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Resumen

Los estrégenos son hormonas que influencian el crecimiento, diferenciacién y funcion de los
organos del sistema reproductor como la mama, Utero y ovarios, pero que también tienen un efecto
en tejidos no-reproductores como en los sistemas cardiovascular dseo y nervioso. Hasta hace sélo
cinco afos atras se conocia un solo tipo de receptor de estrogeno (RE-a) y se pensaba que este
era capaz de mediar todas las funciones inducidas por el estrégeno, incluyendo el control de la
expresion de ciertos genes. Recientemente, un segundo receptor de estrogeno, (RE b) ha sido
identificado y ademas ha sido demostrada la presencia de receptores estrogénicos en la
membrana celular capaces de mediar los efectos rapidos, “no-gendmicos” del estradiol. Esta
revision resume la estructura y los mecanismos principales de accion de los receptores de
estrégeno y como el entendimiento de la fisiologia de accion de estos receptores a nivel molecular
permite el desarrollo de drogas altamente especificas y con menos efectos secundarios para el
tratamiento de diversas patologias, entre las cuales se encuentran el cancer de mama, la
osteoporosis y la ateroesclerosis.

Introduccion

Los estrégenos cumplen una funcién vital en la fisiologia reproductiva tanto femenina como
masculina estimulando el crecimiento y diferenciacién celular en tejido mamario, Utero, vagina,
ovario, testiculos, epididimo y préstata (1). Asi mismo, los estrégenos se han demostrado de gran
importancia en la fisiologia cardiovascular. Es ampliamente conocido que el riesgo de enfermedad
cardiovascular es menor en mujeres que en hombres antes de la menopausia (2), asi como la
progresion de enfermedad renal es mucho mas rapida en el periodo posmenopausico y en
hombres que en mujeres (3). Después de la menopausia los niveles de estradiol-17b (E,), el
estrégeno que predomina en la circulacion antes de la menopausia, disminuyen al nivel que se
encuentra en los hombres de edad similar y a veces puede ser hasta menor (4). Estudios
epidemiolégicos han demostrado que, en mujeres, esa diferencia en la resistencia del rifién al
progreso de la enfermedad es debida a la presencia de estradiol-17b (3,5). Asi mismo, es de
importancia critica su participacion en el desarrollo del hueso y el mantenimiento de la densidad
Osea y en el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. Los estrégenos son requeridos para
el crecimiento y diferenciacion neuronal y se sabe que estan relacionados a funciones cognitivas y
del estado de animo. Ademas, estudios prospectivos han demostrado que los estrogenos pueden
ser Utiles en la prevencion o retardo en la aparicion de las enfermedades degenerativas del
sistema nervioso como en la enfermedad de Alzheimer (6).

Estructura del Receptor de Estrégeno

El receptor de estrogeno (RE) es una proteina perteneciente a la “stuper familia de receptores
nucleares”, la cual incluye también otros receptores de hormonas esteroideas, el receptor de la
vitamina D, retinoides, hormona tiroidea y algunos receptores huérfanos (7). El receptor de



estrégeno fue identificado hace aproximadamente 40 afios, en 1962 Jensen et al. Describieron la
presencia de sitios de unién de estrogeno en diferentes tejidos de ratas (8). Cuatro afios mas tarde,
Toft y Gorski aislaron por primera vez receptores de estrégeno del utero de ratas (9). Ambos
grupos desarrollaron distintos modelos para explicar como el estradiol lleva a cabo su accién a
nivel del nicleo al unirse a un receptor especifico, el receptor de estrogeno. Desde entonces el RE
ha sido ampliamente estudiado. Hasta hace pocos afios se pensaba que todos los efectos debidos
a estrogenos eran mediados por un solo RE, sin embargo, en 1996 fue descubierto un nuevo
receptor que comparte gran homologia con el RE conocido y se decidi6 denominarlos entonces
RE-b (10) al recientemente descubierto y RE-a al previamente conocido. En consecuencia, esto
incrementd significativamente la complejidad de la fisiologia de los estrégenos, sin mencionar que
existen también receptores localizados en la membrana que median igualmente funciones de estas
hormonas, pero a estos nos referiremos mas adelante.

Ambos receptores poseen funciones diferentes de acuerdo al tejido donde ejercen su accién. En
general, esta revision se referira al RE-a ya que es el mas conocido y estudiado. Funcionalmente,
el RE-a, al igual que el resto de los receptores esteroideos, esta organizado en 6 dominios
denominados por letras de la “A” a la “F". La region A/B est& localizada en el lado amino terminal
(Figura 1) de la proteina y es la region menos conservada entre los distintos receptores nucleares.
Este dominio contiene una funcion de activacion de la transcripcion genética (Activation Function 1
o AF-1) y varios sitios de fosforilacion, que son importantes en el proceso de activacion de la
proteina especialmente en los procesos donde el receptor es activado en ausencia de hormona
(11-13). Adyacente se encuentra la regién de unidn al ADN o dominio C, la mas conservada entre
los diferentes receptores nucleares compuesta por nueve residuos de cisteinas que son
invariablemente conservados entre los diferentes receptores esteroideos, de los cuales, ocho estan
coordinados alrededor de dos iones de zn** para formar dos dedos de zinc que le confieren al
receptor la capacidad de unirse especificamente al ADN. La unidon a una secuencia especifica en
el ADN esta determinada por la composicién de aminoacidos localizada entre estos dos dedos de
zinc, conocida como la caja P (P-box) (14). Entre la region de union al ADN y el dominio E/F, se
encuentra la regién D o region de bisagra, la cual no ha sido bien caracterizada y que participa en
la union a la proteina chaperona de golpe de calor hsp90 (heat shock protein 90), la cual
permanece unida al receptor mientras éste se encuentre en un estado inactivo. Finalmente, en el
extremo carboxiterminal se encuentra la region E/F o dominio de unién al ligando (LBD), donde se
une la hormona (E,). Esta regiobn a pesar que es conservada entre los diferentes receptores
esteroideos es altamente especifica para su hormona, es decir que el receptor de estrégeno une
estrégeno con alta afinidad, pero no otras hormonas esteroideas. Otras funciones de este dominio
incluyen otra funcién de activacion de la transcripcion o AF-2 (Activation Function 2), dimerizacion,
interaccién con otras proteinas co-activadoras o co-represoras de la transcripcion, fosforilacion y
localizacién nuclear.

Efectos “Gendmicos” del Receptor de Estrogeno

La teoria clasica de accion de las hormonas esteroideas establece que el receptor esteroideo, es
activado al unir el ligando, en este caso el estradiol 17-b (E,;), y actia como un factor
transcripcional al unirse al ADN estimulando la transcripcion de ciertos genes, de ahi el nombre de
receptores nucleares, ya que ejercen su accion a nivel del nicleo (7,15). Este modo de accién de
los esteroides ha sido denominado “gendmico” (16) ya que requiere la activacion del receptor al



unir su hormona especifica después de haber atravesado la membrana, la homo o
heterodimerizacion (dos RE-a o un RE-a se heterodimeriza con un RE-b) del complejo hormona-
receptor y el reconocimiento de una secuencia especifica en el ADN o elemento de respuesta a
estrégeno (ERE) (17)(Figura 2). En consecuencia, el proceso de transcripcion es activado al
formarse el complejo de iniciacién de la transcripcidon que incluye diferentes co-activadores, co-
represores y proteinas reguladoras de la transcripcion.

La transcripcion estimulada por el RE es finamente regulada dependiendo del tejido donde ocurre,
este control tan especifico parece depender de la composicion del complejo de iniciacion de la
transcripcion (figura 3) (18). Un grupo de factores transcripcionales basales interactda con el
complejo hormona-receptor para formar un complejo de preiniciacion al cual se le van a unir una
serie de proteinas co-reguladoras llamadas: proteinas de interaccion con receptores o RIPs
(Receptor Interacting Proteins). Estos co-reguladores pueden activar (co-activadoras) o represar
(co-represoras) la transcripcion. Este proceso, donde se induce la sintesis de ARN que resulta en
la produccion final de nuevas proteinas, requiere usualmente de por lo menos 1-2 horas después
de iniciado el tratamiento con la hormona (Figura 4).

Efectos “no Gendémicos” del Receptor de Estrégeno

El modo de acciéon “no-gendmico” del estrégeno y en general de todas las hormonas esteroideas
€s un proceso rapido, que ocurre en unos pocos segundos 0 minutos y no requiere de los procesos
de transcripcion y sintesis de nuevas proteinas, para poder producir su efecto primario, por esta
razon debe ser mediado por un receptor localizado en la membrana. Entre estos efectos rapidos se
encuentran flujos de iones, desencadenamiento de potenciales de accién, descarga de vesiculas
secretoras o activacion de proteinas kinasas asociadas a la membrana, todos estos procesos
ocurren en unos pocos segundos o minutos (Figura 5) (16,19-23).

Este fendmeno de respuesta fisioldgica rapida ante un esteroide fue descrito por primera vez en
1942 cuando el Dr. Hans Seyle observé en pacientes efectos anestésicos casi inmediatos después
de la administracion de progesterona. En 1967 Szego y Davis describieron por primera vez la idea
de que el estrogeno podia inducir efectos rapidos, “no-gendmicos”, al demostrar el aumento en la
produccion de AMP ciclico (cAMP) in vivo, pocos segundos después del tratamiento con estradiol
(24). En 1977 Pietras y Szego demostraron la presencia de sitios especificos de unién a estrégeno
en la superficie de células endometriales y mas tarde lograron purificar receptores de estrégeno de
membranas celulares provenientes de hepatocitos (25-27). Sin embargo, a pesar que estos efectos
rapidos mediados por esteroides fueron descritos hace ya algun tiempo, la mayor atencién en los
ultimos 30 afios ha sido dedicada a estudiar los efectos genémicos mediados por estos receptores,
parte de esto se debe al hecho de no haberse podido aislar hasta el momento y de esta manera
caracterizar tanto estructural como funcionalmente estos receptores de membrana que median los
efectos rapidos debidos a hormonas esteroideas.

Hasta el momento, utilizando diferentes procedimientos se ha demostrado la presencia de
receptores estrogénicos de membrana (REm) en distintos tejidos y lineas celulares. En nuestro
laboratorio y en trabajos previamente publicados, utilizando E,-BSA-FITC (estradiol 17-b acoplado
a albimina y a fluoresceina), un compuesto impermeable, incapaz de penetrar la membrana,
demostramos tincion de una linea celular de adenocarcinoma de mama, MCF-7 (Figura 6) (28,29).



También, utilizando el mismo compuesto se demostro la presencia de REm en células endoteliales
(30) y en células CHO (células de ovario de Hamster) transfectadas con el gen del RE-a 0 RE
nuclear (31), lo que sugirié que el REm podria originarse del mismo gen del receptor nuclear, sin
embargo no se describid en este estudio por medio de cuales mecanismos o modificaciones el
receptor es dirigido hacia la membrana (31).

Efectos no-gendmicos mediados por el Receptor de Estrogeno de Membrana

Utero: la primera demostracion de sitios especificos de unidn a estrogeno fue hecha en células
uterinas aisladas de rata en 1977 (25). Entre las funciones principales del RE de membrana en el
Utero estan la activacion de una o mas cascadas de sefiales que puedan facilitar la absorcion de
compuestos mediada por hormonas y la posibilidad de que la unién de la hormona a la membrana
represente una manera de transportar el E; en vesiculas endociticas hasta el nicleo para que
ejerza su funcién nuclear (32).

Estimulacion en la produccion de corrientes de Calcio y nucle6tidos ciclicos: en células beta
pancreéticas el E, puede estimular el incremento en ca”" intracelular inducido por glucosa y los
niveles de GMP ciclico (cGMP), esto sucede pocos segundos después de estimular con E, y es un
mecanismo que ocurre por asociacion del RE con la guanilato ciclasa (GC) de la membrana
celular. En monocitos, la produccién de una corriente de ca® después de estimular con E,, induce
la produccién de oxido nitrico (NO), ambos eventos ocurren en 40 segundos (33). En células
endoteliales el estr6geno o el compuesto impermeable a la membrana celular E,-BSA (estradiol 17-
b acoplado a albumina) puede estimular la produccién de cGMP y NO y activar ademas kinasas
celulares (34,35). Aumentos en cAMP han sido descritos también en células de cancer de mama,
células uterinas y musculo liso (36,37).

Sistema Cardiovascular: los mecanismos protectivos de los estrégenos en el sistema
cardiovascular son mediados por ambos receptores estrogénicos, tanto el nuclear como el de
membrana (4,21). E, tiene efectos rapidos que ayudan a preservar el flujo coronario, incluyendo la
estimulacion de la 6xido nitrico sintetaza y la consecuente produccion de NO y cGMP. E, ademas
inhibe canales de Ca®* en musculo liso vascular (38), reduciendo de esa manera la accion de
ciertos vasoconstrictores que actian a través de este mecanismo. Todo esto resulta en
vasodilatacion y mejor perfusion del corazon.

Sistema Oseo: la deficiencia de estrogeno esta asociad a una pérdida de hueso significativa.
Existe evidencia “e la presencia de sitios de unién y efectos agudos a estrégeno en osteoblastos y
osteoclastos, entre ellos estan, aumentos de Ca®* intracelular, inositol (1,4,5) trifosfato y
diacilglicerol, cAMP, cGMP, asi como la activacion de la Kinasa de Proteinas Activadora de
Mitogenesis o MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (19,39).

Sistema Nervioso Central: utilizando diferentes modelos de isquemia cerebral tanto in vitro como in
vivo se ha demostrado que el E, es capaz de preservar tanto las neuronas como el endotelio
neurovascular, ademas de limitar la extensién de la lesion y disminuir la mortalidad (40). El uso de
estrégeno después de la menopausia resulta en mejoria de funciones cognitivas y en una
reduccién de la incidencia de enfermedad de Alzheimer . En pacientes con sindrome de Turner
mejora funciones motoras. En las células de pituitaria GH3/B6, es capaz de estimular la secrecién
de prolactina a través de la induccion de potenciales de accion (41). Todos estos procesos antes



mencionados son debidos a efectos r4pidos, mediados por receptores de membrana capaces de
activar cascadas de sefales que si bien producen efectos que pueden ser medidos en pocos
segundos 0 minutos, estos efectos rapidos muchas veces terminan en la activacion de procesos
“gendmicos” y la induccion o inhibicion de la expresién de ciertos genes.

SERMs- Moduladores Selectivos del Receptor de Estrégeno

En el tratamiento de los sintomas asociados con la menopausia se han utilizado medicinas que
contienen estrogenos por mas de 50 afios. Actualmente, es sorprendente que a pesar de los
beneficios que ofrece la terapia hormonal sustitutiva, es relativamente bajo el nimero de mujeres
gue inicia esta terapia y la que la inicia, usualmente no permanece en ella por mas de un afio, esto
es en gran parte debido a que los estrégenos incrementan significativamente el riesgo a desarrollar
cancer de mama y Utero. En consecuencia, nacid la necesidad de crear drogas que conserven la
funcién beneficiosa del estrogeno en los sistemas cardiovascular, nervioso y hueso, pero sin la
funcidn negativa que ejercen sobre la mama y Utero, a estos compuestos se les llamé SERMS
(Selective Estrogen Receptor Modulators) o0 moduladores selectivos de los receptores de estrégeno
. El entendimiento de las bases moleculares del funcionamiento de los receptores esteroideos, en
este caso del receptor de estrégeno, fue lo que permitio el desarrollo de este concepto.
Desafortunadamente no se ha encontrado el SERM ideal, pero algunos estan siendo utilizados
actualmente para el tratamiento de distintas patologias tales como el cancer de mama y la
osteoporosis.

Tamoxifeno: es utlizado actualmente como tratamiento hormonal del cancer de mama, es el
SERM mas conocido y estudiado. Fue descubierto hace 40 afios en un momento en que no se
conocia la posibilidad que algan quimico o droga podia tener una funcidon estrogénica en un tejido y
antiestrogénica en otro, el concepto de SERM no existia ya que las bases moleculares de accion
de los receptores esteroideos o de este tipo de drogas todavia no habian sido definidas.

El tamoxifeno, al igual que la mayoria de los SERMs, ejerce su accidn primariamente al competir
con el estradiol en la unién al RE y alterar su conformacion (Figura 7). In vitro, causa
estancamiento de células de cancer de mama que expresan RE, en la fase G1 del ciclo celular (42)
y disminuye los niveles de la ciclina D1 (43). También, disminuye la expresion del factor de
crecimiento tumoral alfa (TGF-a) y aumenta la expresion de TGF-bl y TGF-b2 (44). En la linea
celular de cancer de mama MCF-7, el tamoxifeno inhibe la fosforilacién del receptor de crecimiento
del factor semejante a la insulina (Insuline-like growth factor receptor) IGF-I (45), pero en una linea
celular endometrial (Ishikawa) produce el efecto contrario, es decir, induce la fosforilacion del
receptor, actuando de manera similar al estrégeno (46). In vivo, inhibe el crecimiento de tumores de
células MCF-7 implantados en ratones y previene el desarrollo de tumores mamarios en los
modelos de ratones NMU y DMBA (47,48). Similar al estradiol, en el Utero, estimula la sintesis de
IGF-1y del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (49,50).

El uso clinico del tamoxifeno ha demostrado ser efectivo en el tratamiento de tumores de mama
gue expresan RE (aproximadamente el 60-70% de los tumores al momento del diagndstico) y si es
tomada durante 5 afios consecutivos previene la aparicion de recurrencia del cancer en un 42%
(51). Ademas esta droga fue aprobada recientemente para la prevencién primaria de la apariciéon
de céncer de mama. Estudios clinicos demostraron que 20 mg de tamoxifen diarios reducen en un
49% a 55% la incidencia de cancer de mama.



Entre los efectos secundarios del tamoxifeno al que mas importancia se le ha dado es el aumento
en la incidencia de cancer endometrial, debido al efecto agonista, tipo estrogeno que tiene el
tamoxifeno en el utero (52). Otros efectos son los “calorones”, pélipos endometriales, quistes,
procesos tromboembdlicos, etc. A pesar de los efectos secundarios de esta droga, entre ellos el
mas importante ha sido el del riesgo a desarrollar cancer de (tero, la Agencia Internacional de
Investigacion en Cancer (perteneciente a la OMS) recomendd que las mujeres recibiendo
tamoxifeno no deben parar su tratamiento por este efecto secundario, ya que los beneficios en la
sobrevida que esta droga ofrece son mucho mayores al riesgo a desarrollar cancer de endometrio.
Por esta razon, esta droga ha sido utilizada exitosamente por mas de 20 afios en el tratamiento del
cancer de mama, y aunque ha existido la preocupacion de disefiar otras drogas mucho mas
selectivas sin estos efectos negativos, hasta el momento no se ha aprobado ninguna que pueda
sustituirla.

Raloxifeno: esta droga comenzé a ser estudiada cuando se descubrieron los efectos no deseados
del tamoxifeno, surgié la necesidad de utilizar otros moduladores selectivos que no tuvieran estos
efectos negativos. El raloxifeno fue aprobado hace unos pocos afios para el tratamiento de la
osteoporosis por el efecto que ejerce en el mantenimiento de la densidad ésea en mujeres
posmenopausicas. Esta droga tiene efecto en la mama antiestrogénico también, pero sin el efecto
estrogénico sobre el Utero. Asi como el tamoxifeno, disminuye la sintesis de LDL, sin afectar la de
HDL y no tiene efectos negativos sobre la memoria.

Entre otros SERMs que se encuentran en proceso de estudio tanto a nivel molecular como a nivel
clinico estan el Toremifeno, Droloxifeno, Idoxifeno, Droloxifeno, ICI 182,780, LY353381, GW5638,
etc. En algunos afios nos encontraremos con la dificil tarea de comparar todos estos compuestos
para determinar cuales son mas especificos y con menos efectos secundarios de acuerdo a la
patologia a tratar.

Conclusiones

Los estrégenos juegan un rol central en la fisiologia del organismo. El modelo clasico o “genémico”
de accioén del RE sugiere que el receptor al unir la hormona es capaz de activar la transcripcion de
genes que participan en el control del crecimiento y proliferacion celular. Dos receptores de
estrégeno que cumplen esta funcion han sido identificados, el RE-a y el RE-b, en conjunto con una
serie de proteinas activadoras y represoras. Ademas, efectos rpidos mediados por esteroides,
que estimulan sefiales intracelulares han sido descritos. Estos efectos “no gendmicos” son
mediados por receptores de membrana, sin embargo la identidad de estos receptores no ha sido
descrita aun. La existencia de los receptores tanto nucleares como de membrana al mismo tiempo,
es comun en diversos tipos celulares y muy probablemente estas dos vias de sefializacion
convergen para ejercer el control de distintos procesos celulares. El entendimiento de la fisiologia
tan compleja del RE a nivel molecular y el rol que cumple en distintas patologias lo hace una
herramienta farmacolégica invaluable. Esto ha hecho que las opciones terapéuticas que repercuten
en la obtencion de mejor salud para la mujer hayan evolucionado draméticamente en los ultimos
30 afos. El conocimiento detallado del RE desde el punto de vista de su estructura, subtipos,
distribucion e interaccion con otras proteinas que determinan su funcion va a permitir el desarrollo
de nuevos SERMs que puedan tener el efecto deseado en un tejido determinado y con muy pocos
0 ningun efecto secundario. Algun dia, en un futuro no muy lejano, muy probablemente la paciente



y su médico tendran a su alcance la posibilidad de elegir cual es el compuesto mas adecuado para
tratar y/o prevenir una o varias patologias sin tener que sufrir las consecuencias o riesgos de
efectos no deseados.
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Figura 1
Dominios Funcionales del Receptor de Estrogeno. Organizacion del receptor de estrégeno en
dominios funcionales al igual que el resto de los receptores esteroideos.
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Figura 2

Homodimero del Receptor de Estrégeno en unién al ADN. Al unir |2 hermona el RE es
activado y se dimeriza antes de unirse al ADN en la regidn especifica o

ERE (Elemento de Respuesta a Estrégeno)
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Figura 3

Complejo de Iniciacidn de la Transcripeidn. RE dimerizado se une a las proteinas coactivadoras

RC-1y CBP-p300 para formar junto con otras proteinas el ccomplejo de iniciacidn de la
rranscripcidn gue da paso a la sintesis de ARN.
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Figura 4

Efectos "Gendmicos” del Receptor de Estrdgeno. Activacién dal RE-a o RE-b al unir
&l ligando estradiol-17b (E2), fosforilacidn, unién al ERE y activacion de la
ranscripcidn con la consecuente estimulacion de la sintesis de genes que

promuavan la supendvencia celular



Figura 5.
Efectos "Mo Genomicos” del Receplor de Esfidgeno de Membrana. El estradiol

17-b(E2) 32 une a receplores de membrana (REm) v acliva diferentes cascadas
de sefales que pueden directa o por comunicacion cruzada estimular la activacian
de mecanismos genomicos. Enfre los efecto s mediados por el receptor de
membrana estan la aclivacion de canales de Ca2+ proteinas G, interaccidon con
recepitores de peplidos (RP), aclivacion de kinasas, efc.

Figura &

Tincién del Receptor de Esfrdgeno de Membrana ufilizando E2-BSAFITC en Células MCF-7

de cancer de mama. Células MCF -7, culfivadas en ausencia de estrdgeno, fueron incubadas, sin
fijacian previa, en presencia de un compuesto incapaz de penefrar la membrana, E2BSA-FITC
Lilizando microscopia de fluorescencia se observa un halo fluore scente alrededor de las células.
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Figura 7
I'u'le:;anis_.r_nn de accion del Tamoxifeno. La unidn del estradiol 174 (E2) al RE causa

la aclivacion del receptory la consecuents induccidn de la franscripcion. Usualmen te
los SERM 35, en este caso el tamoxifeno (Tameox ), actian compifiendo conelE2 e
induciendo un cambio conformacional en el receptor que, dependiendo del tejido,
hace que el receptor actie como un agonista o antagonista esfrogénico.



