de

tromboplastina parcial activada (TTPa) que analiza la via intrinseca.

9.3.1 Efecto del tamoxifeno sobre TP

En la figura 6, observamos que el tiempo de protrombina no se ve alterado con ninguna
de las dosis utilizadas ya que no existe un cambio estadisticamente significativo con

respecto al control.

9.3.2 Efecto del tamoxifeno sobre TTPa

El tamoxifeno aumenta el tiempo de la prueba de TTPa de manera significativa respecto
al control (*p<0.05) en las dosis de 100 y 1000 ug/Kg (20 y 27%) respectivamente,
mientras que con la dosis de 300 pg/Kg no observamos cambios significativos respecto

al control (Figura 7).
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Figura 6: Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 pg/Kg) sobre el tiempo de protrombina (TP).

Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5 animales) por duplicado. *p<0.05 vs

vehiculo 100%.
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Figura 7: Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 pg/Kg) sobre el tiempo de tromboplastina

parcial activada (TTPa). Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5 animales)

por duplicado. *p< vs vehiculo 100%.
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9.3.3 Efecto del tamoxifeno sobre fibrinbgeno

La figura 8 representa los resultados de las concentraciones del fibrinégeno por la
administracién de tamoxifeno, donde observamos un cambio significativo respecto al
control (*p<0.05) en las dosis de 300 y 1000 pg/Kg (27 y 41%; respectivamente), mientras
que con la dosis de 100 pg/Kg solo observamos un ligero aumento que no fue

estadisticamente significativo respecto al grupo control.
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Figura 8: Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 ug/Kg) sobre la concentracién de fibrinégeno

(mg/dL). Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5animales) por duplicado.
*p<0.05 vs vehiculo 100%.
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Los marcadores bioldgicos que se determinaron mediante ELISA indirecto fueron: factor

tisular, fibrindgeno, plasminogeno, PAI-1, IL-13 y TNF-a.

9.3.4 Factor tisular (FT)

La figura 9 muestra que la administracion crénica del tamoxifeno no tiene efecto sobre el

factor tisular en ninguna de las dosis administradas.
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Fig. 9. Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 ug/Kg) sobre la detecciéon del factor tisular
reportado en absorbancia por el método de ELISA Indirecto. Cada punto representa el promedio + EE

de dos experimentos (3-5 animales), n= 16. *p< 0.05 vs vehiculo 100%.
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9.3.5 Fibrinégeno

El tamoxifeno a dosis de 100 pg/Kg disminuy6 significativamente 39% (*p<0.05) al
fibrinégeno. Por otro lado las dosis de 300 pg/kg y 1000 pg/Kg disminuyeron el 33 y 29%
respectivamente respecto al control, sin embargo ninguno de estos aumentos fueron

estadisticamente significativos con respecto al grupo control (Figura 10).
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Figura 10. Efecto del Tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 pg/Kg) sobre la detecciéon de fibrinégeno

reportado en absorbancia por el método de ELISA Indirecto. Cada punto representa el promedio + EE

de dos experimentos (3-5 animales) repetido n= 16. *p<0.05 vs vehiculo 100%.
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9.3.6 Plasminégeno

La figura 11, se muestra el resultado de la administracion cronica del tamoxifeno, donde
podemos apreciar que hay un aumento leve y no significativo con las dosis de 100 y 300
Mg/Kg, mientras que hay una disminucion con la dosis de 1000 pg/Kg del 20 % que

tampoco es significativa.

0.30 A _

0.25 - T e
£ =
< 0202050 20% %% 2% %
Q 0.20 A s
A 3
' !:x
lg X
2 015 - S
© %
o &
= &K
o X
8 0.10 - SRR
< K

0.05 - SRR

- ¢ 3 QRRERHEK -
Blanco Vehiculo Tx 100 Tx 300 Tx 1000

Dosis (ug/Kg)
Figura 11. Efecto del Tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 pg/Kg) sobre la detecciéon de plasminégeno
reportado en absorbancia. Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-5 animales),
n= 16. *p<0.05 vs vehiculo 100%.
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9.3.7 Inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1)

En la figura 12 observamos que el tamoxifeno disminuye al PAI-1 en las dosis de 100 y
300 pg/Kg, sin embargo solo la dosis de 300 pg/Kg (-20%) es estadisticamente
significativa respecto al grupo control. Mientras que las dosis de 1000 pg/Kg no promueve
algun cambio.
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Figura 12. Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 ug/Kg) sobre la deteccion del Inhibidor de la
activacion del plasminégeno por el método de ELISA Indirecto. Cada punto representa el promedio +

EE de dos experimentos (3-5animales) repetido n= 4. *p< 0.05 vs vehiculo 100%
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9.3.8 Interleucina 1- (IL 1-B)

El tamoxifeno disminuye la IL-113 en 39 y 33% con las dosis de 100 y 300 ug/Kg pero sin
alcanzar la significancia estadistica. Con la dosis de 1000 ug/Kg observamos un aumento

del 29% que tampoco fue significativo respecto al grupo control (Figura 13).
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Fig. 13. Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 ug/Kg) sobre la deteccién de la interleucina (IL-
1B) por el método de ELISA Indirecto. Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos (3-

5 animales), n= 16. *p<0.05 vs vehiculo 100%.
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9.3.9 Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a)

La figura 14 muestra que el tamoxifeno con la dosis de 100, 300 y 1000 pg/Kg disminuye
la concentracion de TNF-a, sin embargo solo las dosis de 300 y 1000 ug (-34% y -56%
respectivamente) fueron estadisticamente significativas con respecto al grupo control
(p<0.05).
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Figura 14. Efecto del tamoxifeno (Tx) (100, 300 y 1000 ug/Kg) sobre la deteccién de la interleucina
(IL-B) por el método de ELISA Indirecto. Cada punto representa el promedio + EE de dos experimentos
(3-5 animales), n= 16. *p<0.05 vs vehiculo 100%.
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10. DISCUSION

Peso corporal

El efecto de tamoxifeno sobre el peso corporal en las diferentes dosis (100, 300, 1000
Mg/Kg) administradas presentan una disminucion de alrededor de un 20%. Estos
resultados podrian deberse a un efecto anorexigénico del mismo compuesto que produce
la pérdida de masa 6sea, tejido muscular o pérdida de tejido adiposo. Es posible que esto
se deba a su efecto estrogénico en el hueso y los lipidos séricos (Teran & Teppa 2005).
Sin embargo, para poder determinar el factor o los factores que influyen sobre el peso,
es necesario cuantificar los parametros relacionados ya que incluso se pude deber a un

efecto secundario por la administracion del farmaco.

Efecto uterotréfico

En el presente trabajo utilizamos el peso del utero como un control positivo de actividad
estrogénica ya que posee receptores estrogénicos que se unen a los esteroides
gonadales iniciando una respuesta celular que induce el crecimiento del epitelio y
estroma endometriales; asimismo, inducen la formacion de los receptores de
progesterona en la hipdfisis anterior (Pineda & Dooley, 2008; Grossman, 1985). Una
prueba para demostrar el efecto estrogénico de un farmaco es revertir el efecto de atrofia

inducido por la ovariectomia (Takeyoshi et al., 2002).

En la figura 5 se muestra un aumento significativo del peso de utero con respecto al
vehiculo, ademas el peso no incrementa conforme aumenta la dosis. Sin embargo la
literatura ha reportado que el tamoxifeno es capaz de estimular una respuesta
estrogénica parcial en el utero de rata inmadura y ovariectomizadas. (Maximov et al.,

2013), lo cual reafirma su efecto estrogénico sobre el utero.
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Vias de la coagulaciéon

En las pruebas de la via extrinseca (TP y FT) el tratamiento crénico con el tamoxifeno
parece no afectarla, sin embargo podrian evaluarse factores especificos de la via, como

el factor VIl o el factor X.

El tamoxifeno aumenta el tiempo de la prueba de TTPa de manera significativa respecto
al grupo control (*p<0.05) con las dosis de 100 y 1000 pug/Kg (20 y 27%), lo cual nos
indica que hay un efecto sobre esta via y que puede deberse a una disminucién de la
actividad de los factores hemostaticos (XII, Xl, IX, VIII) (Ruiz-Arguelles, 2013).

El tamoxifeno produjo un aumento significativo sobre las concentraciones plasmaticas del
fibrinbgeno (300 y 1000 pg/Kg; 27 y 41%) respectivamente, mientras que observamos
una disminucién en las concentraciones séricas del mismo (100 pg/Kg; -39%). El
fibrindgeno puede aumentar o disminuir dependiendo de un estimulo a nivel de la
hemostasia o de la inflamacion. Se ha establecido en estudios in vitro que la sintesis de
fibrindgeno es incrementada por algunas sustancias incluyendo las hormonas (Grieninger
et al.,, 1983). La cantidad y la calidad del fibrinbgeno alteran varias pruebas de
coagulacion: TP, TTPa, TT (De Maat et al., 1999). A demas del papel del fibrinbgeno en
la coagulacion, éste puede facilitar la respuesta inflamatoria a través de su interaccion
con leucocitos, al actuar como ligando de la molécula de adhesion intercelular-1 (MAI-1),
y aumentando la interaccidén entre monocitos y células endoteliales asi como facilitando
la agregacion plaquetaria. Al mismo tiempo regula y aumenta la concentracion de
proteinas MAI-1 en la superficie de las células endoteliales, lo que aumenta la adhesién
de leucocitos y plaquetas (Kamath & Lip; 2003). En el proceso trombético el fibrindgeno
es el precursor del trombo de fibrina, modulando su tamano, su estructura y su
forma. Niveles elevados de fibrindgeno inducen la formacién de trombo, fuertemente
adheridos y pocos susceptibles a la accion de la fibrindlisis endégena. Ademas,
interfieren con los receptores de plasminégeno disminuyendo la capacidad del sistema
fibrinolitico (Hermes et al., 2005).
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Sistema fibrinolitico

El plasminégeno es un zimoégeno, monocatenario con un peso molecular de 92 kDa que
se transforma en plasmina, una proteina encargada de degradar las redes de fibrina, que
forman el coagulo y son generadas a partir del fibrinbgeno, este mecanismo es
denominado fibrindlisis (Paramo et al., 2009; Martinez-Murillo, 2003). En los resultados
obtenidos las concentraciones de plasmindbgeno no muestra cambios significativo al
comparar el control con las diferentes dosis administradas de tamoxifeno lo cual significa

que el farmaco no presenta un efecto pro-fibrinolitico.

El inhibidor de la activacién de plasminogeno tipo1 (PAI-1) se produce en el endotelio, se
secreta al plasma e inactiva rapidamente al activador tisular del plasminégeno y por lo
tanto regula la activacion de la plasmina. En el estudio la administracion de 300 ug/kg
con tamoxifeno, presenta un disminucion del 20% respecto al vehiculo. Este resultado
es similar a un estudio implementado en 20 mujeres posmenopausicas (Tamoxifeno
20mg). El cual muestra una disminucion del factor fibrinolitico (PAI-1) (Cosman et al.,
2005).

Respuesta inflamatoria

Algunas citocinas proinflamatorias como las IL-1, IL-6, y TNF-a, son muy utilizadas como
marcadores bioquimicos del riesgo cardiovascular. EI TNF- a esta implicado en la
produccion de citocinas y proteinas de fase aguda, en el aumento en la expresion de
moléculas de adhesion, en la activacion de neutréfilos y la co-estimulacion en la
activaciéon de células T (Fragoso-Lona et al., 2009). Sin embargo, estudios han revelado
que una administracién combinada de tamoxifeno y TNF- a aumentan la actividad del
promotor superdxido dismutasa de manganeso, el cual suprimir el desarrollo de cancer
(Daosukho et al., 2002) El tamoxifeno en las dosis de 300 y 1000 ug/Kg la concentracion
de TNF-a muestra un disminucién significativa del 34% y 56% respectivamente con
respecto al vehiculo. De igual manera el marcado IL-13 presenta una disminucion

conforme aumenta la dosis pero no tienen ningun significado estadistico.
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11.

12.

Para

CONCLUSIONES

El tratamiento cronico con tamoxifeno disminuye el peso corporal de los animales
tratados.

El tamoxifeno ejerce un efecto uterotrofico.

En el presente modelo experimental no observamos efectos significativos del
tratamiento crénico del tamoxifeno sobre la via extrinseca de la coagulacion.

El tamoxifeno tiene efectos sobre la via intrinseca de la coagulacién y la via comun.
El tamoxifeno ejerce cambios leves en el sistema fibrinolitico.

El tratamiento cronico de tamoxifeno inhibe marcadores biolégicos que participan
en los procesos de inflamacion.

En el modelo experimental de rata Wistar hembra ovariectomizada, el tamoxifeno

actua como un compuesto antitrombdtico y antiinflamatorio.

PERSPECTIVAS

determinar el factor o los factores que influyen sobre el peso de la rata Wistar

ovariectomizada sera necesario evaluar los parametros relacionados con la masa ésea,

tejido muscular y tejido adiposo. Se podria obtener mas informacion en el tratamiento

cronico con el tamoxifeno sobre la via extrinseca y via intrinseca al evaluarse los factores
de coagulacién (VII, X, XII, X1, IX, VIII).
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14. ANEXOI
14.1 CURVA DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE FIBRINOGENO

! LUSETHIS GRAPH ONLY WITH: ! ! ! i !
JDATAFI FIBRINOGEN CALIBRATION REFERENCE .. . .. . TYPICAL CURVE .
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Figura 15. Estandarizacion de fibrindgeno en plasma estandar, diluciones de 1:5, 1:15
y 1:40. Cada punto representa el promedio de al menos 5 ratas macho sin tratamiento por

triplicado. Basado en el Método Clauss.
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