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Abreviaturas

ABREVIATURAS
RE Receptor de Estrogeno
DUH Dominio de Unién de la Hormona
REa Receptor de Estrégenos a
REfp Receptor de Estrogenos 3
DMBA Dimetilbenzantraceno
FA Funcién de Activacion
DUD Dominio de Unién del DNA
SLN Sefiales de Localizacién Nuclear
Ser Serotonina
RNA Acido Ribonucleico
ERE Elementos de Respuesta a Estrégenos
RP Receptor de Progesterona
RT Receptor de Hormona Tiroidea
RAR Receptor de Acido Retindico
EUTAMPc Elementos de Unién de Transcripcion AMPc
MSRT Mediador Silenciante para los Receptores de Hormona Tiroidea y Retindica
CoR-N Correpresor del Receptor Nuclear
DUL Dominio de Union del Ligando
DEB Dietilestilbestrol
TACE Trip-anisilcloroetileno
RH Receptor de hormona
CREB Elemento de respuesta de Unidn de la proteina de transcripcion ligando a AMPc
cBP Proteina de unién asociada a CREB
PARE Proteina asociada a el Receptor de Estrégenos
ERR Elementos de Respuesta a el Raloxifen
PCNE Perturbacion Conformacional no Especifica
PCE Perturbacion Conformacional Especifica

SERM Selective Estrogen Receptor Modulator




Resumen

1. RESUMEN

Los estrogenos son hormonas que se producen principalmente en los ovarios, estimulan la
proliferacion y el crecimiento de las células encargadas del desarrollo y mantenimiento de los
caracteres sexuales secundarios de la mujer. El estradiol (E;) es la hormona natural que
selectivamente se une y es retenido por el utero, vagina y glandula pituitaria donde se une a
receptores especificos. La activacion del receptor y su posterior translocacion con aceptores
nucleares especificos denominados elementos de respuesta estrogénica (EREs) propicia la
activaciéon de ta RNA y DNA polimerasas que inician la sintesis de proteinas y la proliferacion
celular especifica.

La aplicacidon clinica de los estrégenos como anticonceptivos orales han sido de los
descubrimientos de mayor trascendencia del siglo XX. Asi mismo los descubrimientos de Lener y
colaboradores del primer antiestrogeno no esteroidal y el descubrimiento de Jensen del sitio de
accion de los estrogenos hace 40 afos dio como resultado un gran numero de posibilidades para
el desarrollo clinico de nuevos farmacos. Los antiestrégenos juegan un papel importante en la
terapia antitumoral principalmente en el cancer de mama donde han tenido una aplicacién muy
amplia y producen un beneficio reconocido.

El objetivo de este trabajo ha sido revisar los estudios relacionados con el mecanismo de
accion de los estrogenos y antiestrégenos, con el objeto de proporcionar material actualizado y de
facil manejo para estudiantes e interesados en el conocimiento de este tema. Esta revisidon
presenta nueve capitulos. El segundo presenta los antecedentes historicos desde el
descubrimiento de la accién gonadal hasta el discernimiento del mecanismo de accion. El tercer
capitulo indica la justificacion y objetivo de este trabajo. El cuarto capitulo describe el mecanismo
de accion del efecto estrogénico, asi como la caracterizacion de los receptores estrogénicos y su
regulacién. En el caplitulo quinto se describe la clasificacion de los antiestrogenos y su interaccion
con los estrégenos. El capitulo sexto contiene la revision de algunos estudios de relacion
estructura-actividad. En el capitulo séptimo se analizan las aplicaciones clinicas de los
antiestrogenos y posteriormente se discuten las perspectivas futuras de nuevos antiestrégenos.
En el capitulo octavo se analizan las conclusiones y en el capitulo noveno la bibliografia.
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2. ANTECEDENTES

La naturaleza hormonal de los ovarios de! sistema reproductor femenino fue establecida en
1900 por Knauer, quién descubrié que ta remocion de estas génadas producia atrofia uterina y
pérdida de las funciones sexuales, y los transplantes de ovarios prevenian los sintomas de
gonadectomia. Estas observaciones se complementaron por los hallazgos de Halban (1900),
quién demostré que si las glandulas se transplantaban en animales inmaduros castrados se
aseguraba la normalidad del desarrollo y de las funciones sexuales.

En 1923 Allen y Doisy desarrollaron un método cualitativo sencillo de analisis biologico
para extractos ovaricos, basado en los cambios producidos en los exudados vaginales de ia rata.
Esto permitié que Loewe y Frank en 1925 pudieran detectar la presencia de una hormona sexual
femenina en la sangre de diversas especies. Posteriormente Loewe y Lange en 1926, detectaron
una hormona sexual femenina en la orina de las mujeres menstruantes cuya concentracion era
variable segtin la fase del ciclo menstrual en la que estas se encontraban. Zondek, en 1928
anuncié la excrecion de grandes cantidades de estrogenos en la orina durante el embarazo, este
hallazgo fue muy util para los quimicos, ya que pronto aislaron la sustancia activa en forma
cristalina, y afios después se dilucidé su estructura quimica (figura 1; Goodman y Gilman, 1996).
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Figura 1. Férmulas de compuestos reportados con actividad estrogénica in vivo en 1930. Se
crela que al compuesto 1 le correspondia la estructura molecular de la estrona llamada entonces

cetohidroxiestrina.
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Desde 1930 se inici6 la busqueda de estructuras de moléculas sencillas que produjeran
efectos estrogénicos. El primer compuesto reportado de estructura conocida al que se evalud su
actividad estrogénica fue el 1-ceto-1, 2, 3, 4-tetrahidrofenantreno (figura 1, compuesto 2) por la
analogia estructural que tenia este con la llamada cetohidroxiestrina (figura 1, compuesto 1) que
posteriormente se establecid como la estrona. Sir Charles Dodds inicid los estudios de la relacion
estructura-actividad de estrégenos no esteroidales, al encontrar que los hidroxiestilbenos (figura 1,
compuestos 7-9) eran potentes estrégenos, concluyendo que no era necesario el nucleo
fenantrénico para que se presentara el efecto estrogénico. También fue Dodds quien reportd que
el anol, un fenol derivado de anetol (figura, 2) producia una marcada actividad estrogénica. Sin
embargo, estos resultados no se reprodujeron con diferentes lotes de anol, mas tarde se
descubrid que la actividad estrogénica observada era debida a un contaminante de dimerizacion
del anol, el dianol, compuesto con propiedades estrogénicas potentes (figura 2). Por esa misma
época, Dodds encontré que la sustitucion del estilbeno con grupos etilo producia un compuesto
con una actividad estrogénica muy potente, el dietilestiibestrol (DEB, figura 2). La similitud
estructural entre el DEB y el Estradiol (E;) es notable. En un intento de analizar el efecto de ngidez
del sistema, se sintetizé y evalué el dihiroxihexahidrocriseno (figura 2) cuya potencia estrogénica,
era aproximadamente 1/2000 de la potencia del DEB. Estas investigaciones dieron como
resultado el desarrollo de una gran cantidad de compuestos sinteticos con aplicacién clinica.
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Figura 2. Férmulas de compuestos no esteroidales con actividad estrogénica in vivo.
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El trifeniletileno producia actividad estrogénica débil, induciendo cornificacién vaginal en
ratones. El reemplazo de uno de sus hidrégenos por un grupo cloro (figura 1) condujo a un
compuesto de mayor potencia y duracién de la accién estrogénica. Asi mismo él di(p-etoxifenil)-B-
fenil bromoetileno (DBE; figura 2) fue activo por via oral, su accidn estrogénica de larga duracién
se debia a su almacenamiento en el tejido graso. El compuesto tri-p-anisiicloroetiieno (TACE;
figura 2) se desarrolld a raiz de estos hallazgos y es utilizado clinicamente como estrégeno de
larga duracion.

Por otra parte la duracién de la accion del DEB pudo incrementarse por esterificacion de
los grupos fendlicos. Una dosis de 10 ug de dipropionato dietilestilbestrol produjo efectos
estrogénicos por mas de 50 dias en ratas mientras que el DEB a la misma dosis era activo por 5§
dias.

En la década de los 50s, se desconocia como los estrégenos producian sus efectos. Los
sitios blancos para las acciones especificas de los estrogenos sobre el sistema reproductivo
habian sido identificados por Allen y Doisy (1923), ensayando hormonas “estimulantes del estro”
del ovario, sin embargo se desconocia por qué tejidos como el utero y la vagina respondian a los
estréogenos mientras que otros como el musculo no lo hacian. Estudios iniciales con hormonas
marcadas con carbono 14, no pudieron detectar la localizacion de los sitios blanco (Twombly y
Shoenewaldt, 1951), debido a que la actividad especifica era demasiado baja, y se requeria de
compuestos marcados con tritio con actividad altamente especifica.

En 1958 Lemer y sus colaboradores publicaron el primer trabajo de las propiedades
farmacolégicas del primer antiestrédgeno no esteroidal etamoxitrifetol o MER-25 (figura 3). Lerner
escribié “el compuesto”, es atractivo no solamente por que inhibe completamente la respuesta
uterina del E, sino porque carece de las propiedades estimulantes uterinas, identificando a esta
sustancia como un instrumento para el estudio del papel funcional de los estrogenos en el
organismo. Posteriormente se estudiaron diferentes dosis de MER-25 contra una unica dosis de
benzoato de estradiol y varias dosis del E; fueron estudiadas contra una sola dosis del
antagonista. Los resultados obtenidos demostraron un antagonismo competitivo.

En 1959, Jensen y Jacobson, comunicaron que habian sintetizado el [6-7-*HJE; y lo
inyectaron en ratas hembras inmaduras detectando que la radioactividad proveniente del E,
marcado estaba unida y retenida en los tejidos: Utero, vagina y la pituitaria anterior pero no se
encontraba en otros tejidos como el musculo, rifidn, e higado, identificandose los tejidos blanco
especificos de la hormona natural E,. Estos estudios pioneros sugirieron la existencia de un
receptor especifico en estos tejidos. La identificaciéon de la union de estrégeno a una proteina en
el utero de ratas inmaduras y la observacion de H’-eétradiol localizado en los niicleos de las
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células blanco dieron lugar a la proposiciéon de un modelo para describir el mecanismo de los
eventos estrogénicos.

El estudio de la accion de estrégenos y antiestrogenos de manera conjunta se dio cuando
Pincus, el padre de los anticonceptivos orales invitd a Jensen y a Jacobsen a presentar sus
descubrimientos en 1960 en la conferencia titulada “Guia basica del mecanismo de accion de los
estrogenos”. Fueron presentados los trabajos acerca de la especificidad de respuesta de los
tejidos blancos a los estrégenos, y de manera adicional, Jensen (1962) describié los primeros
estudios que demostraron la actividad antiuterotrépica del MER-25 que dependia de su habilidad
para inhibir la incorporacidn y retencion de E; en el Gtero de las ratas. De este modo, se establecid
el fundamento del mecanismo de accion molecular de los antiestrogenos.

El MER-25 no pudo convertirse en un agente clinicamente Gtil debido a su toxicidad y baja
potencia (Lerner, 1981), sin embargo, el MRL-41 o clomifeno (figura 3), demostré su efecto
inductor de la ovulacioén por lo que es utilizado para el tratamiento de la infentilidad en mujeres
anovulatorias (Holtkamp, 1960; Greenblatt, 1962).

La mayor utilidad clinica de los antiestrégenos se dio a finales de la década de 1970 con el
desarrollo clinico del tamoxifeno (figura 3) para el tratamiento de cancer de mama, lo que cambié
la perspectiva del descubrimiento de nuevos farmacos antiestrogénicos (Lerner y Jordan, 1990;
Jordan 1994),
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Figura 3.

El entendimiento del mecanismo de accién de los antiestrégenos mediado por receptores
en los estudios de relacion estructura actividad condujeron a cambios enormes en los
conocimientos basicos y al desarrollo de los antiestrébgenos como agentes para tratar
enfermedades asociadas con la menopausia. Esto se debid a que el tamoxifeno es un
antiestrogeno en mama pero tienen propiedades similares a la de los estrogenos en otros tejidos
blancos tales como el hueso. El tamoxifeno se usa exclusivamente como agente preventivo para
el tratamiento de todas las etapas de cancer de mama (Jordan, 1997b).
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Otros agentes novedosos como antiestrogenos se estan evaluando no solamente como
agentes antitumorales en cancer de mama, sino también para la prevencion de la osteoporosis
(Gradishar y Jordan, 1997).

No se ha establecido una teoria unica de la accién de antiestrogenos debido a que hay
observaciones que aun no se entienden con los antiestrégenos que requieren de mayor estudio.
1) Esto es debido fundamentaimente a que las diferencias de las diferentes especies en la
farmacologia de los antiestrégenos son sorprendentes y se han explicado como diferencias de
metabolismo, 2) La mayoria de los antiestrégenos exhiben acciones agonistas o agonistas
parciales in vivo, pero in vitro los compuestos usualmente tienen cero de actividad intrinseca y 3)
Se ha postulado que el tamoxifeno se une al llamado "sitio de unidn para antiestrégenos” con
especificidad estructural precisa y con alta afinidad. Este sitio de unién requiere ser definido
bioquimicamente y su papel fisiolégico necesita ser establecido.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVO

El descubrimiento de farmacos dirigidos a lograr una acciéon antiestrogénica selectiva en el
tejido mamario y uterino preservando el efecto benéfico en el sistema éseo y sobre el metabolismo
de los lipidos y colesterol a sido una meta de los daltimos afos. La informacién bibliografica
disponible es sumamente amplia en todos los campos, el presente trabajo esta dirigido a
presentar una obra en donde se abordan los aspectos mas relevantes de los antiestrégenos. Este
trabajo esta dirigido tanto a el estudiante como al profesional de las areas biolégico-quimicas.

En el presente trabajo monografico revisamos y analizamos la informacion reportada que
estudia a los antiestrogenos en revistas cientificas de caracter internacional a la fecha. Primero
discutiremos el mecanismo de accidén de estrégenos y antiestrégenos, la caracterizacién y
regulacién de sus receptores; asi mismo, la clasificacién de los antiestrégenos y algunos estudios
de relacidn estructura-actividad. Finalmente se describen las aplicaciones de estos compuestos y
sus perspectivas futuras en el desarrollo de nuevos farmacos.
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4. MECANISMO DE ACCION DE LOS ESTROGENOS

L.os estrégenos al igual que otras hormonas esteroides, actuan principalmente por medio
de la regulacion de la expresion de genes. Una vez que las hormonas esterocides se han
transportado desde su sitio de biosintesis a sus células efectoras se inicia el mecanismo de accion
hormonal. El primer hecho lo constituye el paso del esteroide en su forma libre (desprovisto de su
proteina transportadora) al interior de fa célula. Estas hormonas lipofilicas difunden de forma
pasiva a través de la membrana plasmatica y se distribuyen de acuerdo con su especificidad y su
alta afinidad por el receptor que esta presente en el nucleo y citoplasma de las células blanco.
Las hormonas se unen a un receptor especifico que se encuentra en el interior de la célula,
formando un complejo hormona-receptor.

El RE es un factor de transcripcion nuclear (King y Greene, 1984 Welshons,1984). Una vez
que el estrogeno se une al RE, se disocia de las proteinas de choque térmico a las que esta unido
produciéndose un cambio en la conformacion y la homodimerizacién del receptor.
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Figura 4. Mecanismo de accion de las hormonas esteroides.
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El RE contiene dos areas llamadas Funciones de activacion (FAs): FA-1 y FA-2.
Katzenellenbogen y colaboradores (1995) demostraron que las regiones FA-1 y FA-2 se expresan
como polipéptidos separados y funcionalmente interactuan en ila respuesta a los estrogenos y
antiestrégenos, activando la respuesta transcripcional. También, cuando hay mutaciones en FA-1
o FA-2 se inhibe la actividad funcional de estos dominios y consecuentemente la actividad
transcripcional. Cuando las mutaciones se realizan en el dominio de unién a el ligando (DUL) que
elimina la unidn a estrogeno, no se detecta ninguna actividad transcripcional, se ha sugerido que
la union del estrégeno al RE facilita un cambio conformacional que inducen FA-1 y FA-2 en
asociacion de manera sinérgica dando como resultado ta activacion transcripcional.

Experimentalmente se ha calculado que la constante de disociacién del receptor de E; en
el citoso! es de aproximadamente 1X10'°M, lo que indica la alta afinidad y especificidad de unién
de las hormonas estrogénicas por su sitio receptor (Williams CL y Stancel GM, 1996).

Activador

Activador

Repitn reguladors de DNA Region estructural
del DNA

Figura 5. Requisitos para la regulacién hormonal en la transcripcion de genes. La
transcripcion inicia en la flecha, en donde 1+ significa el primer nucledtido del gene que
es copiado. Inmediatamente a un lado, sobre el sitio 5°, esta el elemento promotor basal,
el cual consiste de la caja TATA y otros componentes como la caja CAAT, Los elementos
de respuesta a estrogenos pueden ubicarse en la region 5° o0 en el gen mismo. Las
regiones estructurales que activan o silencian la transcripcion pueden también estar
localizada en varios sitios dentro o alrededor del gene (Tomado de: Garner DK, 1995).

La principal regidn reguladora es el elemento promotor basal (EPB), también conocida
como “caja TATA" y la otra regién es la caja CAAT, (figura 5; Garmer DK, 1995).

Una vez que el RE se ha unido al estrégeno y es dimerizado, se une a elementos de
respuesta a estrogenos (ERE) que estan presentes en la regién promotora de los genes. Estos
EREs son 13 pares de bases de secuencias palindrémicas localizadas en el sitio de inicio de la
transcripcion. Los EREs funcionan aumentando el potencial transcripcional de un gen. El analisis
de delecion ha permitido la definicion e identificacion de la secuencia de los EREs. La secuencia
exacta de los EREs varia entre especies y genes.
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Algunos modelos para el estudio del mecanismo de accién de estrogenos predicen
cuando el complejo dimerizado hormona receptor (HR) se une al ERE palindromico formando una
estructura ciclica, permitiendo al RE interactuar con el sistema transcripciona! en el sitio de
iniciacion del RNA. Por lo tanto, el complejo HR puede reclutar componentes del complejo
transcripcional y sirve como un sitio de nucleacion.

Se ha propuesto que el RE se une al DNA en una estructura heterodimera que involucra
una variedad de proteinas, tales como factores de transcripcion y proteinas de union al DNA.
También se conoce que el estrégeno no es esencial para la unién de RE al DNA pero incrementa
la afinidad de! RE por los componentes nucleares (Gorski et al., 1993).

E! elemento de respuesta de union de la proteina de transcripcién ligado a AMPc
[transcription factor cAMP response element-binding protein (CREB)] tiene una proteina de unién
asociada [associated protein CREB-binding protein (CBP), Smith et al, 1996}, La CBP
interacciona especificamente con: RNA polimerasa Il (Kee et al., 1996), TFIIB (Kwok et al., 1994),
y CREB en su forma fosforilada (Chrivia et al.,, 1993). La habilidad de CBP para estimular la
transcripcion es a través de la RNA polimerasa |l promotor genético. EI CBP puede interactuar
especificamente con miembros de la familia de receptores nucleares de hormonas esteroides
incrementando la actividad transcripcional. También puede funcionar como un coactivador para el
crecimiento acelerado en algunos factores de transcripcion.

La expresién ectdopica de CBP puede incrementar la actividad transcripcional del estrégeno
dependiente de RE aproximadamente diez veces comparado con la expresidn ectdpica de SRC-1
(Smith et at., 1996). CBP es parciaimente capaz de revertir la interferencia transcripcional que el
RE activado tiene sobre la actividad transcripcional de receptor de progesterona (RP). Sin
embargo, esto sugieren que CBP puede estar presente en cantidades limitadas en las células
especificas y ser capaz de modular la actividad de los receptores esteroidales. Cuando SRC-1 y
CBP son coexpresados ectopicamente, la actividad transcripcional mediada por RE y el RP se
incrementa de manera sinérgica, de lo que se ha concluido que estas dos proteinas no son
funcionalmente homologas.

Otras moléculas que son capaces de reprimir la transcripcion basal inducida por receptores
hormonales son dos correpresores llamados mediador silenciante para los receptores de
hormona tiroidea y retindica (MSRT, Chen y Evans, 1995) y el correpresor de receptor nuclear
(CoR-N; Kurokawa et al., 1993) los cuales han sido clonados usando un sistema de levadura de
doble hibrido. Ambos MSRT y CoR-N pueden interactuar con receptores de hormona tiroidea (RT)
y de receptor acido retinoico (RAR) a través de sus dominios homoélogos especificos. Esto ha
sugerido que la familia de comepresores evolucionalmente conservados pueden existir e
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interactuar con otros receptores de hormonas esteroides. Los correpresores que actian sobre el
RE no han sido aun identificados, pero se cree que podrian existir.

4.1 RECEPTORES DE ESTROGENOS (RECEPTOR a Y RECEPTOR [3)

{_os receptores de hormonas nucleares son una familia de factores de transcripciéon que
pueden iniciar o incrementar la transcripcion de genes que tienen elementos de respuesta
especifica (EREs). Pertenecen a esta familia el receptor estrogénico alfa (REa) que fue clonado y
secuenciado de células de cancer de mama humana MCF-7. Este consiste de 595 aminoacidos
con un peso molecular de 66 kDa y esta constituido por seis diferentes dominios funcionales
(figura 6). Dos de estos dominios estan altamente conservados en la secuencia primaria de los
miembros de la super familia de receptores de hormonas nucleares. Uno de los dominios, el de
uniéon a DNA (DUD), contiene los ilamados dedos de Zinc que participan en la union del receptor
de los promotores para los genes que responden a la hormona. En la region terminal C, del
dominio de unién de 1a hormona (DUH) contiene dos secuencias homologas con otros receptores
hormonales que confieren especificidad y selectividad de la hormona (Carson-Jurica et al., 1990;
Orti et al., 1992). El RE humano se localiza en el cromosoma 6q sub banda 25, y el RE del ratén
esta localizado en el cromosoma 10.

Transcripcion de exones

RE
mMRNA 1 Ill&l‘lslil7]‘|polyA0
Dominio ge  Domino de Uruon & el Ligando
LA Unidn al DNA FA2

Prcﬁslna H,NF A/B Ic—i Di B [ F | coon
[T 263 e ’,"I :2 ”ns 999

Figura 6. El RE consiste de seis dominios funcionales (FA) transcripcionales en ocho exones.
El dominio funcional sefiala las mutaciones relevantes con una flecha.

Los modelos que explican el mecanismo de accion del RE en el nucleo y la activacién de la
transcripcion de genes de respuesta a estrégenos, sefialan que este efecto es bloqueado por
antiestrégenos.
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Los seis dominios estructurales del REa son regiones que han sido caracterizadas en base
a la funcionalidad de cada area. El dominio A/B contiene una de las dos FAs (Funcién de
Activacion) transcripcionales presentes en el RE (figura 7). FA-1 y FA-2 activan la transcripcion de
la célulay del promotor de manera especifica, FA-1 y FA-2 estan localizados en el N (nitrégeno) y
C (carbono) terminales respectivamente,

FA-1 y FA-2 producen respuestas especificas, descritas en células Hela y Levaduras Gal-
4 en fibroblastos. Asi, se piensa que FA-1 es responsable de la activacion de promotores
especificos transcripcionales independiente de la presencia del ligando y FA-2 provee la
activacion ligando especifica (Berry et al.,1990).

rERa C D

E E
c 6 R -
Cepmonoma fa-1 [DNA] [ Fa-anicanoo] |
595 a.a.

rREB

Cromosoma 14

54.2 kDa 16.5% 95.5% 28.9% S535%

485 a.a.
Homologia

Figura 7. Comparacion del REa y RER proteina de rata (r) y la homologia de los aminoacidos en
fas regiones funcionales.

La regién C contiene el DUD y un dominic de dimerizacion. El DUD es una region
altamente conservada en la stiper familia de receptores nucleares. EI DUD tiene dos dedos de
zinc que se pliegan en dos dominios de la hélice coordindndose un zinc para cuatro cisteinas y
una tercera hélice que se extiende desde los dedos de zinc. Estos dedos de zinc son
componentes esenciales del RE debido a que cuando el RE carece del DUD, no puede unir DNA
in vivo o in vitro. Sin embargo, la regidn C no es suficiente para unir un elemento de respuesta
estrogénica (ERE). Como ya se menciono, la region A/B puede ser eliminada sin comprometer la
union a DNA pero la delecion de los aminoacidos basicos (aminoacidos 256 a 270) localizados
abajo de los dedos de zinc no permiten la unidn del receptor a los EREs (Chambraud, 1990).

Hay similitudes en las regiones de los dedos de zinc sobre los diferentes receptores de
hormonas esteroides, pero hay diferencias precisas para la especificidad de cada receptor. Se
piensa que la especificidad de un cierto receptor esta proporcionada por los dos dedos de zinc.

El requerimiento basico para la actividad de DUD, es ia region C que puede unirse a la
proteina de choque térmico 90 y es responsable de la localizacidn nuclear del receptor. La region
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C contiene tres lisinas y arginina que son independientes de! ligando. Varias sefales de
localizacion nuclear (SLNs) han sido identificadas en el RE, una en e! DUD y otras tres en el DUH.

Una SLN en el DUH (entre 256 a 303 aminoacidos) ha mostrado que se induce por el
ligando, y las otras SLNs son independientes del ligando (Ylikomi et al.,1992).

En ia region E, el DUH, contiene el FA-2 (promotor especifico dependiente del ligando),
una proteina de choque térmico 90 con una funcidon de unién, una SLN (ligando-dependiente), y
un dominio de dimerizacion. EI DUH se encuentra en el C terminal y es responsable de el
reconocimiento ligando-especifico debido a que permite que el RE se active transcripcionaimente
de una manera especifica y selectiva. La DUH coordina a el DUD y Ila union con el ligando,
cambiando la conformacion del receptor, y el DUD se vuelve transcripcionalmente activo.
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Figura 8. Esquemas de los mRNAs y las proteinas que codifican para el REa y el REp. Se
muestran las secuencias que codifican para los mMRNAs de cada uno de los receptores de
estrégenos asl como las localizaciones aproximadas de aquellas secuencias que codifican los
dominios modular especificos de las proteinas del receptor. Se muestran los dominios
estructurales de estos receptores (A/B,C.D,E y F), asl como los dominios de union a la
hormona, union al DNA y funciones de transactivacion (FA-1, FA-2) (Couse et al., 1997).

Recientemente un receptor denominado receptor 3 de estrogenos (RERB) fue clonado a
partir de la biblioteca de un DNA de prdstata de rata (Kuiper et al.,1996; Katzenellenbogen y
Korach, 1997). Esta secuencia codifica una proteina de 485 residuos de aminodacidos de peso
molecular de 5§4.2 kDa (figura 7). El REf comparte una homologia substancial con el REa
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especialmente en el DUD (95%) y el DUH (55%). REa y RER son funcionalmente homologos, se
unen al E; con alta afinidad y ambos activan la transcripcion de EREs en vitelogenina A2.

E! REB de rata fue clonado y mapeado en el cromosoma 12 (Tremblay et al., 1997). El gen
de REp se designd como Estrb. La pregunta mas interesante tras la identificacion de este nuevo
RE es cuales son sus propiedades fisiologicas y farmacoldgicas (Tremblay et al., 1997). Existen
diferencias y similitudes entre los mMREa y mRER asi como diferentes formas de regulacion. Por
ejemplo, mRER pudo ser activado via fosforilacion de manera semejante al REa (Bunone, 1996).
Esto se debe a la zona altamente conservada de serina 60 que es fosforilada en las secuencias
de REB del ratéon, la rata y el humano. El REf en presencia de 4-OHT produce respuestas no
gendmicas diferentes. Esto se puede explicar por la falta de homologia en los dominios del amino
terminal de proteinas en AF-1 que es responsable de la actividad agonista parcial del tamoxifen
en células que expresan el REa.

El REf} es codificado por un gen diferente del que codifica al REa, (Kuiper et al., 1996;
Mosselman et al., 1996, Katzenellenbogen y Korach, 1997). Estos difieren principalmente en el
dominio N-terminal A/B, teniendo solo 18% aminoacidos de identidad. También son
sustancialmente diferentes en el DUH mostrando solo 56% de aminoacidos de identidad (Figura
7). Las grandes diferencias en los dominios FA-1 sugieren que la activacidn transcripcional de
diferentes genes responsivos a estrogenos por los REs a y 3 deben mostrar patrones diferentes,
de tal forma que se aprecia que la activacidn del gen esta influenciada por factores promotor y
célula especificos (Katzenellenbogen et al., 1996; Tzukerman et al., 1994; Berry et al., 1990;
Montano et al., 1995) y por interaccion sinergista entre los dominios de activacion del receptor N-
terminal y C-terminal (Kraus et al., 1995).

Los estudios de los subtipos del RE a y B, asi como de los plasmidos quiméricos
preparados con ambos receptores para examinar las bioactividades de estos y su respuesta a
ligandos estrogénicos y antiestrogénicos (Mcinemey et al.,, 1998), mostraron que la actividad
transcripcional del REpR es dependiente de célula/promotor y de la naturaleza del ligando.
Antiestrogenos tales como el tamoxifeno y 2-fenilbenzofuran que muestran actividad sobre el
REa, no exhiben actividad agonista a través del REpB.

Las diferencias en ias regiones N-terminal del REa y el REP contribuyen a las diferencias
en la actividad transcripcional célula y promotor especifico de estos receptores y su habilidad para
responder a diferentes ligandos, dando asi lugar a un mecanismo para la regulacion diferencial de
la transcripcion por estos dos REs (Mclnerney et al., 1998).

REa y REB tiene secuencias primarias significativamente diferentes en sus DUH, por lo
que es razonable que estos subtipos del RE unan a algunos ligandos con diferente afinidad y que
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sus ligandos tengan también diferentes caracteres de agonismo 0 antagonismo mediado por ios
dos receptores. Debido a que ambos receptores tienen coincidencias pero también diferencias en
su distribucion tisular (Kuiper et al., 1996; Mosselman et al., 1996; Kuiper et al., 1997), asi como
diferencias en la interaccion del ligando o actividad con los dos REs esto podria traducirse en
diferencias importantes en sus acciones bioldgicas a nivel de tejido.

La distribucién de los REa y REPB en los tejidos se ha estudiado. Estudios de hibridacién in
situ de REB en la prostata de rata y el ovario de ratén, han sefialado que las células de la
granulosa en el ovario de rata también expresan REB (Kuiper et al.,, 1996). Los ratones hembra
knock out sin REa son infertiles ya que no desarrollan Uteros y ovarios normales, expresando el
REB en los ovarios de estos ratones knock REaq, la funcionalidad no se restablece, aparentemente
el REa regula la expresion del REB, por fo tanto en ausencia de REaq, disminuye la regulacion del
REB. Lo que es particularmente interesante es el hecho de que hay muy altos niveles circulantes
de E; en el ratén knockout REa. Esto se ha atribuido a interacciones con RER para producir los
estados patoldgicos observados en los ratones.

La presencia de dos diferentes REs podria explicar el mecanismo en el sitio blanco
especifico con antiestrogenos o las diferencias de FAs transcripcionales sobre genes de respuesta
a estroégenos. Aunque las regiones conservadas de estos dos REs son amplias, existen varias
regiones no conservadas las cuales probablemente den lugar a {as diferencias observadas entre
REa y RER.

4.2 PROTEINAS ASOCIADAS RECEPTOR-ESTROGENO

Muchas proteinas asociadas al RE pueden jugar un pape! importante en la interaccién de
diferentes ligandos. Halachmi y colaboradores (1993) han descrito una proteina asociada al RE de
160 kDa (PARE160) que se une al RE en presencia de estrogeno. Esta interaccién es
dependiente de E; y permite que el RE active la transcripcién de genes de respuesta a estrogeno.
Asi, existe una correlacién directa entre la habilidad del RE para unir PARE160 y su potencial de
activacién de transcripcion. Los antiestrégenos no promueven la unién de PARE160 al RE y, de
hecho, pueden inhibir la interaccién dependiente de estrégeno de una manera dependiente de la
dosis. Se ha propuesto recientemente que el complejo coactivador RE, el cual consiste de una
interaccion entre enlace agonista RE y PARE160 produce la captura del coactivador
transcripcional p300 (Hanstein et al.,1996). Esto sefiala un mecanismo celular complicado de la
interpretacion del estrégeno como un agonista y los antiestrégenos como antagonistas.
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4.3 ELEMENTOS DE RESPUESTA A ANTIESTROGENOS.

Cuando un antiestrogeno se une al DUH del RE, esto da como resultado un cambio
conformacional en la proteina receptora. La conformacion inducida por el antiestrogeno puede ser
capaz de unirse especificamente a un elemento de respuesta de antiestrogeno y activar o
inactivar la transcripcion del gen. Este fendmeno se ha descrito recientemente para el raloxifeno
en cultivo de células éseas (Yang et al., 1996). Este antiestrogeno muestran especificidad en sitio
blanco similar al tamoxifeno y mantiene la mineralizacion 6sea, siendo capaz de activar la
transcripcion de TGFBR3 el cual esta involucrado en la remodelacion del hueso (Jordan et al.,
1987). E! E, activa discretamente la transcripcidén de este gen, pero el raloxifeno es
aparentemente el ligando preferido. El mecanismo de accion del raloxifeno es mediado por
promotores y es dependiente del RE. El elemento de respuesta a raloxifeno (ERR) que se ha
descrito muestra una secuencia de polipurinas la cual no requiere DUD del RE para activar ia
transcripcidon del gen TGFR3. Asi, debido a 1a unién raloxifeno RE y su independencia de DUD, se
ha postulado que la interaccion de! RE unido a raloxifeno requiere una proteina adaptadora.

Yang y colaboradores (1996) usaron analisis delecional para identificar la secuencia ERR
especifica en la region del promotor de TGFR3. Se han encontrado ERR en los promotores de
otros genes incluyendo: el gen activador de plasmindgeno tipo urocinasa, el gen osteonectina, la
proteina asociada al crecimiento especlfico de neuronas (GAP-43) y el protooncogene c-myc.
Todos estos genes son regulados por estrdgenos y codifican proteinas importantes en hueso,
sistema nervioso central y sistema cardiovascular. Sin embargo, recientemente Yang y
colaboradores (1997) consideran que el evento es mucho mas complejo. Se ha identificado otro
promotor transcripcional dependiente del RE que consiste de una nueva subclase de Alu DNA
(Norris et al., 1996) que puede producir respuestas estrogénicas en células de mamiferos. Estos
elementos funcionan como ERE cldsicos debido a que ademas de responder a estrégenos, la
actividad transcripcional es atenuada por los antiestrégenos. Por lo tanto una nueva clase de
elementos de respuesta, elementos de consenso Alu debe ser considerada, cuando se analicen
los genes de respuesta a estrégenos.
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4.4 REGULACION DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENO

Habiéndose establecido las condiciones de cultivo celutar de ceélulas MCF-7, fue posible
estudiar la regulacion de RE en este tipo celular que tiene la ventaja de ser un cultivo de corto
tiempo para determinar los efectos de estrégenos exdégenos y antiestrégenos sobre la dinamica de
su receptor.

La regulacion de la expresion del RE en las células de cancer de mama humanas es un
proceso complejo y multifacético que varia entre los diferentes tipos celulares y es también
diferencialmente regulado por estrégenos y antiestrégenos. Actualmente, han sido propuestos dos
modelos de regulacion del RE para explicar como los estrégenos y antiestrégenos dirigen la
expresion del RE en células de mama T47D y células MCF-7 (Pink y Jordan, 1996).

Modelo . En células MCF-7, la respuesta celular al tratamiento con estrégenos o
antiestrégenos esta definido por disminucion de la regulacion de la expresion del RE en el RNAmM
y el nivel de proteinas. Sin embargo, el antiestrogeno agonista parcial 4-OHT no tiene efecto sobre
los niveles de RNAm pero causa una acumulaciéon neta de proteina RE por estabilizacién. El
antiestrogeno puro ICl 182,780 produce una reduccién marcada en los niveles de proteina RE
pero no tiene efecto sobre los niveles de RNAmM. Asi cada uno de estos compuestos tiene un
efecto muy diferente sobre ta expresion del RE al nivel de proteina y de RNAm.

Modelo ll. La linea celular T47D exhibe otro modelo de regulacién, donde ocurre un
incremento en 1a expresion de RNAmM y mantenimiento de los niveles de proteina RE con el
tratamiento de estrégeno. El tratamiento con 4-OHT, induce efectos modestos sobre los niveles
del RE y RNAm . Por otro lado, ICI 182,780 causa una marcada reduccion en los niveles de
proteina RE y de los niveles de RNAm.

La regulacion transcripcional del RE en cancer de mama es complicada; sin embargo, ha
habido avances en el entendimiento del mecanismo involucrado. El control de la expresién del RE
permite a la célula incrementar o disminuir los niveles del RE de acuerdo al requerimiento de
supervivencia. La regulacion de la expresiéon def RE juega un papel importante en el estadio de
progresion celular del tumor. El descubrimiento de los mecanismos para la regulacidon o
reactivacién del receptor pueden ser valiosos como un blanco terapéutico que permitan el
mantenimiento de la sensibilidad a antiestrégenos.

Se han postulado varias teorias para explicar el mecanismo de especificidad del sitio
blanco. En el nivel subcelular, es posible observar la localizacion del sitio blanco de diferentes
moléculas receptoras o la comunicacién entre diferentes células conteniendo diferentes receptores
en un tejido. Lo mas probable es que el nuevo RE tenga especificidad del sitio blanco.
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Recientemente Paech y colaboradores (1997) han sugerido dos vias potenciales para la
accién de antiestrogenos. La via convencional que ocurre via REa donde el E; activa los EREs y
el antiestrogeno bloquea la activacion ocupando el dominio de unidn al E,. La segunda via ocurre
cuando el complejo antiestrogeno REP se forma (via interacciones proteina-proteina) a AP-1 para
activar los genes de respuesta a estrégeno en un sitio AP-1.

Adicionaimente hay datos que apoyan otras dos teorias para explicar la especificidad del
sitio blanco de los antiestrogenos. La primera teoria postula que las diferentes células pueden
tener diferentes ambientes intracelulares que determinan si un antiestrogeno es percibido como un
agonista o un antagonista (Berry et al.,, 1990). La segunda teoria sefiala que podria haber EREs
especificos en las regiones promotoras de los genes que interactuen con el complejo RE-
tamoxifeno alterado. También es posible que |la secuencia y el nimero de EREs en un promotor
particular podrian tener un efecto como el antiestrogeno es percibido (Catherino y Jordan, 1995).
Para complementar esta teoria un elemento de respuesta a antiestrogenos se ha identificado
como sitio alterno para la activacién de un gen especifico.
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5. ANTIESTROGENOS

Los antiestrégenos se han clasificado en dos grupos principales: Analogos relacionados
estructuralmente con tamoxifen (tipo ) los cuales producen acciones
estrogénicas/antiestrogénicas en ensayos de laboratorio, y antiestrégenos puros (tipo 1) que no

producen efectos estrogénicos en los ensayos de laboratorio.

Tipo I. La estructura de trifeniletileno del tamoxifeno y el hallazgo de que éste se metaboliza a 4
hidroxi tamoxifeno (4-OHT) compuesto muy potente como antiestrogeno han sido las bases para
el desarrollo de nuevos andlogos que se estan evaluando en la clinica. (figura 9; Jordan et al.,
1977).

Toremifeno o clorotamoxifeno, el droloxifeno o 3-hidroxitamoxifeno se investigaron como
agentes antiestrégenicos y antitumorales en el laboratorio y se han utilizado para el tratamiento de
cancer de mama avanzado y como terapia adyuvante (figura 9; Rausching y Pritchard, 1994,
Hasman et al, 1994).). El interés de estos compuestos radica en que carecen de efectos
carcinogenicos ya que no forman aductos de DNA, ni producen tumores hepaticos en ratas

La substitucion de halégenos en la posicion 4 del tamoxifeno reduce la potencia
antiestrogénica pero a su vez previene la conversién a 4-OHT (Allen, 1980) y la desmetilacion de
la cadena que produce la formacion hepatica de formaldehido. E! Idoxifeno es un 4-iodopirrolidino
derivado del tamoxifeno que tiene propiedades antiestrogénicas y antitumorales en animales de
laboratorio (Chander, 1991) es metabdlicamente estable, y fue sintetizado para eliminar la
toxicidad hepatica que causa el tamoxifeno en ratas (figura 9).

TAT-59 es un pro-farmaco del tamoxifeno que se desarrollé para el tratamiento de! cancer

avanzado de mama (figura 9). TAT-59 inhibe el crecimiento del REs positivos en carcinomas
mamarios de rata inducidos por dimetilbenzaautraceno (DMBA). El farmaco es activado
metabdlicamente a una forma desfosforilada que se une con alta afinidad al RE.
El droloxifeno, o 3- hidroxitamoxifeno, ha sido estudiado extensivamente como un antiestrogeno y
un agente antitumoral en el laboratorio (figura 11, Hasman et al., 1994). Este fArmaco no forma
aductos de DNA bajo condiciones de laboratorio y no produce tumores hepdticos en ratas
(Hasman et al., 1994). Pruebas clinicas han mostrado su actividad en e! tratamiento del cancer de
mama avanzado en pacientes posmenopausicas (Rausching y Pritchard, 1994).
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Figura 8. Tamoxifeno y Analogos.

Tipo ll. Los antiestrégenos puros fueron descubiertos por Wakeling y colaboradores en 1987. £l
compuesto prototipo ICI 164,384 es un derivado 7a sustituido de E, que carece de propiedades
estrogénicas detectables in vivo o in vitro (Wakeling et al., 1994). Estudios de relacién estructura
actividad han establecido: que la sustitucion 7p es inefectiva en producir actividad antiestrogénica
y la longitud de la cadena de carbonos determina la actividad optima (Figura 10; Bowler et al.,
1989). El compuesto ICI 182,780 es mas potente que 1C1164,384 y su evaluacidn clinica esta en
proceso.

El descubrimiento de estos farmacos como antiestrégenos puros (IC! 164,384 y ICI
182,780) ha estimulado su estudio con el fin de mejorar su biodisponibilidad ya que ambos son
poco solubles y tienen baja actividad por via oral y su aplicacion clinica podria lograrse mediante
depdsitos en inyecciones intramusculares.

El RU 58,668 es un compuesto derivado del estradiol sustituido en la posicion 11§ con una
larga cadena lateral hidrofébica (figura10; Van de Velde, 1994,1996). Su evaluacién in vivo e in
vitro han demostrado que RU 58,668 tiene propiedades de un antiestrogeno puro (Van de Velde et
al., 1994,1996).
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El compuesto EM-139 es un inhibidor de la enzima 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa y
un antiestrogeno (figura 10; Li et al.,, 1995). Este compuesto fue desarrollado teniendo como
objetivos no es solamente bloquear los REs sino también reducir la conversion de estrona a E;, en
pacientes postmenopausicas. Esta idea surgié de la observacion de aumentos significativos en la
produccion de E; en las mujeres posmenopausicas, este enfoque es interesante debido a que
puede dar lugar a un bloqueo mas eficiente de! RE. También se ha planteado la posibilidad de un
bloqueo mas eficaz con la asociacion de un antiestrogeno y un inhibidor de la aromatasa.
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Figura 10

5.1 DIFERENCIAS ENTRE ANTIESTROGENOS IN VIVO E IN VITRO

La supresion de estrégenos es una de las estrategias principales de tratamiento para el
cancer de mama. Lippman y Bofan (1976) demostraron que la respuesta en presencia de RE-
positivos en |a linea MCF-7 podia ser inhibida por el antiestrogeno tamoxifeno, y este efecto podia
ser revertido mediante la adicidon de E,. El estrdgeno solamente causa crecimiento de células
MCF-7 en animales atimicos y no in vitro, entonces se propuso que era necesario un segundo
mensajero hormonal in vivo para estimular el crecimiento. Esto se apoyd en datos de E; y
prolactina que eran requeridos para el crecimiento de tumores mamarios de rata inducidos por
dimetilbenzantraceno.DMBA
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También Lippman demostrd que las células ZR-75 respondian al E; en un medio definido y
se establecié un modelo reproducible de sintesis de prolactina inducida por estrégenos en cultivos
celulares de tumores primarios. Este modelo fue utilizado para estudios de relaciones estructura
quimica—actividad bioldgica de numerosos antiestréogenos. Sin embargo, en los experimentos de
cultivo celular los estrégenos y antiestrégenos no producian efectos reproducibles ain después de
la eliminacion de todos 1os estrogenos en el suero para cultivo con carbén dextran.

Mas tarde se descubrié que la presencia de concentraciones micromolares del indicador de
pH, rojo de fenol (figura 11), en el medio de cultivo celular interferia con la evatuacion de los
estrogenos. En estas condiciones las células de cancer de mama crecian por estar en un medio
completamente estrogenizado, asi los estudios de accidn de estrégenos exdgenos y supresion de
estrogeno eran imposibles. E! efecto estrogénico estaba siempre presente, la respuesta de
crecimiento en presencia de E, es tan exquisitamente sensible que menos de 10 ~'° M producen
los efectos maximos. Las concentraciones en las curvas de respuesta que se extienden entre 10
-2 y 10~ '° M esta dentro del rango mas bajo de niveles circulantes de estrégeno en las mujeres
postmenopausicas e incluso mas alla del rango de radioinmunoensayos de rutina. En contraste la
sensibilidad de replicacién de estimulacion de estrogeno, que induce la sintesis del receptor de
progesterona o de prolactina requiere diez veces mas del estréogeno.
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La estructura de rojo de fenol guarda relacion con los estrogenos originalmente
sintetizados por Sir Charles Dodds en los afos 1930s (figura 11; Dodds y Lawson, 1936) y
mimetiza los efectos uterotréficos de los estrogenos naturales. El retiro del indicador rojo de fenol
del medio de cultivo cambié dramaticamente la respuesta de las céluias MCF-7 a los estréogenos
exdgenos y antiestrogenos. El E; produjo un enorme incremento en la respuesta de crecimiento de
linea celular de cancer de mama. Se identificaron REs en el cultivo, los antiestrogenos
competitivamente inhibian el crecimiento estimutado por estréogeno y exhibian acciones de
agonistas parciales. Se establecieron condiciones convirtiendo a estas células en un modelo
propuesto para la evaluacion de las propiedades estrogénicas de xenobioticos (Berthois et al.,
1986).

Es interesante saber que el rojo de feno! no produce efectos estrogénicos. Diferentes lotes
de rojo de fenol provenientes de diferentes manufactureros tenian diferentes niveles de
estrogenicidad (Welshons et al., 1988), J y B Katzenellenbogen demostraron gue el rojo de fenol
solo no era el responsable de la estrogenicidad observada. Aislaron el contaminante, un producto
de dimerizaciéon de los componentes utilizados durante fa sintesis del rojo fenol (figura 11), que es
un potente estrogeno.

E! descubrimiento de un contaminante estrogénico en el indicador rojo fenol es analogo al
problema de investigacion encontrado en los 1930s. Donde el Lanol, (figura 11), se reporté que
posela una actividad estrogénica extremadamente potente, pero se descubrié que el anol a dianol
como impureza, era la responsable de las propiedades estrogénicas observadas.

5.2 RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Dofman y Kinel (1966) utilizando a la estrona como estandar y el efecto uterotrépico en
ratén inmaduro determinaron la actividad estrogénica de analogos de estrona: 3-, 17-desoxi, y/o
alquilderivados. E! incremento de la actividad por via oral del derivado 17 -etinil fue confirmada.
Las sustituciones alquilicas de metilo en el carbono 2, alquiio en el carbono 4 o metileno en el
carbono 16, disminuyen la actividad estrogénica (figura 12). El estra-1,3,5(10)-trieno tiene una
potencia muy baja como estrégeno. El hidroxilo fendlico del carbono 3 es la sustitucion mas
importante para que se lleve a cabo la unidon con el RE (figura 12).

E|l DEB tiene una alta afinidad de unién al RE. Las afinidades de uniodn relativas de varios
compuestos se muestran en la figura 13 al analogo del ciclopropilo (compuesto 15; figura 13) es el
mas relacionado con el DEB, con baja afinidad de enlace para el receptor, un anillo de tres
miembros que contienen oxigeno tiene afinidad de eniace relativa=80 (compuesto 12; figura 13).
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La sustitucion del ciclopropil derivado con dos cloros incrementa la afinidad relativa de
enlace (compuesto 13; figura 13), y, como se observd previamente, la sustitucion de los fenoles
con grupos acetilo disminuye ta afinidad relativa de enlace (compuesto 14; figura 13). Una
observacion biolégica interesante de estos compuestos es que todos ellos son estrégenos de
diferente potencia excepto el compuesto 11 (figura 13), el cual es un antiestrogeno débil en el
raton.
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Figura 12.

La relacién estructura actividad de compuestos fenodlicos derivados de plantas ha sido
comparada con los estrégenos sintéticos. En la figura 14, se muestra la potencia de varios
compuestos que fue determinada mediante la dosis oral minima requerida para producir un peso
uterino de 20 mg (controt=10 mg) en el ratdn inmaduro. Como es de esperarse, la diacetilacion no
afecta la potencia del dietilestilbestrol administrado por via oral. El A-3-isoflaveno (compuesto 18;
figura 14) tiene una potencia muy baja.
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Es interesante notar que las isoflavonas y cumarinas (compuestos 19 a 22; figura 14)
muestran un amplio rango de potencias. La baja potencia del compuesto 21 (figura 14) aumenta
por la insercién de un puente de oxigeno dando lugar al cumestrol. La acetilacién del cumestro!
para formar el compuesto 19 no disminuye significativamente la actividad. La sustitucion del
compuesto 21(figura 14) con un grupo n-propil incrementa la potencia de 37mg a 0.1mg, pero la
introduccién del grupo setoxi incrementa la potencia hasta 0.031mg. Esto puede ser debido a un
efecto farmacocinético al incrementar la lipofilicidad e incrementar la vida media biolégica evitando
una rapida conjugaciéon. La isoflavanona, daidzeina (compuesto 24; figura 14), tiene una baja
potencia del mismo orden que la isoflavonona 25.
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Figura 14. Relacion estructura-actividad de fitoestrogenos.

Los derivados del trifeniletileno sustituidos han sido estudiados in vivo (Enmens, 1947). La
potencia puede ser mejorada por medio de hidroxilos localizados estratégicamente, y la duracién
de ta accion puede ser incrementada con derivados de éteres de alquilo. La observacion mas
interesante, es que una cadena lateral de aquilaminoetoxi localizada estratégicamente puede
producir tanto acciones agonistas como antagonistas.
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La perdida de los grupos acetilos y la sustitucién de un fenol con una cadena lateral de
pirrolidinoetoxi produce un antagonista de estréogeno. Este principio esta ejemplificado en los

isomeros cis, ICl 47,699 y el zuclomifeno siendo ambos estrogenos (figura 15).

g -
OCCH, 3

@7

28)

28 50 2o

ooc CHiCO
" e G0 "‘E 3

(o]
¥

Og/g Hﬁ
NCHchzo C\C
IC! 47, 699 cH ,co’g

[

o]
CICLOFENIL

Figura 15. Estrégenos noesteroidales.
RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD /N VITRO

El modelo inicialmente descrito de la interaccion del ligando con el receptor de estrégenos
y antiestrogenos esta basado en las caracteristicas estructurales necesarias para iniciar o inhibir
la sintesis de prolactina en células de pituitaria de rata. La interaccién del E; -17p con un sitio de
unién hipotético en el RE inicia la interaccion farmaco-receptor que da como resultado la

estimulacién o inhibicidn de la sintesis de prolactina (figura 16).
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Los compuestos que tienen isomeros geomeétricos cis y trans son muy importantes para el
desarrollo de un modelo ligando-receptor porque las moléculas isoméricas poseen propiedades
estrogénicas y antiestrogénicas. Los estudios in vivo no pueden excluir la posibilidad de que los
isomeros cis (zuclomifeno o ICt 47,699) se metabolicen a estrégenos en el higado antes de unirse
a los tejidos blanco, sin embargo el zuclomifeno y el ICl 47,699 son estrégenos in vitro (Lieberman
et al., 1983).

La interaccion de los isomeros geométricos del tamoxifeno con el receptor de estrégenos
se describe en la figura 16. Los ligandos estrogénicos, zuciomifeno y ICl 47,699, con su baja
afinidad por el receptor, pueden crear una estructura trans similar al estilbeno con el anillo para-
fenil sustituido. En este estado de union, la cadena lateral aminoetoxi deberia estar cerca del sitio
fendlico del receptor con una débil interaccién con el oxigeno del éter (UBA). No hay interaccion
de la cadena lateral con la regidn antiestrogénica, y como resultado, se impide la accion

antiestrogénica.

ostradiol =178

Qg@
e

trans isomeros geomeétricos cig isomeros goemétricos

Figura 16. Modelos hipotéticos de E, tamoxifeno y 4OH-tamoxifeno (RAE: Region
antiestrogénica, SF: sitio fendlico, UAA: Union de Alta Afinidad, UBA: Union de Baja Afinidad).

Con este modelo se lievo a cabo un estudio de los trifeniletilenos (figura 15), donde los
anillos son marcados A,B y C. Las afinidades de unién relativas de los compuestos se muestran
en la figura 17. El trifenilbuteno no sustituido (compuesto 26; figura 15) tiene ia afinidad mas baja
por el receptor pero las sustituciones de los anillos A y C mejoran altamente la afinidad. E!
compuesto 30 (figura 15) con acetilo en la posicién equivalente del 3-hidroxil-fendlico del E; fue el
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estrégeno mas activo y los compuestos sin sustituciones en e! anillo B fueron todos estrogénicos
in vitro con una potencia directamente relacionada a sus afinidades de unién relativas.
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Figura 17. inhibicion de diferentes trifeniletilenos sobre la union de [’H] E; en el receptor de
estrogenos en Utero de rata.

El compuesto 31 (figura 15) se une a el receptor con una afta afinidad, pero es
completamente antiestrogénico in vitro. La cadena lateral del aminoetoxi no es la Unica sustitucién
en el anilio B que previene la accion del estrégeno. La perdida de los grupos acetilos para dar
compuestos bisfenolicos, producen agonistas parciales in vitro y efectos antagonistas.

Un agonista se une al receptor y produce una perturbacion conformocional especifica
(PCE) y, como resultado, el complejo tiene una eficacia intrinseca de 1. Un antagonista se une al
receptor para producir una perturbacion conformacional no especifica (PCNE) y un complejo con
una eficacia intrinseca de cero. Un agonista parcial se une a un receptor y produce una mezcla
de complejos receptor agonista y antagonista (figura 18),

5.3 MECANISMOS DE ACCION DE ANTIESTROGENOS

E! modelo molecular actual de la accidon de los estréogenos tiene varios puntos débiles que
pueden ser analizados con los antiestrogenos (figura 19). Como se describid previamente, los
antiestrogenos pueden ser divididos en dos categorias principales basados en su mecanismo de
accion. Los antiestrégenos tipo | que son los analogos de tamoxifeno o derivados estructurales
del tipo del! trifeniletileno. Los tipo Il son los antiestrogenos puros. Todos los compuestos son
inhibidores competitivos de la union de E; con el RE. Los antiestrégenos tipo | parecen formar un
complejo con el receptor que es convertido de manera incompleta a la forma totalmente activada
(McDonnell et al., 1995). Como resultado de estos cambios imperfectos en la estructura terciaria
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de la proteina, el complejo es solamente parcialmente activo al iniciar la serie programada de

eventos necesarios para comenzar 1a activacién de genes.

Estado basal del RE

\\ Bistenol

Figura 18. La teoria de la perturbacién macromolecular de Bellau's describe la interaccién de: el
agonista, antagonista y agonista parcial en el RE. Los grupos fendlicos en el ligando interactuan
con el sitio fenolico (cierre del tridngulo) en el RE y producen un aumento en la afinidad de
interaccion. El E; (agonista) induce una perturbacion conformacional especifica (PCE) mientras
que el 4-hidroxitamoxifeno (OHTAM antagonista) solo induce una perturbacion conformacional
no especifica (PCNE). E! bisfenol (agonista parcial) produce una mezcla de PCE y PCNE en el
RE.

Estudios in vitro han demostrado que muy bajas concentraciones de los antiestrogenos del
tipo | pueden causar replicacion en las células de cancer de mama, pero altas concentraciones de
estos antiestrégenos son completamente inhibitorias debido a su modesta accion agonista.

Los antiestrogenos puros previenen la dimerizacién de! complejo receptor y la unién a los
ERES, por lo tanto los genes no son activados. Sin embargo, numerosos reportes (Pinky y Jordan,
1996) han demostrado que los compiejos antiestrogeno puro RE pueden unirse a los EREs pero {a
unidad transcripcional es inactiva. La caracteristica de los antiestrogenos tipo Il es que elios
provocan la destruccion del RE en las células de cancer de mama en cultivos de utero y tumores
de mama in situ de raton. El RE es sintetizado en el citoplasma y transportado al nucleo donde
funciona como un factor de transcripcion, un antiestrogeno puro se une al receptor y previene el
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transporte al nucleo. El complejo receptor paralizado entonces es destruido rapidamente. La
completa destruccion de RE previne cualquier evento regulado por el estréogeno. Las células
normales se volveran quiescientes, produciendoce una regresion tumoral debido a que

rapidamente las células tumorales subsecuentes no pueden replicarse.

Detienea la unidon del Estradiol y

causn un cambio en b forma

complsjo receptor para prevenir

la mplicacitn de células de Suspensidn del crecimiento
cancor de mama. de cAncer de mama

Wamomion

Ratoxsens
1182, 790

Sintesis del RE

Antesvogeno Puro Bloqueo y destruccion
(ICt 182,780) dal receptor

Figura 19. Modelo molecular actual de la accién de antiestrogenos. Los diferentes
antiestrdgenos actuan en diferentes eventos sobre el RE inhibiendo 1a sefal de transduccion.

54 ANTIESTROGENOS Y EL CICLO CELULAR

La descripcion molecular de las vias de sefiales de transduccidon para estrdogenos y su
modulacién por antiestréogenos respondera cémo los complejos RE y R-AE cambian la replicacion
celular apagandola y prendiéndola.

Los primeros experimentos que ilustraron la conexion entre antiestrogenos y el ciclo
celular mostraron que la incorporacion de timidina en células de RE-positivos (Lippman y Bolan,
1975; Lippman et al., 1976). Estudios usando células sincronizadas demostraron que los
antiestrogenos podian solamente inhibir el crecimiento de céluias que estaban en cerca de la
mitad de la fase G1 del ciclo celular. Adicionalmente, Lykkesfeldt y sus colegas (1984) estudiaron
los efectos del tratamiento de tamoxifen sobre la cinética del ciclo celular de células MCF-7.
Mostraron que después del tratamiento con tamoxifeno, las células no solamente se quedaban
incorporadas en la fase G1, sino también en la fase G2 del ciclo celular.
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Los estudios en dos lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y T47D proveen una
valiosa vision sobre las consecuencias de la accién de estrégenos y antiestrogenos. Las células
MCF-7 tratadas con antiestrégenos esteroidales y no esteroidales producen un decremento
significativo en el RNA m de ciclina D1, lo que sugiere que la ciclinas G1 podrian ser un blanco de
los antiestrogenos para bloquear la entrada en la fase S. Estudios posteriores usando el
antiestrogeno puro IC| 182,780 demostraron una reduccion de la proporcidon de células en la fase
S y un incremento en el Rb hipofosforilado y un incremento en la expresion de p27KIP1 y
p21WAF1/CIP1 (Watts et al., 1995).

Efectos similares en el ciclo celular se observan en células humanas T47D de cancer de
mama. Los antiestrdgenos reducen la expresion de la actividad de la ciclina D1 y el arresto en el
ciclo celular ocurre en la fase G1 ( Wiken, 1996). Los niveles de RNA m y proteina de ciclina D3 o
E, cdk2 y cdk4 no son afectados. Finalmente, el tratamiento con IC| 164,384 redujo la cantidad de
Rb hiperfosforilada. Todos estos efectos de los antiestrégenos fueron revertidos por tratamiento

con E,.

5.5 ANTIESTROGENOS Y FACTORES DE CRECIMIENTO

Durante los pasados 20 afios, se han estudiado los mecanismos por medio de los cuales
las células modulan su crecimiento o detienen su crecimiento. La identificacién de familias de
factores de crecimiento estimulatorios o inhibitorios que afectan a la misma célula (factores
autdcrinos) o a células adyacentes (factores paracrinos) han revolucionado los conceptos de
regulacion hormonal (Dickson y Lippman, 1995).

Se han estudiado los efectos de los antiestrégenos sobre la regulacién de tres diferentes
sistemas de factores de crecimiento: factor de crecimiento a (FCTa), factor de crecimiento §3
(FCTB), y factor de crecimiento tipo insulina (FCI). El FCTa y el FCi estan modulados por E,, en
contraste, el FCTR consiste de una familia de tres proteinas independientes que son inhibidores
del crecimiento.

FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO o (FCTa)

Los estrégenos incrementan la produccién de FCTa y, de esta manera se produce una
activacion autocrina del receptor del factor de crecimiento epidermal, que estimula la replicacion.
Sin embargo, el FCTa solo no puede sustituir al estrogeno. Las células MCF-7 transfectadas con
el DNA para FCTa no son tumorigénicas en ratones atimicos (Clark et al., 1989).
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Los estudios de Wakeling y sus colaboradores realizados en 1988 compararon la habilidad
del antiestrogeno puro, ICl 164,384 y el antiestrogeno parcial tamoxifeno y su metabolito activo, 4-
OHT para inhibir los efectos estimulatorios de FCTa en las células MCF-7, demostrando que
cuando estas células son tratadas con FCTa, ambos antiestrogenos bloquean el efecto
estimulante en la ausencia de E,, siendo el ICl 164,380 mas efectivo. En contraste, estudios
utilizando EGF en lugar de FCTa mostraron que los antiestrogenos no podian bloquear las
acciones de esté factor de crecimiento y también no podian bloquear la influencia paracrina de las
células RE-negativas. Ademas se conoce que los estrogenos pueden inducir la expresion de
FCTa en lineas de células de cancer de mama estrogeno dependiente, mientras que los
antiestrogenos generalmente disminuyen la expresion de FCTa in vitro e in vivo. Existe un estudio
que muestra que el tamoxifen es capaz de regular la expresion de FCTa de tumores de mujeres
postmenopausicas con enfermedad de RE y RP positivos pero no en tumores por enfermedades
de mujeres RE y RP negativos.

FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO 3 (FCT()

La familia de polipéptidos inhibitorios FCTR consiste de tres o mas miembros diferentes de
25 kDa los cuales son capaces de homo o hetero dimerizarse para formar complejos que
interactban con el receptor de FCTR (RFCTB). Estos péptidos estan implicados en e! cancer de
mama y se ha encontrado que estan sobre expresados y correlacionados con la progresion del
tumor (Gorsch, 1992). EI FCTB se une a cualquiera de los diferentes RFCTR caracterizados. El
receptor consiste de un complejo hetero dimérico, en la cual esta unido a proteina de unién que es
incapaz de sefializar y otra parte que se cree que transduce sefales a la célula a través de una
actividad de serina—treonina quinasa (Bltzow y Attisamo, 1993).

El tamoxifeno tiene un efecto directo sobre la produccién de FCTR en células de cancer de
mama. Algunos estudios reportan un incremento de FCTR2 con tamoxifeno (Jeng et al., 1993),
mientras otros demuestran incremento en FCTB 1. Knabbe y colegas (1996) han mostrado que el
tratamiento con antiestrogenos causa un incremento en FCTR1 via camino no transcripciona! y el
incremento en FCTR2 ocurre a través de la activacién transcripcional por FCTB1. Esta
observacion ha sido interpretada en la clinica como que los pacientes que responden a la terapia
de tamoxifeno muestran incrementos en FCT B2 y aquellos que no responden no muestran
cambios en los niveles plasmaticos de FCT 2. E! estudio de Knabbe sugiere que los resultados
de medir ya sea FCTB 1 o FCTB 2 en plasma (Kopp et al.,, 1995) pueden ser usados como
ensayos predictivos para la eficacia de la terapia con tamoxifeno.
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Algunos autores han propuesto que la respuesta a la terapia con tamoxifeno puede ser
mediada a través de un incremento en la expresion de una iso-forma particular de FCTR.

El efecto del tamoxifeno en los tumores RE negativos es controversial. Perry y sus
colaboradores (1995) han comparado y contrastado el efecto del tamoxifeno sobre la induccion de
FCTB 1 en lineas de célula RE positivo y RE negativo. Después de un tratamiento a largo plazo, la
expresion de FCTB 1 se incrementd, independientemente del estado del RE, pero una
acumulacion de células en G1/ GO y un incremento en la apoptosis ocurrié simultaneamente. Esta
conclusion tiende a apoyar un modelo del efecto directo de! tamoxifeno sobre células RE
negativas.

Es posible que el crecimiento de una célula RE negativa esté controlado por un mecanismo
paracrino. La célula RE positiva produce FCTB en respuesta a tamoxifeno, pero el factor de
crecimiento secretado detiene el crecimiento de ias células RE negativas adyacentes (Knabbe et
al., 1987). Se conoce que las células de cancer de mama RE negativas tienen una alta densidad
de RFCTB y las células responden al FCT@ por inhibicién de crecimiento (Jeng et al.,, 1993). La
hipdtesis de que una célula RE positiva puede controlar el crecimiento de células RE negativas
durante la terapia de tamoxifeno se ha demostrado in vitro. Sin embargo, esto no ha sido posible
probario en modelos animales.

El hallazgo en laboratorio de que el tamoxifeno puede inducir FCTR en fibroblastos (
Benson et al.,, 1996; van Roozedaal et al,, 1995) ha introducido un abordaje mecanistico nuevo
para entender el control de la enfermedad RE negativa por tamoxifeno. Si FCTB induce el
crecimiento en las células tumorales de cancer de mama, durante la terapia de tamoxifeno, la
inhibicion del crecimiento paracrino podria controlar la proliferacion de células RE negativas. A
pesar de que estos datos ilustran una conversacién celular para regular el crecimiento el hecho
de que el tamoxifeno no es generalmente exitoso en enfermedad RE negativa significa que la via
no es dominante. El FCTB puede actuar como un inhibidor o como un estimulante de crecimiento

y esto puede explicar la falla del tamoxifeno.
FACTOR DE CRECIMIENTO TIPO INSULINA (FCi)

Muchos experimentos han mostrado que el FCl es un potente estimulador de la
proliferacion de células de cancer de mama. El FCI se une a receptores especificos sobre la
superficie de la célula y también estad asociado con proteinas de unién especificas de alta afinidad
presentes ya sea en la circulacion o extracelularmente. Una vez que estas proteinas de union
especificas de alta afinidad son secretadas, son capaces de modular la activacion del receptor del
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FCI. Las proteinas unidas a FCI (PUFCI) se estan estudiando por su uso potencial en terapias de
cancer de mama como inhibidores del crecimiento.

El tamoxifeno puede tener un efecto regulador directo sobre el sistema FCl-1, pero los
antiestrégenos pueden también modular el sistema FCI-1 diferenciaimente en diferentes tejidos
blanco. Los estrégenos inducen FCI-1 en el titero y se cree que son responsables de la respuesta
uterotropica observada en células estromales y epiteliales. El tamoxifeno también produce un
efecto uterotrépico y duplica 1a expresién de FCI-1. En contraste, 1Cl 182,780 disminuye FCI-1 en
su expresion y no tiene efecto uterotrépico.

Las acciones sobre tejidos blanco de antiestrogenos para reducir los niveles de FCI-1
podrian tener importantes implicaciones para la dispersién metastica de células tumorales. FCI-1
facilita el crecimiento de células de cancer de mama RE positivas y negativas, asi la
micrometastasis pueden encontrarse a si mismas en un ambiente hostil sin el soporte paracrino
de factores de crecimiento en los tejidos. Similarmente, el tamoxifeno disminuye los niveles
circulantes de FCi-1 y causa una elevacidn de los niveles circulantes de PUFCI-1. La reducciéon de
un potente mitogeno circulatorio podria reducir la tasa de crecimiento de ambos RE positivos y

RE negativos.

5.6 MUTACION DE RECEPTOR Y ANTIESTROGENOS

Las mutaciones en el RE han sido usadas para estudiar la farmacologia de agonistas y
antagonistas de estrégenos. Las mutaciones en el RE de ratén en residuos 525 y 521 / 522
pueden abolir la habilidad de! RE para unir E,, eliminando la transactivacion. Los receptores
mutantes retienen la respuesta agonista parcial del tamoxifeno de manera similar al RE tipo
salvaje. Como se establecid anteriormente el RE contiene una region FA-1 y una FA-2. La
actividad de FA-2 depende de la presencia de una ahélice anfipatica en los residuos 538 a 552 y
cuando los residuos hidrofobicos (543, 544, 547, 548) de esta regidén son mutados, la
transactivacion inducida por estrégenos se reduce mientras la funcion de union a DNA no se
afecta. La farmacologia de antiestrégenos es afectada dramaticamente. Por ejemplo, tamoxifeno y
ICt 164,384 actuan como agonistas en células RE negativas transfectadas con los RE mutantes.
Estas mutaciones han sido sugeridas como promotores de la resistencia de tamoxifeno, sin
embargo ninguna evidencia clinica o de laboratorio apoya esta idea.

El promotor también puede afectar la actividad transcripcional de FA-1 y FA-2 del RE. Esto
ha sido demostrado en una serie de mutantes de RE humanos (Tzuckerman et al., 1994). Usando
los RE mutados en los aminoacidos 538,542 o 545, se ha mostrado que la actividad antagonista
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del tamoxifeno es resultado de su inhabilidad para activar la funcién de FA-2. Sin embargo, en
ciertas situaciones, el tamoxifeno puede actuar como un agonista y activar eficientemente ia
transcripcion. Si un promotor solamente requiere 13 funcion de FA-1 para activar la transcripcion
de genes, la unidon a tamoxifeno puede ser suficiente.

McDonnell y colegas (1995) mostraron que las diferencias funcionales entre diferentes
antiestrogenos dependen del tipo de célula y el contexto promotor. La habilidad de los
antagonistas de RE para modular la actividad transcripcional se ha estudiado usando una mutante
RE en la cual FA-2 ha sido inactivada. 4-OHT, raloxifeno, y ICt 164,384 presentaron todos los
diferentes perfiles de activacién transcripcional (McDonnell et al., 1995).

5.7 INTERACCIONES CON ELEMENTOS DE RESPUESTA A ESTROGENO

Las interacciones del RE con EREs también dependen de la naturaleza del ligando al cual
estan unidas. Cuando los efectos de la unién de ligandos estrogénicos y antiestrogénicos del RE
son cuantificados, se hallé que RE- E; y 4-OHT-RE se unen a un singulete de EREs con afinidad
similar mientras !Cl 164,384-RE no se une.

El mecanismo a través del cual los antiestrégenos antagonizan la transcripcion de los
genes de respuesta a estrégeno por medio de union diferencial a EREs muestran que las
secuencias flanqueantes y el estereoalineamiento de los EREs son importantes (Anolik et al.,
1996). Una nur.va investigacion de ligandos antiestrogénicos demostré que cuando 4-OHT-RE se
ure 3 Dr.A una molécula de 4-OHT se disocia a partir del dimero del RE. Bajo las mismas
condiciones, tamoxifeno aziridina, la cual covalentemente se ancla al RE, mostré una
estequiometria de union idéntica con RE- E;, la cual es un receptor dimérico para EREs
comparado con un monémero de 4-OHT-RE por EREs. Los resultados sugieren que el cambio de
conformacion inducido por ligandos afecta primariamente a la interaccion del RE con los
componentes del complejo de iniciacidn de transcripcion mediando asi la activacion

transcripcional.
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6. BENEFICIO- RIESGO DE LA ADMINISTRACION DE ANTIESTROGENOS

Los antiestrégenos por sus acciones antitumorales en cancer de mama tienen gran
relevancia clinica. Sin embargo, la farmacologia clinica de antiestrégenos es compleja y no puede
ser descrita simplemente como un biloqueo de la accién de los estrégenos.

En 1985 el tamoxifeno fue aprobado por la Food and Drugs Administration (FDA) como
adyuvante en las mujeres posmenopausicas con cancer de mama con REs positivos. En 1989, se
obtuvo |a aprobacién de la FOA para el uso de tamoxifeno en el tratamiento de mujeres
premenopausicas con cancer de mama avanzado con REs positivos. El tamoxifeno es también
activo en el tratamiento del cancer de mama de hombre, y en 1993, se aprobd la indicacidn para
su uso en cancer de mama avanzado en hombres. Su valor clinico se basa en que incrementa la

supervivencia de pacientes con cancer de mama.
6.2 FUNCION ENDOCRINA DE ANTIESTROGENOS

El tamoxifeno exhibe efectos tipo estrogénico en las pacientes posmenopausicas causando
una disminucién parcial en las hormonas foliculo estimulante y luteinizante (Jordan et al.,1987a),
un incremento en las globulinas que unen a las hormonas sexuales, y un efecto minimo sobre la
antitrombina 1ll. También causa un incremento en la estrona, E; y progesterona circulantes tras la
ovulacién (Jordan et al., 1991a). Las pacientes menores de 40 anos de edad generalmente
retienen sus ciclos menstruales después de la quimioterapia, mientras que las pacientes entre 40
y 50 afos de edad cesan su menstruacion tras la quimioterapia. E! tamoxifeno produce incremento
en los niveles de esteroides en pacientes que retienen la funcidn menstrual, pero en aquellas
pacientes que se vuelven menopausicas, el efecto de tamoxifeno es el de un estréogeno débil. Este
medicamento ha sido efectivo en pacientes premenopausicas con enfermedad avanzada.
Estudios de laboratorio en ratones atimicos han demostrado que niveles bajos circulantes de
tamoxifeno no pueden controlar niveles de estrégenos extremadamente altos, produciendose falla
del tratamiento, sin embargo la ooforectomia puede mejorar la respuesta (Sawka et al., 1986).

6.1 CANCER DE MAMA
Las mujeres con diagndstico previo de cancer de mama tienen incrementado 3 veces el

riesgo de desarrollar cancer de mama contralateral comparadas con mujeres de la misma edad
sin el padecimiento (Boring et al., 1994). Estudios desarroilados en un total de cerca de 15000
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mujeres han demostrado que la incidencia de tumores de mama contralaterales en mujeres que
reciben tamoxifeno se reduce en 36% (tabla 1; Bilimoria et al., 1996a). A pesar de las variaciones
debidas a la menopausia y {a enfermedad, asi como la duracién y la dosis de tamoxifeno, los
efectos quimiosupresivos y quimiopreventivos del tamoxifen han sido muy evidentes.

LLos tratamientos mas largos con tamoxifeno producen una mejor respuesta con respecto a
tratamientos mas cortos. Las mujeres que tomaron tamoxifeno por menos de dos afos tenian
solamente un 26% de reduccion del cancer de mama contralateral, mientras que la reduccion es
del 54% en mujeres de mas de dos arfos de tratamiento.

TABLA 1
Frecuencia contralateral de cancer de mama en pacientes con terapia adyuvante de tamoxifeno
comparado con un control *)

Estudio Pacientes tratados con tamoxifeno Controles
Prueba clinica menopausico
Numero de Numero de Numero de Numero de
Pacientes cancer Pacientes cancer
NATO, 1985° Pre y post 564 15 567 17
Stewart et al., 1992 Pre y post 661 9 651 12
Rutqvist et al., 1987 Post 931 18 915 32
Pritchard et al., 1987 Post 198 3 202
Cummings et al,, 1986 Post 91 1 90 3
Fisher et al., 1989 Pre y post 1419 23 1428 32
CRC, 1988 Pre y post 94 7 965 18
Andersson et al., 1992 Post 864 10 846 8
Ryden et al., 1992 Post 239 11 236 15
Mason et al., 1993 No indicado 367 4 1980 57
6281 101 7880 197
Total
1.6% 2.5%

* La incidencia de cancer de mama contralateral en 15,000 mujeres que recibieron terapia con tamoxifeno
(adaptado por Nayfield et al., 1991). ® NATO = Organizacién de la prueba con Novaldex; CRC = Cancer
Research Campaign.

6.3 ANTIESTROGENOS EN HUESOS Y LIPIDOS

Estudios experimentales in vitro e in vivo han demostrado inhibicidon de la resorcion dsea
con tamoxifeno. Asi mismo los efectos sobre la resorcion de hueso en pacientes que han recibido
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terapia de tamoxifeno han sido demostrados en numerosos estudios y se presentan en la tabla 2
(Bilimoria et al.,, 1996a). Este efecto se observa en pacientes tratados con tamoxifeno por 2 a 5
aflos. Estos estudios también notan preservacion de hueso trabecular en el cuello femoral, un sitio
comun de fracturas osteopordticas postmenopausicas. En contraste, Powles y colaboradores
(1996) han mostrado una ligera, pero significativa disminucion en la densidad del hueso de
mujeres premenopausicas tratadas con tamoxifeno efecto esperado como una expresién de los
efectos antiestrogénicos de! tamoxifeno, sin embargo el impacto total sobre el posterior desarrollo
de osteoporosis es desconocido. Es interesante hacer notar que !a administracién de bifosfatos
para el desarrollo de huesos no se afecta por la terapia antiestrogénica en pacientes
posmenopausicas (Saarto et al., 1997).
TABLA 2
Contenido mineral del hueso en mujeres con tratamiento de tamoxifeno contra controles *

Estudio Duracion del Area de Estudio Control  Grupo tratado  Significancia
Tamoxifeno estudio diseflado con tamoxifeno estadistica
(afos)

Gotfredsen et al., 1 Radio distatl Cambio en BMD ® (g/cm7) -2.5% -3.2% NS
1984
Fornander et al., 2 Radio proximal BMD (glcm’) -1.04 0.99 NS
1990 2 Radio distal  BMD (g/cm?) 0.74 0.70 NS

5 Radio proximal BMD (g/cm?) 1.05 1.06 NS

5 Radio distal BMD (g/cm’) 0.74 0.78 NS
Fentiman et al., 0.5 Fémur gHA/Cm? 0.81 081 NS
1989 0.5 Espina lumbar gHA/cm? 0.95 0.94 NS
Love et al., 1992 2 Espina lumbar  Afios en % cambio en BMD -1.0% 0.6% P<0.0001

2 Radio Afos en % cambio en BMD 1.29% 0.88% NS
Cuzick et al,, 6 Espina lumbar  BMD (g/cm?) 0.97 1.08 NS
1992 8 Trochanter ~ BMD (g/cm?) 0.75 081 NS
Ward et al., 1983 1 Espina lumbar Af0s en % cambio en BMD -2.3% 0.09% P=0.04

1 Trochanter Afios en % cambio en BMD -1.8% 14% P=0.03
Neal et al., 1993 5 Espina lumbar BMD (g/cm”) 1.028 1.059 NS

5 Femur BMD (g/cm?®) 0.838 0.894 NS
Turken et al,, 1 Espina lumbar Adfios en % cambio en BMD -2.7% 24% P<0.003
1989
Kristensen et al., 2 Espina lumbar % cambio en BMD -4.3%° 2.5%° P=0.00074
1994 2 Radio distal % cambio en BMD -6.3%° -2.0%° P=0.024

A La suma de nueve estudios examinaron los efectos de la terapia con tamoxifen en la reabsorcion de hueso en mujeres
(adaptado por Bilimoria et al., 1996a). ® Abreviaturas: BMC, mineral contenido en hueso; BMD, densidad del mineral en
hueso; gHA, gramos de hidroxiapatita; NS, no significativo.® Porcentajes extrapolados graficamente.
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Cuando el tamoxifeno surgié como una terapia para el cancer de mama hubo preocupacién
de que las mujeres tratadas con un antietrogenos serian afectadas en su perfil de lipidos
aumentando el riesgo de enfermedades cardiacas. Varios estudios han mostrado que el
tamoxifeno produce efectos semejantes a los de E; en los perfiles lipidicos en suero. Los analisis
de nueve estudios diferentes han reportado una disminucién promedio en el colesterol total del
13% y una disminucién promedio en las lipoproteinas de baja densidad (LOL) del 19% (tabla 3;
Bilimoria et al., 1996a; Saarto et al.,, 1996).

Escualeno
L.anosterol Dihidrolanosterol
Ar2 - dimetilesterol Ar - dimetilesterol
As24 - monometilesterol As - monometilesterol
Aru - colesterol Ax-  colesterol ; '
! amonxifeno
0N yx
e Toremifeno
Trparancl Latosterot
oH
HyC
Demosterol Col ol

Figura 20. Efectos de toremifeno y tamoxifeno en la sintesis de colesterol. Los compuesto
interfieren en la sintesis del colesterol inhibiendo la conversién de A8-Colestero! a lanosterol
(Gylling et al., 1995). Triparanol, es un farmaco que tiene una estructura retacionada con el
MER-25 y actiua bloqueando la conversién de desmosterol a colesterol (Avigan et al., 1960;
Gaylor, 1963; Frantz et al., 1996; Steinberg et al., 1961).

En un estudio aleatorizado doble ciego de tamoxifeno contra placebo, Love vy
colaboradores (1991) notaron un incremento en la sintesis de lipoproteinas de baja densidad, un
incremento en niveles de triglicéridos e incremento en receptores de apoliproteina B, lo cual
resulté una disminucién de niveles de LDL. Un analisis de 5 afios apoya el mantenimiento del
decremento de LDL y el colesterol total. Otros han notado que el tamoxifeno y el toremifenc
(clorotamoxifeno) interfieren con la sintesis de colesterol inhibiendo ia conversién de Ab-colesterol
a lanosterol (figura 20; Gylling et al., 1995). Estos cambios metabdlicos son consistentes con un
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efecto semejante al de los estrogenos sobre el metabolismo de lipidos. De manera interesante, el
nivel de las lipoproteinas de alta densidad que usualmente se incrementan por terapia de
estrégenos aparentemente no se afecta por la terapia con tamoxifeno.

TABLA 3
Efectos del tamoxifen en lipidos en suero

Colesterol total (mg/d!) Colesterol LDL (mg/dl) Colesterol HDL (mg/dl)
Estudio TT %
Control ™ % cambio Control TT % cambio Control Cambio
(no. de pacientes) (no. de pacientes)

Rossner and 302(10) 258(11) -15% 201 156 -22% 87 75 NS
Waligren, 1984

Bruning et al., 1988 220(46) 205(46) 7% 151 124 -18% 43 50 NS

Bertelli et al., 1988 254(36) 213(55) -16% 180 127 -29% 55 56 NS

Bagdade et al., 1990 193(8) 204(8) NS 122 115 6% 45 49 NS

Love et al,, 1991 216(70) 190(70) -12% 138 110 -20% 57 53 NS

Ingram, 1990 259(47) 234(13) -9% 193 17 -10% 66 61 NS

Cuzick et al., 1992 256(47) 225(14) -12% 186 145 -22% 50 43 -14%
Dnistrian et al., 1993 244(13) 203(24) -17% 169 123 -27% 55 56 NS

Thangaraju et al., 224(45) 1980(39) -15% 149 132 -17% 54 58 7%

1994)

Average 249 214 -13% 165 134 -19% 57 52 NS

* La suma de nueve estudios examinaron los efectos de tamoxifeno sobre los perfiles lipidicos séricos. ® TT, grupos
tratados con tamoxifeno; NS estadisticamente no significativo.

La habilidad del tamoxifeno para disminuir lipidos en suero se ha traducido en una
significativa reduccion en enfermedades cardiacas. En 1991 Mc Donald y Stewart (1991) en una
revision retrospectiva de un ensayo aleatorio de tamoxifeno contra placebo notaron que 10 de 200
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mujeres tratadas con tamoxifeno habian muerto de infarto a! miocardio mientas 25 de 251 habian
muerto de la misma enfermedad en el grupo control. Estudios posteriores de Mc Donaid y
colaboradores (1995) concluyeron que el riesgo de enfermedad coronaria era significativamente
menor para usuarios de tamoxifeno a largo ptazo que para usuarios a corto plazo.

También se encontré que tratamientos mas largos de! tamoxifeno tenian mayores
beneficios en proteger de enfermedades cardiovasculares. Rutqvist y Matteson (1993) en un
ensayo aleatorio, encontraron que las admisiones a hospital para enfermedades cardiacas eran
estadisticamente menores para mujeres que tomaron tamoxifeno por 5 afios que las de mujeres
que tomaron terapia de 2 afios. Un reporte similar noté una elevacion en las enfermedades
coronarias en una larga poblacion de mujeres posmenopadusicas una vez que el tamoxifeno se
habia suspendido (Ganz et al., 1995).

La reduccidén en el riesgo cardiovascular obtenido a partir de! uso del tamoxifeno
aparentemente esta mediado a través de {a disminucion de niveles de colestero! y la reduccion
estadisticamente significativa en los niveles de lipoproteinas de suero (Saarto et al., 1996). Se ha
sugerido que un 1% de! decremento del colesterol del suero resulta en un 2% de decremento en la
incidencia de enfermedades cardiacas coronarias. Varios estudios epidemioldgicos y clinicos han
mostrado que los niveles incrementados de lipoproteinas son un factor de riesgo independiente
para la enfermedad cardiaca coronaria. Adicionalmente, el tamoxifeno disminuye los niveles de
homocisteina (Anker et al.,, 1995) y se ha sugerido que el tamoxifeno podria ser cardioprotector
reduciendo la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.

Debido a que fa mayoria de las mujeres con cancer de mama son posmenopausicas y la
causa numero uno de muerte en mujeres posmenopausicas (sin historia de cancer de mama) son
las enfermedades cardiovasculares, las propiedades de disminucién de lipidos del tamoxifeno se
vuelven clinicamente importantes en mujeres con factores de riesgo elevados.

6.4 EFECTOS ADVERSOS DE LOS ANTIESTROGENOS

Las acciones en el sitio blanco especifico del tamoxifeno se han atribuido también al
aumento de cancer endometrial y el metabolismo del tamoxifeno se ha relacionado con la
carcinogénesis de higado de rata lo que ha llevado a un aumento en los estudios de investigacion

para elucidar los mecanismos invoiucrados.
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6.5 CARCINOGENESIS UTERINA Y HEPATICA

Gran controversia ha generado la asociacion entre el uso de tamoxifeno y la deteccion de
cancer endometrial. El carcinoma endometrial humano, Ca101 crece en animales atimicos en
respuesta a E, y parcialmente en respuesta a tamoxifeno. El tamoxifeno puede inhibir los
carcinomas de mama estimulados por estrogeno, pero también puede estimular un carcinoma
endometrial transplantado en los mismos ratones atimicos.

Revisiones recientes de literatura (Jordan y Assikis, 1995; Assikis et al.,1995) han
identificado aproximadamente 400 casos de cancer endometrial asociado con el uso de
tamoxifeno en el mundo en diez aftios. La enfermedad se encuentra predominantemente en
mujeres postmenopausicas, no se ha encontrado asociacidn entre la duracién de uso de
tamoxifeno y los riesgos de desarrollar carcinoma endometrial. El estudio de Stockholmo, que
originalmente concluyé que después de 2 afos de tamoxifeno como adyuvante no causa un
incremento en el cancer endometrial pero después de 5 aftos causd un incremento de seis veces
en el riesgo de cancer endometrial, actualmente se esta evaluando este estudio (Jordan y Morrow,
1994) ya que hay poca evidencia publicada para una asociacién entre el uso prolongado de
tamoxifeno y un incremento de cancer endometrial.

Las pacientes tratadas con tamoxifen estan en bajo riesgo, 2 de 1000 mujeres por afo, de
cancer endometrial durante o después del tratamiento de tamoxifeno. El consenso colectivo es
que los beneficios del tamoxifeno en el tratamiento del cAncer de mama sobrepesan ios riesgos
asociados con la elevacién de carcinoma endometrial. Como precaucion, los pacientes deben ser
examinados antes de empezar un curso de terapia de tamoxifeno adyuvante en carcinoma
endometrial preexistente y durante el tratamiento deben pasar a examinacién ginecolégica
periédica. Una evaluacion reciente de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer
concluyd que ningun paciente debe ser excluido de tratamiento con tamoxifeno por preocuparse
por cancer endometrial, los beneficios sobrepasan el riesgo.

Varios investigadores reportaron que el tamoxifeno es un iniciador y un promotor de
carcinogenesis en el higado de ratas. El tamoxifeno en dosis altas, produce aductos de DNA en el
higado de rata, sin embargo, solamente la formacion de un aducto bajo se ha reportado en DNA
de higado de ratén. Es necesario hacer notar que no se ha demostrado incremento en la
formacion de aductos de DNA en los higados de pacientes gque estan recibiendo tamoxifeno.
Como resultado se ha argumentado que los estudios en rata no son extrapolables al uso en

humanos.
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Los datos de estudios de carcinogenesis en rata demuestran que los animales reciben
tamoxifeno (5 a 50 mg/kg diariamente) por mas del 50% de su vida (Jordan y Morrow, 1994). En
contraste, ia dosis terapéutica de tamoxifeno como un agente anticancer en ratas es de 250 pg/kg
la cual es equivalente a la dosis terapéutica de un paciente de 70 kg de 285 nug/kg que senan de
20 mg de tamoxifeno diarios. ta duracidn de ia terapia adyuvante para pacientes
postmenopausicas es aproximadamente de 5 afos. Esto seria el equivalente de un 8% de la vida
de una mujer. Asi los experimentos animales de dosis de 5 mg/kg es el equivalente a una nia
adolescente (14 afos de edad) recibiendo 20 veces la dosis diaria de tamoxifeno (40 tabletas al
dia) hasta que tiene 40 anos de edad.

La razén para administrar dosis altas en la rata es debido a que estas logran la produccion
de niveles comparables del farmaco con ios humanos, generalmente el farmaco es eliminado por
la rata diez veces mas rapido que en el humano (Jordan y Morrow, 1994).

MECANISMOS DE CARCINOGENESIS

L a carcinogenesis hepatica de rata inducida por el tamoxifeno y su relevancia en humanos
ha sido estudiada en los ultimos afios. Han y Liehr (1992) primero notaron una acumulacion de
aductos de DNA en el higado de ratas Sprague-Dawley por inyecciones repetidas de 20mg/kg
(dosis humana de 0.3 mg/kg) de tamoxifeno. La identificacién deil aducto de DNA ha propuesto
varios candidatos: un epoxido (Styles et al.,, 1994; Lim et al., 1994; Philips et al., 1994b), 4-OHT
(Moorthy et al., 1996), Metabolito E (Pongracz et al., 1995) o a-hidroxitamoxifen (Potter et al.,
1994; Philips et al., 1994a,c). Recientemente Osborme prepard un acetoxitamoxifen que es capaz
de reaccionar con DNA considerablemente (1 a 50 bases) e! a-hidroxitamoxifeno (1 en 105 bases
de DNA). Los productos de estas reacciones fueron idénticos a aquellos aislados de DNA de
hepatocitos de rata o higados de ratas tratados con tamoxifeno. El aducto de tamoxifeno y DNA
ha sido identificado en el nucledsido desoxiguanosina en la posicion a del tamoxifeno que esta
unida covalentemente al aminc exociclico de desoxiguanosina (figura 21).

La activacibn metabdlica del tamoxifeno y su metabolito o-hidroxitamoxifeno ha sido
estudiada y comparada utilizando cultivos primarios de rata, ratdén y hepatocitos humanos. A pesar
de que los aductos de DNA son identificados facilmente en hepatocitos de rata y ratén (30 y 15
aductos/108 nucleétidos, respectivamente), no fueron detectados en hepatocitos humanos
tratados con tamoxifeno.
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Figura 21. El! aducto de tamoxifeno y DNA ff. ta posicion a del tamoxifeno se une

covalentemente al amino exoclclico de desoxiguanosina.

Adicionalmente, los hepatocitos humanos también produjeron 50 veces menos niveles de
a-hidroxitamoxifeno a partir de tamoxifeno que los hepatocitos de rata. Estudios posteriores
mostraron que las células de hepatocitos humanos tratadas con a-hidroxitamoxifeno tenian 300
veces menos de niveles de aductos que los hepatocitos de ratas.

Los estudios en pacientes han confirmado que los humanos tiene menor susceptibilidad
que las ratas a formar aductos de DNA con tamoxifeno (Martin et al.,, 1995). Estudios posteriores
han sefialado que los aductos de DNA podrian ser producidos en muestras endometriales con a-
hidroxitamoxifeno pero no con tamoxifeno.

6.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA AL FARMACO

La resistencia a la terapia con tamoxifeno puede ser de diferentes formas (Tonetti y
Jordan, 1995). Estas estan ilustradas en la figura 22. El tamoxifeno y sus metabolitos son
inhibidores competitivos de E; uniéndose a RE, asi un gran incremento en E, posiblemente podria
revertir la accidon antitumoral del farmaco. Esto ha sido una preocupacidon en las mujeres
premenopausicas en cuanto al incremento de tamoxifeno y el incremento de secrecién por el
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ovario; sin embargo, los estudios de laboratorioc muestran que solamente muy altos niveles de
estrégeno y bajos niveles de tamoxifeno pueden provocar la falla del tamoxifeno. Consideramos
cada uno de los posibles mecanismos de resistencia al farmaco que estan siendo evaluados.

Perdida de!
Receptor

e hal Attarade
Tramaduccién

WMetabolitos . = FE—

Yy
Tamozifen

Aumento de
Estradiol

Figura 22. Posibles mecanismos involucrados en la adquisicion de resistencia a el tamoxifeno.

RECEPTORES MUTANTES

E! mecanismo de accién de los antiestrégenos es principalmente por competencia con E;
por el sitio de unién de la hormona en e! RE. El resultado es la formacion de un complejo que es
capaz de interaccionar con los EREs, incapaces de activar la transcripcion. Asi, la inactivacion
funcional del RE por una mutacién que incremente la eficiencia del complejo antiestrogeno RE es
un mecanismo similar al mecanismo adquirido de la resistencia a tamoxifeno. La mutagénesis
dirigida para crear cambios de amino acidos especificos en el DUH ha demostrado que afecta la
afinidad de unién de ligando al receptor, ia union al DNA asi como la transactivacion
transcripcional (Mahfoudi et al., 1995). Las mutaciones especificas en el DNA y LUD del RE
pueden causar que un antiestrogeno transmita una sefal agonista en vez de antagonista. Jiang y
sus colaboradores (1992a, 1993) demostraron que una mutaciéon de una valina por una glicina del
codon 400 en el LUD del RE puede causar incremento en la actividad estrogénica en respuesta a
4-OHT y a otros antiestrogenos.

Los antiestrogenos inicialmente controlan et crecimiento tumoral pero eventualmente
pueden desarrollar tumores (Wolf y Jordan, 1994a). Se han caracterizando tumores estimulados
por tamoxifeno, que contienen mutaciones dentro del RE. E! reemplazamiento de un aspartato por
una tirosina en el aminodacido posicion 351 (Wolf y Jordan, 1994b) dio lugar a una respuesta
farmacologica alterada de un antiestrogeno a estrogeno (Catherino et al., 1995; Levenson et al.,
1997). Mahfoudi y colaboradores (1995) sugirieron que las mutaciones especificas en la region
FA-2 del receptor de estrégenos eran responsables de ia respuesta sobre el RE del tamoxifeno.
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VviAS ALTERNAS

La fosforilacion de receptores de hormonas esteroides pueden mediar la unién de la
hormona y DNA asi como la activacién transcripcional. Evidencia reciente sugiere que la
fosforilacién especifica de al menos cuatro residuos de serina localizados en la region N terminal
A/B de! RE es inducida por E;, 4-OHT, el antiestrogeno puro IC| 164,384, asi como activadores de
la protein cinasa A y C (Le Goff et al.,, 1994). Varias protein cinasas incluyendo PKC, PKA, casein
cinasa y la familia de cinasas src han sido implicadas en la mediacidn de la fosforilacion.

La resistencia al tamoxifeno, sin embargo, puede elevarse por ia alteracion del patron de
fosforilacidon requerido para la activacion transcripcional apropiada. L.a alteracion puede residir
dentro de la protein cinasa misma, resultando una fosforilacién aberrante del RE. El tamoxifeno es
un inhibidor especifico de al menos una protein cinasa, la PKC. Si la actividad inhibitoria ocurre in
vivo, el tamoxifeno también reducira la fosforilacion del RE y atenuara la activacion transcripcional
al competir con el E, por la unién al RE. Si la PKC adquiere una mutacidon que previene la
actividad inhibitoria del tamoxifeno, la activacion de los genes de respuesta a estrogeno puede
ocurrir.

La activacion de la via de PKA ha demostrado que incrementa la actividad agonista del
complejo tamoxifeno-RE usando promotores reporteros conteniendo dos EREs (Fujimoto y
Katzenellenbogen, 1994). La actividad transcripcional del complejo antiestrogeno-RE incrementa
de 20 a 75% la de E, elevando los niveles intracelulares de AMPc o |a expresion de vectores
conteniendo subunidades cataliticas PKA. Esto sugiere que el cruce de mensajes entre el AMPc y
las vias de transduccion dependiente del RE podrian existir. De este modo, los niveles
aumentados de AMPc pueden llevar al desarrollo de crecimiento de tumores estimulados por
tamoxifeno.

Otra via aiternativa interesante recientemente ha sido implicada en ia habilidad de
antiestrogenos para actuar como agonistas en ciertos genes conteniendo sitios AP-1(Webb et al.,
1995). Esto es un evento mediado por RE que parece ser célula especifica, por ejemplo la
activacion de AP-1 estimulada por tamoxifeno puede ser observada en lineas celulares de origen
uterino pero no de mama.

Muchos estudios de lineas ceilulares estimuladas o dependientes de antiestrogenos han
sido desarrollados para determinar el mecanismo de progresién de resistencia a antiestrégenos o
la estimulacion de antiestrogenos en crecimiento tumoral. Estos estudios analizan la importancia
de vias alternativas de las impredecibles respuestas celulares al tratamiento con antiestrégenos a
largo plazo y para conocer |la complejidad de estas respuestas.
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6.7 METABOLISMO DE ANTIESTROGENOS

Se han identificado dos rutas principales de metabotismo del tamoxifeno: la 4-hidroxilacion
y la degradacion del dimetilaminoetano de la cadena lateral.

El tamoxifeno es hidroxilado en la posicion 4 para producir 4-OHT, un metabolito menor en
ratas y en humanos pero que tiene una alta afinidad de union por el RE (Jordan et al., 1977) este
es un metabolito principal en el ratéon. Los antiestrogenos que tienen un grupo metoxilo en una
posicion equivalente al 4-OH tamoxifeno, por ejemplo U 23,469 (un analogo del antiestrogeno
nafoxidina) o nitromifin, pueden ser desmetilados al metabolito hidroxilado que posee alta afinidad
de enlace por el receptor de estrogenos.

La desmetilacion de la cadena lateral del tamoxifeno primero a N-desmetiltamoxifeno, es el
principal metabolito en humanos. Sin embargo, la posterior desaminacién primero al derivado
glicol y la desalquilacién produce un cambio de un antiestrégeno a un estréogeno. Esto ha sido
propuesto como una explicacion de la resistencia del tamoxifeno y el crecimiento estimulado por
tamoxifeno (Jordan et al., 1983).

Numerosos grupos han identificado rutas metabodlicas mediadas por los citocromos P-450
para el tamoxifeno en la rata (Lim et al.,, 1994; Phillips et al., 1996a). La N-desmetilacion de
tamoxifeno es catalizada por las enzimas CYPIA, CYP2C y CYP3A y en el humano por CYP3A
(Mani et al., 1993a). El metabolismo a N-6xido de tamoxifeno, un precursor de la N-desmetilacion
estd mediado por una monooxigenasa que contiene flavina, mientras la 4-hidroxilacién parece
estar catalizada por citocromo P450 constitutivo.

En monos rhesus macho y hembra, Comoglio y colegas (1996) encontraron que habia una
acumulacion significativa N,N-desmetiitamoxifeno, el cual es un inhibidor deli metabolismo del
farmaco. El nivel de formacién de aductos de DNA fue sustancialmente mas bajo en monos que
en ratas.

La inducibilidad de P450 por tamoxifeno, toremifeno y droloxifeno ha sido evaluado en la
rata y el raton. Ef tamoxifeno es un carcindgeno en el higado de rata (Furr y Jordan, 1984) pero no
del ratén (Hard et al., 1993; Hassman et al., 1994). Todos los antiestréogenos inducen CYP2BI y
CYP3Al en el higado de rata podrian ser responsables de la promocion de carcinogénesis.
Adicionalmente, los sistemas de enzimas de fase Il son afectados por tamoxifeno.
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ACTIVACION METABOLICA

El tamoxifeno se convierte a 4-OHT y N-desmetitamoxifeno. A pesar de que 4-OHT es un
metabolito menor es un potente antiestrogeno que se une al RE humano con una afinidad similar
al E,, mientras N-desmetiltamoxifeno, el metabolito principat del tamoxifeno es un antiestrégeno
débil.

Este mecanismo de resistencia del tamoxifeno ha sido explorado mediante la cuantificacion
y comparacion de los niveles de tamoxifeno y sus metabolitos en la generacion de tumores
estimulados e inhibidos por tamoxifeno. Osborne y colaboradores (1991) reportaron que los
tumores estimulados por tamoxifeno tienen niveles reducidos de tamoxifeno comparados con los
tumores que son inhibidos con tamoxifeno. También se ha encontrado un incremento de la
relacién cisftrans 4-OHT y acumulacion de Metabolito E (figura 23; Osborne et al., 1991). Johnston
y colaboradores (1993a) demostraron que los tumores RE negativos acumulan tamoxifeno y sus
metabolitos mas lentamente que los RE positivos.

Para conocer la reaccion de isomerizacidon es necesaria para el desarrollo de 1a resistencia
de tamoxifeno adquirida, analogos del tamoxifeno con anillos no isomerizables fueron ensayados
para determinar si el crecimiento tumoral ocurria (Osborne et al.,, 1994). Un derivado de
tamoxifeno inhabilitado para formar e! potente isdmero estrogénico Metabolito E podia estimular el
crecimiento de células MCF-7 igual que tamoxifeno (Wolf et al., 1993). De manera similar, un
analogo de oxitamoxifeno utilizado para eliminar la posibilidad de anclaje de cadena lateral que
previene la produccién de metabolito E o bisfenol se encontré que era similar al tamoxifeno
estimulando el crecimiento tumoral. Estas evidencias sugieren que la isomerizaciéon de tamoxifeno
a metabolitos estrogénicos o antiestrogénicos menos potentes no explican el crecimiento de
tumores estimulados por tamoxifeno, siendo necesario encontrar los mecanismos alternativos.
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Figura 23. El metabolismo de! tamoxifeno puede ser por dos rutas. La primera conversién es Z-4-
hydroxitamoxifeno (Z-4-OHT) un antiestrégeno potente. El otro metabolito potente es el Z
metabolito E (Z Met E), es un potente estrogeno.

51



Nuevos Compuestos y Nuevas Oportunidades

7. NUEVOS COMPUESTOS Y NUEVAS OPORTUNIDADES

La aplicacion clinica que se sugirid del primer antiestrogeno MER-25 descubierto por
Lerner y colaboradores (1958), era como un anticonceptivo debido a que era un agente
antifertilidad en la rata. Los trifeniletilenos clomifeno y tamoxifeno (Harper y Walpole, 1967a,b)
producian efectos anovulatorios en ratas, pero ademas inducian ovulacion en mujeres subfértiles
Esto disminuyo e! interés en esta area de investigacion, sin embargo reportes recientes de ia
India sugieren que los estudios con antiestrégenos como anticonceptivos continian. El farmaco
centcroman {figura 24) ha sido estudiado extensamente en el laboratorio y los estudios
preliminares en humanos han finalizado.

Adicionalmente, el grupo de desarrollo de farmacos en Lucknow, India ha descrito una
serie extensa de compuestos. El compuesto antiestrogénico mas potente del grupo esta ilustrado
en la figura 24. La potencia se deriva de los dos hidroxilos estratégicamente colocados, pero el
cambio de posicidén del fenil alquilaminoetoxi de !a cadena lateral recuerda la localizacion de la
cadena lateral en ICl 182,780 (figura 10). El grupo Labrie en Canada recientemente describié un
antiestrogeno puro EM-800 (figura 25) activo por via oral con marcada similaridad a los

compuestos Lucknow.

o/\/ND

Centchroman Centrat Drug Research Institute
Lucknow, India

Figura 24,
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71 MODULADORES SELECTIVOS DEL RECEPTOR DE ESTROGENOS (Seloctive

estrogen receptor modulators; SERMs)

Actualmente, se esta realizando la evaluacion de la terapia adyuvante con tamoxifeno en la
Gran Bretaria para definir la duracion optima del tamoxifeno para cancer de mama nodo positivo.
De manera general, el tamoxifeno es el farmaco de eleccion en la terapia del cancer de mama.
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Figura 25. La activacion metabolica por via oral del antiestrogeno puro EM-800, da lugar a ei
metabolito EM 652 (Simard et al., 1997).

La segunda estrategia que es controversial es el uso clinico de tamoxifeno como un agente
preventivo del cancer de mama en mujeres de alto riesgo. El concepto originalmente estaba
basado en tres hechos conocidos: la seguridad clinica del tamoxifeno, la habilidad del tamoxifeno
para prevenir cancer mamario en ratas (Jordan, 1974,1976), y la habilidad dei tamoxifeno para
prevenir cancer de mama contralateral. Las pruebas clinicas piloto originaimente fueron iniciadas
en 1986 con 2000 mujeres asignadas aleatoriamente a recibir tamoxifeno o placebo por 8 aios. El
estudio original completo espera reclutar 20,000 mujeres de alto riesgo en el Reino Unido y
Australia.

En Norte América, se ha completado el reclutamiento de 13,000 mujeres de muy aito
riesgo aleatoriamente asignadas a recibir tamoxifeno o placebo por 5§ afos. Los analisis recientes
muestran un 45% de disminucién en la incidencia de cancer de mama con tamoxifeno. En ltalia,

53



Nuevos Compuestos y Nuevas Oportunidades

esta contemplado un seguimiento de 20,000 mujeres de riesgo normal, 1as cuales han tenido una
histerectomia y han sido asignadas aleatoriamente a recibir tamoxifeno o placebo por § afos.

La estrategia antiestrogénica para el cancer de mama esta ilustrada en la figura 26. Tras la
falla del tamoxifeno (Buzdar et al., 1996). Un gran numero de inhibidores de aromatasa se estan

evaluando actualmente para enfermedades avanzadas.

1 RATAMIENTO
CON ANTIESTROGENOS
INICIACION ———— g~ ] PREVENCION
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PROMOCIONDEL !
ESTROGENO :
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1
‘ —t
DETECCION ——» @G) @@@ «——— CIRUGIA
] [ERAPA ADJUVANTE
CON TAMOXIFENO
! —

' TOROMIFENO O

REPETICION e TAMOXIFENG PARA
ENFERMEDADES
AVANZADAS
ANTIE STROGENO
PURO PARA
ENFERMEDADES.
AVANZADAS

INHIIIDOA OE LA

AROMATASA PARA
ENFERMEDADE S
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Figura 26. Estrategia clinica actual en el tratamiento de cancer de mama.

Su uso se fundamenta en el hecho de que la enfermedad resistente al tamoxifeno requiere
de estrégeno para crecer, asi mediante la reduccion del E; y estrona circulantes, la enfermedad
perdera su estimuio de crecimiento. Desde 1987 una nueva aproximacién para la prevencién del
cancer de mama fue propuesta, debido a que el tamoxifeno y el raloxifeno pueden mantener la
densidad de los huesos en ratas, esta propiedad podria ser usada para prevenir la osteoporosis
en pacientes posmenopausicas. La meta era introducir una nueva terapia de reemplazamiento de
hormonas para prevenir la osteoporosis pero disminuir la incidencia de cancer endometrial y
cancer de mama en la poblacidon general como un efecto secundario benéfico (Lerner y Jordan,

1990).
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ANALOGOS DE TAMOXIFENO PARA CANCER DE MAMA

El toremifeno o clorotamoxifeno (figura 9) esta disponible en los Estados Unidos para el
tratamiento de la fase IV de cancer de mama en pacientes posmenopausicas

El farmaco es antiestrogénico (Kangas et al., 1986) y tiene actividad antitumorat en cancer
mamario inducido por carcinogenos en rata (Roninson et al., 1988; DiSalle et al., 1990),
aproximadamente un tercio de la potencia del tamoxifeno. Estas observaciones de laboratorio
traducidas a la clinica dan que 60 mg diariamente de toremifeno se recomiendan para el
tratamiento de la Etapa IV de cancer de mama comparado con la dosis estandar de 20 mg
diariamente de tamoxifeno.

El toremifeno ha sido probado en las pruebas de la fase clinica | y Il (Hayes et al., 1995).
Los efectos secundarios son similares a los del tamoxifeno, y debido a que la mayoria de los
pacientes actualmente han tomado terapia adyuvante con tamoxifeno, la resistencia cruzada es
extremadamente importante. Los aspectos interesantes de {a farmacologia del toremifeno son su
reducida carcinogenicidad en el higado de la rata y no hay reportes acerca de una asociacion

entre el toremifeno y el cancer endometrial.

RALOXIFENO (CRISTALIZACION DEL COMPLEJO- RECEPTOR RALOXIFENO
ESTROGENO)

La estructura de cristal del DUL del RE con estradiol o raloxifeno fue publicada (Brozowski
et al, 1997). Este conocimiento ahora provee una importante vision en la accién de los
estrégenos. Los hidroxilos del estradiol especificamente se unen a los amino acidos 353 y 394 en
el DUL (figura 27) y esto causa que la larga hélice 12 se doble y atrape al esteroide. La hélice 12
contiene tres aminoacidos especificos, 540, 543 y 547 los cuales son criticos, dentro de 1a region
AF-2 para la union de coactivadores (Tzuckerman et al., 1994).

Los grupos fendlicos del raloxifeno se unen a los mismos aminoacidos que el estradiol
(figura 27; Brzozowski et al., 1997), pero la diferencia critica es la interacciéon de 1a cadena lateral
alquilaminoetoxi con el aminoacido aspartato, en la posicion 351. La cadena lateral aminoetoxi de
los antiestrdbgenos es esencial para bloquear la accion del estrogeno (Jordan, 1984). Las
distancias entre el nitrdgeno y el oxigeno, los cambios en la basicidad del nitrogeno y la
orientaciéon de la cadena lateral, todos tienen influencias en las propiedades del antiestrogeno
(Jordan y Gosden, 1982).
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La estructura del cristal de! complejo raloxifeno-RE demuestra que la Hélice 12 se reoriente
y no puede cerrar el complejo conteniendo el ligando (figura 27).

Las perturbaciones macromoleculares en la estructura cristalografica son la consecuencia
de unién del antiestrogeno y no la causa de la accidon del antiestrogeno. Los modelos iniciales
describlan un bloqueo del ligando de antiestrégenos en las mandibulas de DUL para evitar la
activacion y encierro del ligando para formar un *complejo estrogénico” (Tate et al., 1984). Los
modelos propuestos a parnir de ensayos farmacologicos atribuyen a la cadena lateral
alquilaminoetoxi y su uniéon en la regién antiestrogénica del receptor la propiedad de prevenir el
cierre de las mandibulas de la region DUL (Lieberman et al., 1983a). Esa "region” es identificada
como el aminoacido 351 (Brzozowski et at., 1997).

Figura 27. La proteina receptora en tercera dimension plegada alrededor del E; complejo
ligando-receptor activado. La hélice 12 se muestra al otro lado del esteroide y envuelve a la
union-ligando. El aminodcido critico 538, 542, y 545 en la region de 1a FA-2 permite la union de
coactivadores antes de la transcripcion del complejo. En contraste, el raloxifeno ocupa e! sitio
de union, los aminoacidos en la region FA-2 de la hélice 12 responden sin activarse la
transcripcion. Reproducido por Brzozowski et al. (1997) con permiso de Nature.
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La validez de este modelo se basa en estudios con el receptor mutante en el cual el
aminodacido 351 es cambiado de un aspartato a una tirosina (Wolf y Jordan, 1994b). Para probar la
accion farmacolégica del receptor mutante, el tipo salvaje y el receptor mutante 351 han sido
transfectados en células de cancer de mama MDA-MB-231 (Jiang y Jordan, 1992; Catherino et al,
1996). El E; incrementa TGFa mRNA de una manera dependiente de la concentracion en ambos
el tipo salvaje y REs mutados (Levenson et al., 1997, Levenson y Jordan, 1998). El raloxifeno es
un antiestrogeno en el receptor tipo salvaje pero se vuelve estrogénico en el receptor mutante
351. Estos resultados estan ilustrados en la figura 30. El antiestrogeno puro ICI 182,780 es un
antiestrogeno en ambos transfectantes; por o tanto la conformacion del complejo receptor debe

ser diferente del complejo raloxifeno-RE.

<&
e S, ! @. Qun
I

‘...,. rom a3y

Figura 28. La interaccion de (a) estradiol y (b) raloxifeno con un aminoacido crnitico en el DUL del
RE. (Brzozowski et al., 1997)

El descubrimiento de un receptor mutante 351 confirma la importancia farmacoldgica de
este aminoacido para la antiestrogenicidad del raloxifeno. También ilustra el mecanismo de
resistencia al farmaco tamoxifeno, ya que el receptor mutante fue aislado a partir de tumores de
mama estimulados por tamoxifeno e incrementd la estrogenicidad de analogos de tamoxifeno
(Catherino et al., 1995). Este es el primer ejemplo confirmado de un mecanismo de resistencia

para un antiestrogeno.
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Extensos estudios de refacion estructura actividad han sido reportados (Jones et al., 1984,
Grese et al.,, 1997) con benzotiofenos; sin embargo, dos compuestos, LY 117,018 y LY 156,758
(figura 29) poseen una alta afinidad de unién por el RE, por tener una actividad potente
antiestrogénica, pero tienen poca actividad uterotrofica en roedores (figura 19). Extensos estudios
en ratas han confirmado los reportes originales de que el raloxifeno preserva la densidad del
hueso en respuesta a la ooforectomia. Fournier y colaboradores (1996) han concluido que el
raloxifeno estimuta la expresion de TGF B3 en huesos de rata (Yang et al., 1996a), resultados que
constituyen el fundamento para {a evaluacion del raloxifeno en la prevencion de osteoporosis.

El raloxifeno causa una disminucion en el colesterol circulante en la rata y en humanos.
Ademads muestra el perfil de un modulador de RE selectivo (SERM) que podria ser aplicado como
un agente preventivo para la osteoporosis pero con el beneficio adicional de prevenir el cancer de
mama y la enfermedad cardiaca de coronarias. La evaluacidon del raloxifeno para la prevencion de
osteoporosis esta en pruebas clinicas alrededor de! mundo. Once mil mujeres han sido asignadas
aleatoriamente a recibir ya sea raloxifeno o placebo. Los datos preliminares demuestran que el
raloxifeno mantiene la densidad (Gunness et al, 1997) del hueso pero tiene un perfil no
estrogénico en el titero humano (Scheele et al.,, 1997) y en mama (Jordan et al.,, 1998).

Ra __ : |
R? LY 117018
o Re N ) RALOXFENO

Figura 29.
DROLOXIFENO:

La farmacologia general y la toxicologia del droloxifeno se han evaluado. El droloxifeno o
3-hidroxitamoxifeno es un antiestrogeno con actividad antitumoral bien documentada en modelos
de laboratorio y se esta evaluando en cancer de mama de etapa IV. Es un agente que tiene una
eliminacion rapida y puede ser conjugado rapidamente por enzimas del metabolismo de fase |Il.
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LLas dosis de 60 mg diarios y mayores son efectivas en el tratamiento de cancer de mama (Lien et
al., 1995). El droloxifeno no produce aductos de DNA o tumores hepaticos en ratas. Estas
propiedades lo estan postulando como un agente preservador de huesos (Ke et al., 1995a,b).

IDOXIFENO:

Este derivado de trifeniletileno (figura 9) fue diseffiado para desarrollar un farmaco con
eficacia en la prevencion de osteoporosis y el tratamiento del cancer de mama por ser
metabdlicamente estable y de menor potencial carcinogénico. El grupo 4-yodo previene la 4-
hidroxilacion, y el grupo pirrolidino previene e! metabolismo de la cadena lateral. Sin embargo,
reportes publicados recientemente enfocan su potencial como un agente antiestrogeno—
anticancer. El idoxifeno inhibe el crecimiento de tumores mamarios en rata inducidos por
carcinogenos, el crecimiento de células de cancer de mama MCF-7 in vitro, y tumores inoculados
en ratones atimicos (Johnston et al., 1997). El idoxifeno parece desarroliar resistencia adquirida
mas lentamente que el tamoxifeno, asi su potencial se esta considerando para tratamientos mas
largos como un adyuvante o como terapia de segunda eleccidon cuando el tamoxifeno falla.
Adicionalmente el idoxifeno ha sido evaluado como un inhibidor de la calmodulina y la p-
glicoproteina para resistencia multifarmacos. Extensos estudios de relaciones estructura actividad
de trifeniletilenos e inhibicion de calmodulina han demostrado que el idoxifeno es cinco veces mas
activo que el tamoxifeno como un inhibidor. Un andlogo con una cadena lateral [((CH2)} mas larga
fue 30 veces mas potente .

Los estudios clinicos con idoxifeno como agente anticancer de mama se estan llevando a
cabo mundialmente. En el presente solamente un solo reporte de el estudio de fase | ha
aparecido. Como podria esperarse de un farmaco metabdlicamente estable, el idoxifeno tiene una
vida media terminal de 23.3 dias. El idoxifeno estd en una etapa temprana de desarrollo clinico
para la osteoporosis en mujeres postmenopausicas y como un tratamiento preventivo de cancer

de mama.
EM-800

El compuesto EM-800 es un antiestrogeno activo por via oral (Gauthier et al., 1997). El
compuesto EM-800 y su version esterificada EM-652 (Simard et al., 1997b), la cual
indudablemente es el compuesto activo, tienen estereoquimica que es reminiscente del
compuesto [Cl 182,780 con una cadena lateral hidrofobica en la posicion 7 a de E; (figura 9y 25).
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Los estudios preliminares demuestran que EM-800 es un agente antitumoral en el modelo DMBA
(Luo et al, 1997c.d) y estudios a largo plazo en el ratén muestran una clara actividad
antiestrogénica con poca o ninguna actividad estrogénica comparado con el tamoxifeno o
toremifeno (Simard et al.,, 1997b). El fArmaco es extremadamente potente contra células de cancer
de mama en cultivo (Simard et al., 1997a) y previene el crecimiento de tumores estimulados por

estrégeno en ratones atimicos.
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Figura 30. La deteccion de TGFa mRNA en el analisis de mancha blanca para MDA-MB-231 en
células de cancer de mama transfectadas con DNAc con tipo salvaje en el mutante 351 de RE.
Las células tratadas con estradiol (10 M), raloxifeno, o IC! 182, 780 (10° M). Adaptado por
Levenson et al., 1997.

Un antiestrogeno puro activo por via oral seria extremadamente valioso como una terapia
de segunda eleccioén después de que el tratamiento de tamoxifeno ha fallado. Sin embargo, aun
falta evaluar su potencial de resistencia cruzada con tamoxifeno y la reduccion de la densidad

_ 6sea en ratas.
TRIMETIL TAMOXIFENO Y GW 5638

El trimetil tamoxifeno es un derivado cuaternizado del tamoxifeno (Biegon et al., 1996) que
tiene baja retencion en el SNC, pero produce la accién apropiada del tamoxifeno en la periferia.
Los estudios usando ratones atimicos implantados con tumores de mama MCF-7 muestran que el
derivado de amonio cuaternario tiene actividad antitumoral.

La principal preocupacién con los compuestos de amonio cuaternario es la ruta de
administracion. Todos los estudios in vivo se usaron inyecciones y se cree que los compuestos
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cuaternarios de amonio tienen baja actividad oral, sin embargo, el hecho de que los derivados de
tamoxifeno son extremadamente lipofilicos sugiere que la absorcidn, podria ser posible. Los
estudios deben comparar y contrastar rutas de administraciéon para confirmar estas hipotesis.

. coo’
e "N(CH;), 8]

TRIMETIL TAMOXIFENO GLAXO WELLCOME 5638
(Duke University)

Figura 31. La periferia selectiva de antiestrégenos se usa en terapias binarias con estrogenos

El compuesto GW5638 (figura 31) es particularmente interesante debido a que parece
encuadrar en el criterio requerido de agente selectivo periféricamente. La meta principal del
descubrimiento de farmacos dirigidos es lograr accion antiestrogénica completa o pura en mamay
el utero pero mantener actividad completamente estrogénica en los huesos y bajos niveles
circulantes de colesterol. E! GW 5638 es un acido carboxilico, y como resultado, puede haber baja
penetracion en el SNC. GW 5638 tiene actividad agonista completa para mantener la densidad de
huesos y disminuir e! colesterol en ratas ovariectomizadas pero baja actividad agonista en el
utero. El fArmaco posee acciones antitumorales en cancer de mama transplantados en ratones
atimicos. El compuesto es un antiestrogeno completo en el ensayo de mutante RE FA-2
desarrollado en células HepG2 utilizando el sistema promotor C3. Estas observaciones crean una
nueva clase de antiestrégenos, que pueden ser importantes en el diseilo de futuros farmacos
dirigidos a no tener actividad uterina.

Los compuestos ilustrados de la figura 17 son derivados de tamoxifeno y ambos tienen
potencial para pruebas clinicas. Sin embargo, cualquier farmaco introducido en ia medicina
general hoy debe estar libre de potencial carcinogénico en pruebas de laboratorio. El hecho de
que estos agentes son derivados de tamoxifeno sugiere que hay una alta probabilidad para
producir carcinogénesis en el higado de rata. Es necesario desarrollar un método alternativo para
determinar el potencial carcinogénico de los nuevos farmacos de manera mas rapida.
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ANTIESTROGENOS PUROS PARA EL CANCER DE MAMA

Hay solamente un compuesto que ha pasado a pruebas clinicas el IC1 182,780 (figura 10).
Aun no hay reportes clinicos de RE 58,668 o EM-BOO. E! ICI 182,780 tiene una pobre
biodisponibilidad oral pero es un antiestrogeno efective por inyeccion de depdsito (Wakeling,
1994). No tienen virtualmente efectos de tipo estrogénico y puede ser efectivo inhibiendo el
crecimiento de cancer de mama (Osborne et al.,, 1995). Inhibe el crecimiento de tumores
endometriales y numerosos estudios en el mono no muestran efectos agonistas en el Utero.

El ICI 182,780 se recomienda como terapia endocrina de segunda eleccién cuando falla el
tamoxifeno (Howell et al., 1995, 1996). Los efectos secundarios parecen ser minimos y estudios
mas amplios se estan llevando a cabo en los Estados Unidos. Este grupo de agentes seran
valiosos para el tratamiento del cancer de mama en etapa |V y en la terapia adyuvante para
pacientes de alto riesgo de estadio Il con nodos linfaticos positivos superiores a 10. Sin embargo,
los estudios sobre cambios en la densidad 6sea necesitan ser considerados en etapas tempranas

de la enfermedad.
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8. CONCLUSIONES

Cuarenta afos atrds, Lerner y colaboradores descubrieron el primer antiestrogeno no
esteroidal y Jensen identificod un blanco para la accidon de E,. Este conocimiento abrié numerosas
posibilidades para el desarrolio clinico de nuevos farmacos. El tamoxifeno a dado una mayor
supervivencia a pacientes con cancer de mama con RE positivos. EI farmaco ha sido estudiado
extensamente, y los resultados muestran que los antiestrogenos mantienen la densidad ésea y
previenen enfermedades cardiacas, la mayor inquietud a sido la posibilidad de carcinogénesis
hepatica y el riesgo de cancer de endometrio. La identificacion de! sitio especifico de accién del
tamoxifeno es un paradigma que aun no esta completamente resuelto

El desarrollo de los SERMs ejemplificado por el raloxifeno, a dado como resuttado un éxito
en la prevencién de ia osteoporosis. Este compuesto ha sido evaluado en mas de 11,000 mujeres
postmenopausicas manteniendo la densidad ésea, disminuyendo la incidencia de cancer de
mama de manera significativa sin presentar efectos adversos en el endometrio. El raloxifeno esta
disponible como un preventivo para la osteoporosis en mujeres posmenopausicas.

La clonacién y secuenciacion de los receptores de estrégenos ha permitido el desarrollo de
un ratéon knock out RE que complementa el trabajo pionero de Jensen y describe las
consecuencias de la pérdida de REa. Sin embargo, recientemente se ha iniciado e! estudio del
segundo REP, que seguramente proveera respuestas adicionales a la accion de estrégenos y
antiestrogenos. E! desarrolio de anticuerpos monoclonales de RE{3. la identificacion de sitios
blanco de esta proteina, la creacion de ratones knock out REf} y REaq,p3 identificardn nuevos
blancos terapéuticos para modular las funciones fisiolégicas.

La direccion de la principal investigacion sobre la farmacologia de antiestrogenos es el
descubrimiento del mecanismos de especificidad de sitio blanco para la modulaciéon de la
respuesta estrogénica y antiestrogénica. La descripcion de vias estimulatorias de estrégenos a
través de una via de transduccion de sefal AP-1 REf, no explica completamente la estrogenicidad
de antiestrégenos, es necesario encontrar modelos que expliquen la suma de las consecuencias

farmacolégicas de la transduccion de las sefales a través de los receptores REa y REf.
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