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1. MOTIVACION DE LA TESIS.



Motivacion de la tesis

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en la mujer en los
paises desarrollados. En Espafia en 1997, ultimo afio del que se dispone de datos
publicados por el Instituto Nacional de Estadistica, hubo 71.253 defunciones en mujeres
por dicha causa suponiendo un 43.5 % de todas las muertes en el sexo femenino,
basicamente debido a las enfermedades arteriosclerdticas, o sea, la enfermedad
cerebrovascular (22.309 casos) y la cardiopatia isquémica (16.631 casos), que constituian
el 23.7 % del total de muertes (Boix R, 2001). Asimismo la morbilidad hospitalaria
debido a enfermedades del aparato circulatorio también es elevada siendo de 881 por
100.000 mujeres (Instituto Nacional de Estadistica, 1996).

La mortalidad de causa cardiovascular ha ido descendiendo paulatinamente en los Gltimos
20 anos probablemente reflejando una mejor atencion médica. Por el contrario la
morbilidad ha aumentado debido tanto a un aumento de la supervivencia como por una
mayor prevalencia de la enfermedad cardiovascular causada por un envejecimiento
paulatino de la poblacion (Brotons, 1998). Debido a esta alta tasa de morbimortalidad de
la enfermedad cardiovascular cualquier intento con resultados positivos de prevencion
primaria o secundaria frente a esta patologia tendra un impacto sociosanitario de grandes
dimensiones, por lo que las lineas de investigacion son abundantes.

La aterosclerosis no es una enfermedad como tal sino el principal proceso que contribuye
a la patogenia de los infartos cerebrales y de miocardio, asi como a la gangrena y pérdida
de extremidades cuando afecta a la circulacion periférica (Ross, 1995). El aumento de
incidencia de la aterosclerosis en las mujeres y por lo tanto de las enfermedades
cardiovasculares se ha relacionado con el cese de la funcion ovarica (Castelli, 1984;

1988), si bien este hecho no es aceptado unanimemente (Tunstall-Pedoe, 1998).



Motivacion de la tesis

Nosotros los ginecologos tenemos relacion con la patologia cardiovascular a partir de

la menopausia y su tratamiento hormonal, al ser éste capaz de contrarrestar los efectos
del hipoestrogenismo que se produce en las mujeres tras el cese de la funcion
reproductiva. Este tratamiento puede convertirse en un tratamiento global de las
mujeres menopausicas para la mejoria de su calidad de vida inicialmente, y mas a
largo plazo para la mejora de las funciones cardiovasculares entre otros efectos.
Recientemente se han incorporado ademas al tratamiento hormonal sustitutivo nuevos
farmacos de los cuales disponemos todavia de poca informacion respecto a la patologia
cardiovascular.

La enfermedad cardiovascular evoluciona en largos periodos de tiempo y esto hace que
su estudio en humanos sea complejo, requiriendo ademas muchos afios de seguimiento de
un gran numero de pacientes para llegar a conclusiones poco fidedignas en ocasiones, con
lo que los resultados clinicos epidemioldgicos no han aportado hasta el momento
suficientes evidencias a favor o en contra del tratamiento hormonal sustitutivo sobre esta
patologia. Esto ha hecho desarrollar modelos animales experimentales con el objeto de
estudiar en plazos mas cortos de tiempo y de forma mas homogénea su fisiopatologia.

Por esta razon nuestro proyecto estara centrado en valorar como el tratamiento hormonal
sustitutivo es capaz de contrarrestar una aterosclerosis inducida en el animal de
experimentacion, lo cual nos permitird abordar esta patologia desde el punto de vista
experimental aportando mas datos de este tratamiento en la prevencion de la patologia
cardiovascular en la mujer postmenopausica. Asimismo los nuevos tratamientos
hormonales recientemente incorporados seran valorados y comparados con el tratamiento

estrogénico habitual.
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Motivacion de la tesis

En definitiva con este trabajo de experimentacion animal esperamos aportar un mayor
conocimiento sobre los mecanismos por los cuales el tratamiento hormonal sustitutivo
participa en la disminucion de la morbimortalidad cardiovascular en las mujeres

postmenopausicas.
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2. INTRODUCCION. PERSPECTIVAS ACTUALES
DE LA MENOPAUSIA Y LA ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR.



Introduccion

2.1.ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y ATEROSCLEROSIS.

La enfermedad cardiovascular sigue siendo la principal causa de muerte en los paises
occidentales, Europa y Estados Unidos, y parte de Asia (Breslow JL, 1997,
Braunwald E, 1997) y la aterosclerosis es la principal causa de infartos de miocardio
y cerebrales, siendo responsable de la mayoria de estas muertes (Ross R, 1986; 1993;
1995; 1999), debido a que afecta basicamente a arterias de medio y gran calibre

provocando isquemia en estos organos. (Figura 1)

TASAS DE MORTALIDAD EN MUJERES
(CARDIOVASCULAR Y CANCER)

6500
Coronariopatia
Ictus
Cancer de mama
Cancer de colon
Cancer de endometrio

(D T T T T T
45-49 50-54 55-59 60-64 65-69 70-74 75-79 80-84 85+

Edad

National Center for Health Statistics. Vital Statistics of the United States, 1992. Vol. lI-Mortality, Part A.
SEER Cancer Statistics Review 1973-1993. Miller et al, eds. National Cancer Institute, 1997.

Figura 1. Se observan las grandes diferencias existentes en nimero de casos

entre la mortalidad por enfermedad cardiovascular y las muertes por cancer.

Las lesiones de aterosclerosis representan una serie de respuestas celulares y

moleculares a determinadas noxas que en conjunto se comportan como una reaccion
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inflamatoria crénica (Ross R, 1986; 1993; 1995; 1999). Este proceso inflamatorio
crénico , de origen multifactorial y de lenta evolucion, viene definido por un
elemento histopatologico sustancial que es la placa de ateroma (Millan J, 2000). De
hecho la lesion mas inicial de todas, la estria grasa, comun en menores de 30 afios, es
una lesion inflamatoria pura constituida solo por linfocitos T y macréfagos (Stary
HC, 1994).

La disfuncion endotelial seria el primer paso hacia la respuesta inflamatoria que en
caso de ser excesiva nos llevaria a las lesiones avanzadas con sus complicaciones.
Las causas de esta disfuncion endotelial serian la hipercolesterolemia, basicamente la
LDL y la Lp(a), la hipertension arterial, los radicales libres causados por el tabaco, la
obesidad central, la diabetes mellitus, los bajos niveles plasmaticos de HDL,
alteraciones genéticas, niveles elevados de homocisteina, e incluso microorganismos
como la Clamidia pneumoniae o el Herpes virus, aunque esto ultimo no se ha podido
demostrar como causa directa. Asimismo la edad, los antecedentes familiares, el sexo
masculino y la menopausia también serian factores de riesgo.

El primer paso hacia la placa ateromatosa ocurre a nivel del endotelio, con un
aumento de la permeabilidad del mismo a las lipoproteinas y otros constituyentes
plasmaticos, con migracidén de leucocitos hacia la pared arterial. Esto dard paso a la
formacion de las células espumosas, macrofagos rellenos de lipidos, que junto a
linfocitos T formaran la estria grasa. Posteriormente las células musculares lisas
también migrardn hacia el endotelio y proliferaran, progresando a lesiones
intermedias y avanzadas. Se formarad una capa fibrosa externa por dentro de la cual
quedaran los elementos celulares asi como una zona necrdtica en las lesiones de

mayor tamano, resultado de la apoptosis celular y de la acumulacion de lipidos. La
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rotura de esta capa fibrosa dard lugar a las complicaciones con aparicion de
hemorragias y trombosis subsiguientes, con oclusion de las arterias e infartos de los
territorios irrigados. (Figura 2)

Por lo tanto lo que empez6 siendo una respuesta inflamatoria protectora en forma de
fibroproliferacion acaba siendo excesiva y este exceso es el que produce las lesiones

de ateromatosis (Ross, 1995) y sus consecuencias.

— M-ecanismos—de-Aterogénesis—

MONOCITO
PLASMA LDL Cél. endotelial

PG/LDL

75 s

S

S

g Cél. musculares
(s

lisas

Davies MJ, Br J Cardiol 1997

Figura 2. Se observan integrados todos los pasos hacia la produccion de la placa

de ateroma.
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A partir de aqui podemos establecer la clasificacion histoldgica de los distintos

estadios de la aterosclerosis (Stary 1994, 1995):

1. Lesiones precoces:

- Tipo I: es la lesiébn mas inicial, hallada ya en nifios, y consiste tan sélo en
microscopicos depositos grasos en la intima del vaso formando las células
espumosas, de forma aislada. Estos cambios también son los hallados
inicialmente en los animales de experimentacidon, bien sean ratas, conejos o
monos.

- Tipo II: llamada estria grasa y en ocasiones ya visible a simple vista como una
lesion amarillenta en la superficie de las arterias, que se tifie con facilidad con
Sudan IV, y que engrosa la intima aunque menos de 1 mm. Aqui encontramos
células espumosas en mayor cantidad dispuestas en hileras, y acompafiadas ya
por células musculares lisas también rellenas de lipidos, y linfocitos T en menor
medida. Asimismo existen también depositos lipidicos extracelulares aunque s6lo
visibles con microscopio electronico. El 99% de los nifos entre 2 y 15 afios
tienen estas lesiones a nivel adrtico. La mayoria de estas lesiones se encuentran
situadas en los ostiums de salida de las distintas colaterales de la aorta. El ser una
lesion visible a simple vista en la mayoria de los casos, ha hecho de ella la mas

estudiada en animales de experimentacion. (Figura 3)
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Figura 3. Corte histologico de una arteria coronaria de una lesiéon tipo II. Las células
espumosas se hallan por debajo de la capa de proteoglicanos de la intima. Los lipidos
que contienen las células musculares lisas no se ven a este aumento. A (adventicia). M

(media). pgc (proteoglicanos). fc (foam cell, célula espumosa). Aumento X 110.
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- Tipo III: es la lesion intermedia o preateroma, caracterizada sobretodo por un
mayor depdsito de lipidos extracelulares visibles con microscopio convencional y
que interrumpen la disposicion ordenada de las células espumosas y desplazan las
células musculares lisas de la intima. Aun no existe pero un acimulo masivo y
bien delimitado de lipidos , nucleo lipidico, propio de la lesion avanzada, tipo IV
o ateroma. La unién de los distintos acumulos lipidicos de la lesion III dard lugar

al nucleo lipidico .

2. Lesiones avanzadas: a partir de aqui las lesiones son potencialmente capaces de

dar sintomatologia y existe una desorganizacion estructural:

- Tipo IV: es llamada ateroma propiamente dicho y aparece a partir de la tercera
década de la vida. La luz arterial puede empezar a disminuir. Existe un ntcleo
lipidico constituido por una acumulacion bien delimitada de lipidos
extracelulares a nivel de la intima, causando una desorganizacion y un
engrosamiento inicialmente excéntrico de la misma. Las células musculares lisas
son desplazadas por este acimulo lipidico y entre este nucleo y las células
endoteliales existe la capa de proteoglicanos de la intima infiltrada por
macrofagos, linfocitos, y alguna célula muscular lisa. Cuando esta zona empieza
a ser ocupada por tejido fibroso, basicamente coldgeno, pasaremos a la lesion
tipo V. La lesion tipo IV serd susceptible de fisurarse y trombosarse por sus
zonas mas débiles (dando lugar a la lesion tipo VI) ,tanto en su superficie como
en la periferia donde existe también un acumulo de macréfagos, con poco
colageno. Existen ademads las primeras células espumosas y musculares lisas en

apoptosis, y algunos capilares empiezan a rodear al nucleo lipidico. (Figura 4)
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Figura 4. Corte histologico de una arteria coronaria con una lesion tipo IV. El
core corresponde al nicleo de depdsitos lipidicos extracelulares. A (adventicia).
M (media). e (endotelio). pge (proteoglicanos). fc (foam cell, célula espumosa).

Las flechas sefialan macrofagos. Aumento X 220.

- Tipo V: o fibroateroma. Llamada también Va. En ella encontramos una capa
fibrosa bien conformada que cubre el nucleo lipidico, compuesta basicamente
por colageno sintetizado por las células musculares lisas como respuesta a la
desorganizacion de la intima, y que reemplaza a la matriz de proteoglicanos . Se
produce a partir de la cuarta década de la vida habitualmente. Esta lesion es
susceptible de fisurarse y trombosarse y ademds presenta una estenosis de la luz
arterial en mas o menos grado. El nucleo lipidico seguird rodeandose de capilares
favoreciendo las microhemorragias. A nivel de la media también se producen

cambios con una disminucion de las células musculares lisas y un aumento de los
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macrofagos y linfocitos, y los depositos lipidicos, lo que puede debilitar la pared

arterial y facilitar la aparicion de aneurismas.

Tipo VI: son las lesiones complicadas por evolucion de los tipos IV y V
habitualmente, con fisuras (VIa), hemorragias (VIb), y trombosis (VIc). La
morbimortalidad producida por la aterosclerosis es basicamente debida a estas
lesiones. Las lesiones tipo IV y V son las mas susceptibles a accidentarse debido
al predominio en ellas de células espumosas, que las hacen mas susceptibles de
lesionarse, sobretodo a nivel de los margenes. Las distintas lesiones y
reparaciones (regresando al tipo V) que se iran produciendo con el tiempo
provocaran una estenosis cada vez mayor de la luz arterial. Aunque las trombosis
en general se veran favorecidas por la disrupcion de las placas, en otros casos se
producirdn sin roturas previas favorecidas por factores predisponentes de cada
individuo como un aumento del fibrinégeno, o niveles altos de la Lp(a) que

inhibiria la fibrinolisis.

Tipo VII: se produce cuando encontramos calcificacion del nucleo lipidico o de

otras partes de la lesion, predominando sobre el acumulo lipidico. Llamada

también tipo Vb.

Tipo VIII: existe un predominio del tejido fibroso sobre el acumulo lipidico, por

aumento del primero y resorcion del segundo. Llamada también tipo Vc.
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Estos 2 ultimos tipos pueden representar la fase final de la evolucidon de las lesiones
histopatologicas de la aterosclerosis, reemplazando los depositos lipidicos y las
cé¢lulas muertas por colageno o calcio o ambos. Estas lesiones también pueden
reproducirse experimentalmente en animales cuando disminuimos bruscamente el

aporte de colesterol.

La posibilidad de regresion de estas lesiones ha sido estudiada en experimentacion
animal y se ha visto que cuando los factores de riesgo son reducidos, las lesiones tipo
I, II, y III pueden regresar completamente, la tipo IV de forma substancial, y los tipos

V y VI pueden pasar a tipos VII y VIII (Stary, 1996).

Papel de los distintos elementos celulares en la placa de ateroma:

1. Endotelio:

Las células endoteliales tienen numerosas funciones ademas de actuar como barrera
de los vasos sanguineos (Ross R, 1995). Aportan una superficie no adherente para los
leucocitos y plaquetas, actian de barrera permeable a nutrientes, mantienen el tono
vascular mediante la liberacion de moléculas vasodilatadoras como el 6xido nitrico y
las prostaciclinas, y sustancias vasoconstrictoras como la endotelina y la angiotensina
II. También secretan factores reguladores del crecimiento como las citoquinas, y
factores procoagulantes y anticoagulantes, asi como colaboran en la formacién del
tejido conectivo subyacente y la membrana basal. Finalmente son capaces de oxidar
o modificar las lipoproteinas y otras moléculas y trasportarlas al interior de la pared
arterial, que a su vez provocaran la secrecion de factores quimiotacticos y factores

de crecimiento para macréfagos y células musculares lisas. Si los factores reoldgicos
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actuan de forma perenne sobre el endotelio finalmente éste perdera su capacidad de
reparacion quedando zonas que perderan su normal funcionamiento. Estas zonas
permitiran que los leucocitos se adhieran mas a la pared vascular iniciandose asi el

ciclo de la inflamacion.

2. Monocitos y macrofagos:

Los macrofagos son el principal mediador de la migracion y proliferacion celular en
las lesiones de aterosclerosis (Ross R, 1986). Ademas son la principal fuente de
células espumosas ya que fagocitan los lipidos y las LDL oxidadas a través de un
receptor de membrana. Asimismo ellos pueden oxidar a su vez las LDL
(Parthasarathy S, 1986), siendo esta forma de las LDL inductora de la aterogénesis.
La replicacion celular y proliferacion de estas células seran muy importante para la
progresion de las lesiones. También son capaces de secretar incontables factores de
crecimiento, factores inhibidores del crecimiento y factores quimiotacticos, lo que
los hace los principales elementos celulares de la respuesta inflamatoria. Controlar
este componente seria esencial para modificar el proceso de la aterogénesis. (Figura

S)
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Figura 5. Foto de microscopia electronica de una arteria coronaria mostrando
dos células espumosas rellenas de vacuolas lipidicas. Corresponderia a una
lesion tipo 1. pge (proteoglicanos). FC (foam cell, célula espumosa). Aumento X

8200.

3. Células musculares lisas:

Las células musculares lisas localizadas en la capa media de la pared arterial
constituyen el grueso de la misma estando encargadas de mantener el tono vascular.
Con el paso de los afios éstas van migrando hacia la intima, que se encuentra situada

entre el endotelio y la lamina elastica interna y que es practicamente un espacio
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virtual al nacer, ocupando dicho espacio que poco a poco va engrosando. En estas
zonas es donde la placa de ateroma tendra mas tendencia a crecer. Varios estimulos
determinardn una mayor o menor migracion de estas células, como factores
quimiotacticos y mitogénicos secretados por el endotelio y los macrofagos
adyacentes. Asimismo estas células seran capaces de secretar otros factores de
crecimiento como IGF-I, TGF-beta, factor estimulador de colonias monociticas (M-

CSF)....

4. Linfocitos T:

Los linfocitos T se han observado en las placas de ateroma lo que hace pensar que
también deben formar parte de la respuesta inflamatoria producida (Hansson GK,
1989). Se han observado tanto CD4 como CD8, aunque todavia queda mucho por

dilucidar en cuanto a este tipo celular en la placa de ateroma.

5. Plaquetas:

En todas las fases de la enfermedad se han encontrado pequenos trombos a nivel de
las lesiones, sobretodo en las bifurcaciones arteriales (Davies MJ, 1988). En lesiones
mas avanzadas se observan ya los trombos masivos en caso de lesion endotelial, o
ruptura de la placa de ateroma. Ademas después de un infarto parecen participar en la
progresion de la lesion (Fuster V, 1990). Por lo tanto parece que las plaquetas juegan

un papel permanente en las placas de ateroma que todavia esta por dilucidar.

Las interacciones entre todas estas células son las que van a determinar que las

lesiones progresen, regresen, o se mantengan (Ross R, 1986).
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2.2. MENOPAUSIA Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR.

La menopausia como tal es la ultima menstruacion espontanea como consecuencia de
la pérdida de la funcion ovérica, y el climaterio es el periodo que comprende el paso
de la época reproductiva a la no reproductiva. Pese a estas definiciones el término
menopausia se emplea habitualmente indistintamente del de climaterio y nosotros
nos referiremos a la menopausia como el periodo posterior a la pérdida de la funcién
ovarica. La edad de la menopausia se sitia alrededor de los 51 afios y se ha
mantenido invariable a lo largo de las décadas siendo sélo afectada por el hecho de
ser fumadora que la adelanta en 1-2 afios (McKinley 1985). La pérdida de la funcion
ovarica esta asociada con la pérdida de la ovulacion y la produccion de estrogenos y
androgenos, con los sintomas y signos propios de esta época de la vida. Asi nos
encontramos con dos grandes grupos de sintomas : a corto plazo y a largo plazo.

Los sintomas a corto plazo vienen representados por los sangrados irregulares que se
van a producir durante este periodo debido a ciclos anovulatorios basicamente hasta
finalizar en la amenorrea definitiva. También aparecerdn las clésicas sofocaciones, y
la atrofia urogenital que favorecera las infecciones y laceraciones, y al mismo tiempo
dificultara las relaciones sexuales. Debido a todo esto nos encontraremos en
ocasiones con pacientes afectas de cambios de animo, depresiones, y se ha
relacionado incluso con pérdida de las funciones intelectuales.

En los efectos a largo plazo hallamos 2 problemas basicos. El primero de ellos es la
osteoporosis y el segundo las enfermedades cardiovasculares motivo de esta tesis. La

osteoporosis es la pérdida de masa 6sea lo que conllevaré a la larga un mayor riesgo
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de fracturas Oseas, basicamente vertebrales y de cadera las cuales tienen una
importante morbimortalidad en pacientes ancianas.

La menopausia parece aumentar los factores de riesgo de patologia cardiovascular y
la prevalencia en las mujeres de la aterosclerosis. Por lo tanto, el cese de la funcion
ovarica se ha relacionado histéricamente con un incremento de las enfermedades
cardiovasculares. Sin embargo, en la actualidad existe controversia sobre este hecho.
Los estudios descriptivos realizados hasta la fecha presentan dudas metodologicas
que hacen pensar que este incremento observado esté mas en relacion con la edad
que con la menopausia en si (Duenas JL, 1998).

El cléasico estudio de Framingham mostr6 hace ya mas de 20 afios que la menopausia
aumentaba en las mujeres el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares
(Shurtleff, 1974; Gordon, 1978). La ooforectomia bilateral durante la edad
reproductiva y en la premenopausia duplicaba el riesgo de enfermedad
cardiovascular y las mujeres postmenopdusicas tenian un riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares mas alto que aquellas de idéntica edad y que sin
embargo aun conservaban el ciclo (Castelli, 1984; 1988). En este mismo estudio tan
solo 6 de 1600 mujeres premenopausicas morian de enfermedad coronaria. Y una vez
llegadas a la menopausia las tasas de infarto de miocardio rapidamente se acercaban
a las de los hombres.

Por el contrario otro estudio ya clasico también, el de las enfermeras americanas
(Colditz GA, 1987), nos venia a decir que s6lo la menopausia quirirgica aumentaba
este riesgo y no asi la menopausia espontanea. Esto podria venir explicado por el
cese brusco de la produccion hormonal en la menopausia quirtrgica, mientras en la

menopausia espontdnea quedaria un remanente de estrogenos que seria suficiente
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para mantener el mismo riesgo cardiovascular so6lo dependiente de la edad y no de la
menopausia en si.

Recientemente una revision del tema nos aporta mas datos a favor de que la
menopausia por si misma no incrementa el riesgo cardiovascular (Barrett- Connor E,
1997), sino que la patologia vascular va aumentando su incidencia con el paso de los
aflos sin cambios abruptos en la época de la menopausia.

Y ya un ultimo articulo de 1998 hace una critica feroz del mito de la menopausia y el
incremento de riesgo cardiovascular aduciendo incluso intereses comerciales que
promueven este mito y que buscan explicaciones a este supuesto aumento del riesgo
cardiovascular cuando en realidad es mucho mas facil demostrar que este incremento
no es real (Tunstall-Pedoe, 1998). Concluye este mismo autor, pero, aduciendo a la
paradoja existente al encontrar una disminucién de la mortalidad cardiovascular con
el uso de la terapia de reemplazo hormonal sustitutiva en los estudios
epidemioldgicos realizados (Grodstein F, 1996), de dificil explicacion segun €l ya
que deberiamos encontrar una mayor incidencia de patologia cardiovascular en las no
tratadas si esta considerable disminucion del riesgo cardiovascular en las usuarias de
THS fuera cierta.

Debido a estos hechos que parecen refutar el incremento del riesgo de patologia
cardiovascular con la menopausia iremos ahora desglosando los distintos factores de

riesgo de esta patologia y viendo como los afecta la menopausia.
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Factores de riesgo de patologia cardiovascular:

1.

La hipercolesterolemia aumenta el riesgo cardiovascular. Parece claro
actualmente que a mayores niveles de colesterol mayor serd la incidencia de
coronariopatia. Por cada 1% de aumento del colesterol total se observard un
aumento del 2% en la incidencia de coronariopatia (Lipid Research Clinics
Program, 1984).

Esta hipercolesterolemia actuard bdésicamente a través de las LDL oxidadas
(Navab M, 1996), las cuales son nocivas para el endotelio y las células
musculares lisas subyacentes. La pérdida de funcidon ovarica nos dard este
aumento del colesterol a expensas basicamente de un aumento de las LDL
(Castelo-Branco, 1993). La internalizacion de las LDL por los macrofagos
llevara a cabo la formacion de lipido-perdxidos facilitando la acumulacion de
ésteres de colesterol y la formacion de células espumosas. Esto inicialmente sera
un mecanismo protector de los macréfagos en la respuesta inflamatoria frente a
las LDL oxidadas que acabara desencadenando los procesos citados en la génesis
de la placa de ateroma. A su vez pero las LDL son quimiotacticas para otros
monocitos (Quinn MT, 1987) con lo cual se entrard en un circulo vicioso
expandiendo la lesion inflamatoria.

Existe ademas una correlacion negativa entre los niveles de HDL y la
enfermedad cardiovascular. Estas particulas ejercen un papel importante en el
transporte del colesterol desde los tejidos y las arterias hasta el higado para su
excrecion posterior a la via biliar con lo cual contribuirian a disminuir los niveles

de colesterol.
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Durante la menopausia se observa como la relacion LDL/HDL aumenta lo cual
incrementa este riesgo cardiovascular. Esto es debido a que después de la
menopausia cesa la estimulacion de la sintesis a nivel hepatico de los receptores
de las LDL con lo cual éstas aumentan su presencia en el plasma al no ser
depuradas por el higado. Pero ademas la lipasa hepatica encargada de eliminar las
HDL deja de estar inhibida por los estrogenos con lo cual aumenta el catabolismo
de las mismas disminuyendo sus niveles. A su vez la apoproteina A; necesaria
para la sintesis de HDL también vera disminuida su produccion al dejar de estar
estimulada por los estrogenos. Todo esto hace que se produzca un aumento claro
de la relacion LDL/HDL.

Deberiamos incluir aqui también la Lp(a), particula lipoproteica muy similar a la
LDL que contiene una glicoproteina especifica , la apo(a), que se halla unida a
otra apolipoproteina Bjoo mediante puentes disulfuro. A pesar de su similar
estructura a la LDL los niveles plasmaticos de una no se corresponden con los de
la otra. Sus funciones ain no estan definidas del todo aunque participa en el
transporte del colesterol y debido también a una estructura similar al
plasmindgeno intervendria en la fibrinolisis. Asi una misma molécula
relacionaria dos de los pilares de la patologia coronaria: la ateromatosis y la
trombosis (Castelo-Branco C, 1996) siendo considerada como un factor de riesgo
independiente de patologia cardiovascular (Scanu, 1991; Danesh J, 2000). Esta
lipoproteina ademés podria actuar directamente sobre las células endoteliales,
macrofagos y células musculares lisas (Grainger, 1993). Diversos estudios

epidemioldgicos han mostrado como aumenta con la menopausia (Kim, 1996),
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siendo otro factor de riesgo afiadido incluso de mayor importancia que en
hombres.

Todas estas modificaciones vendrian ademas determinadas por la alteracion a
nivel hepatico de la sintesis de las apoproteinas debido al déficit estrogénico que

alteraria la expresion genética de su sintesis a este nivel.

La hipertrigliceridemia también aumenta el riesgo cardiovascular, siendo un
factor de riesgo independiente en mujeres (Castelli, 1986 ; Bass, 1993). La
hipertrigliceridemia aumenta la resistencia a la insulina y la producciéon de LDL
con lo que aumenta el riesgo aterosclerdtico. Los estrogenos favorecen la
eliminacion postprandial de los triglicéridos (Tollin, 1985) lo cual significa que
una vez instaurada la menopausia estos verian incrementados sus niveles

plasmaticos por falta de eliminacion.

La hipertension arterial. La mayoria de pacientes con hipertension arterial
presentan niveles elevados de angiotensina II la cual es un potente
vasoconstrictor , pero que ademas es capaz de estimular el crecimiento de las
células musculares lisas (Chobanian AV, 1996), asi como la oxidacion de las
LDL lo que en conjunto favorece la aparicion de aterosclerosis. La menopausia
de todas formas no parece afectar la tension arterial por si misma sino tan sélo
por el aumento de edad que comporta habitualmente (Tikkanen MJ, 1993).

La diabetes mellitus y resistencia a la insulina: la insulina en si misma no es una
sustancia aterdégena , pero la resistencia a la misma y su aumento constituyen un

factor de riesgo independiente de patologia cardiovascular, ya que ello
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predispone a un aumento de triglicéridos plasmaticos, con un aumento de LDL y
una disminucién de HDL, hipertension arterial, hiperuricemia, y aumento del
PAI-1 (inhibidor 1 de la activacion del plasminégeno), conocido en conjunto
como “sindrome metabolico” , aumentando la patologia cardiovascular (Reaven,
1995). La insulina estimula la sintesis de VLDL en el higado, lo que explica
asimismo que la hipertrigliceridemia se haya relacionado con la resistencia a la
insulina. Ademas esto se vera favorecido por la menor accion de la insulina sobre
la lipoproteinlipasa lo cual eliminard menos VLDL, y a una mayor actividad de
la lipasa hepatica que dard lugar a una disminuciéon de HDL. La insulina actfia
también directamente sobre la pared vascular a través de los factores de
crecimiento que estimula aumentando la proliferacion de células musculares
lisas, la unién de las LDL a sus receptores, y sobre el sistema hemostatico
aumentando el factor VII, el fibrinégeno y el PAI-1 (Skouby, 1998). La
menopausia parece estar en relacion, también independientemente de la edad,
con este incremento de la resistencia a la insulina (Walton, 1993), y seria otro
factor que incrementaria el riesgo de aterosclerosis.

La obesidad: el aumento y redistribucion de la grasa corporal a nivel central
puede contribuir a un incremento de la resistencia a la insulina (Ley, 1992) y por
lo tanto a diabetes mellitus, asi como a mayor hipertension, aumento de las LDL
y disminucion de las HDL (Haarbo, 1989). De todas formas la obesidad parece
ser que no estaria en relacion con la menopausia sino con el incremento de edad
(Wing, 1991), pasando de una distribucion de la grasa corporal de tipo ginoide
(de predominio en caderas) a una distribucion androide (de predominio en

tronco) con mayor riesgo cardiovascular.
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6. Habito tabaquico: es el factor de riesgo prevenible mas importante para las
enfermedades cardiovasculares en la mujer. Es responsable del 21% de todas las
muertes de causa cardiovascular y del 50% de toda la morbilidad coronaria en
mujeres menores de 55 afios (Hammond, 1996). Ademas es dosis dependiente.

7. La homocisteina es un aminoacido derivado de la metionina que ingerimos a
través de las proteinas animales y también se veria incrementada por la
menopausia (Hankey, 1999). Esta sustancia es toxica para el endotelio
incrementando la produccion de coldgeno, siendo protrombotica y disminuyendo
el 6xido nitrico (Ross R, 1999), por lo que niveles elevados de la misma tienen
mayor riesgo de aterosclerosis (Verhoef P, 1995).

8. La proteina C reactiva: es un reactante de fase aguda que se esta relacionando
recientemente con la aterosclerosis enlazando con la teoria inflamatoria de la
placa de ateroma. Aunque no queda claro como actuaria, si se ha identificado
como un factor de riesgo independiente de enfermedades cardiovasculares
(Lagrand, 1999). No hay datos que demuestren que sus concentraciones
aumenten con la menopausia aunque curiosamente si estdn apareciendo estudios
en que esta proteina se veria incrementada con el uso del tratamiento hormonal
sustitutivo (Ridker, 1999).

9. Infeccion por Clamidia pneumoniae: numerosos estudios epidemioldgicos han
relacionado esta infeccion con las enfermedades cardiovasculares pero ain no
queda probado que este microorganismo pueda ser causante de aterosclerosis o
sea un hallazgo casual (Danesh, 1997). Recientes pequefios estudios muestran

que el tratamiento con azitromizina reduciria la morbimortalidad cardiovascular
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pero hasta el afio 2003 no estaran finalizados 2 grandes ensayos randomizados

que aportaran mas luz sobre este tema (Grayston, 2000).

Todos estos factores de riesgo influyen en la patologia cardiovascular, y algunos de
ellos se modifican como hemos visto con la menopausia debido al déficit
estrogénico. Hasta hace poco se creia que lo que determinaba basicamente el
supuesto mayor riesgo en las mujeres postmenopausicas eran las alteraciones del
perfil lipidico, pero segun los estudios epidemioldgicos este hecho so6lo era la causa
de una tercera parte de los efectos beneficiosos de los estrogenos (Grady, 1992), por
lo que se empezaron a estudiar los posibles efectos directos de los estrégenos sobre
la pared vascular directamente (Mendelsohn, 1994).

Existen 2 tipos de receptores estrogénicos, o y 3, que forman parte de los receptores
hormonales esteroideos. Estos dos receptores presentan gran homologia y como
todos los receptores esteroideos son factores de transcripcion que alteran la expresion
genética cuando son activados al unirse a ellos los estrogenos. Tanto las células
endoteliales, como las células musculares lisas como las células miocardicas
presentan ambos tipos de receptores, y la relacion entre ellos determinard una
compleja regulacion de la expresion genética en estas células, para proteger al vaso
de las noxas capaces de producir la aterosclerosis (Mendelsohn ME, 1999). Ademas
existen otras proteinas conocidas como coactivadores que también pueden modificar
esta expresion genética (Shibata, 1997).

Asi nos encontramos que el endotelio es capaz de liberar 6xido nitrico en respuesta a
determinados estimulos causando vasodilatacion (Moncada, 1993), y que esta

liberacion de 6xido nitrico puede venir determinada por el estimulo estrogénico
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(Guetta, 1997). Ademas los estrogenos aumentan la expresion de genes para la
sintesis de moléculas vasodilatadoras como la prostaciclina o el propio 6xido nitrico
(Weiner, 1994), y contribuirian a inhibir la proliferacion y migracion de las células
musculares lisas del vaso, y a incrementar el crecimiento de las células endoteliales
dafiadas impidiendo la apoptosis celular (Mendelsohn, 1999). Todas estas acciones
han sido estudiadas en animales de experimentacién observando ademds como el
tratamiento con estrogenos no afectaba o variaba muy poco las concentraciones de
lipidos plasmaticos (Hanke, 1996) con lo cual se refuerza aun mas la idea de que los

estrogenos actuan de forma directa a nivel del vaso.

Los estrogenos actian también sobre el equilibrio hemostatico y su déficit
favoreceria un incremento de diversos factores de la coagulacion dando lugar a un
aumento del riesgo de morbimortalidad cardiovascular (Palacios, 1999). Ya el
estudio de Framingham demostraba como los niveles de fibrindgeno eran predictores
de enfermedad cardiovascular (Kannel, 1987) y estos se ven incrementados con la
menopausia. El sistema hemostatico es el encargado de proteger la integridad
vascular en caso de una lesion del endotelio. Esto que en un principio es un
mecanismo de defensa puede convertirse en nocivo en caso de ser excesivo como
hemos visto en la clasificacion de la aterosclerosis. En condiciones normales existe
un equilibrio entre el sistema de la coagulacion y el sistema de la fibrinolisis pero
una vez alcanzada la menopausia parece que habria un estado de hipercoagulabilidad
con un aumento de los factores VII y del fibrindgeno (Lee, 1993; Gilabert, 1995) asi

como del inhibidor 1 de la activacién del plasmindégeno (PAI-1) (Ridker, 1997) lo
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cual podria contribuir también a esta mayor morbimortalidad cardiovascular (Meade,

1993).

2.3. TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA Y ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR.

Se han realizado gran cantidad de estudios para evaluar el efecto de la THS sobre
la patologia cardiovascular aunque pocos de ellos han sido suficientemente bien
disefiados como para que se puedan obtener conclusiones con facilidad.

A continuacion revisaremos los distintos estudios que se han llevado a cabo o se
estan llevando a cabo en la actualidad, en funcion de haber sido randomizados o

no.

2.3.1. Estudios clinicos sobre marcadores de riesgo de patologia
cardiovascular.

2.3.1.1. Estudios no randomizados.

En el marco actual de la medicina basada en la evidencia son de peso inferior si
los comparamos con los estudios randomizados que citaremos mas adelante.

La mayoria de los estudios se han centrado en el perfil lipidico, factores referentes
a la hemostasia, y metabolismo hidrocarbonado. Otros hacen referencia a cambios
en la presion arterial, funcidon cardiaca, o tono vascular. Mas recientemente
encontramos estudios sobre los nuevos marcadores de riesgo cardiovascular como
la PCR, la homocisteina, y la lipoproteina (a). De todas formas solo nos
referiremos a aquellos que por sus caracteristicas tengan especial importancia y de

los cuales recientemente no disponiamos de estudios randomizados. Nos
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referimos basicamente a los estudios que inciden sobre el funcionalismo arterial o
cardiaco, o sobre la medicioén de la placa de ateroma bien sea desde un punto de
vista ecografico o por angiografia.

Entre los primeros podemos citar el estudio de McCrohon, que incluia 55 mujeres
que habian realizado THS con estrégenos, bien s6los o combinados con
gestagenos, durante 2 afos. Se compard con un grupo control y se midié el flujo
vascular a nivel braquial observando una mejoria del mismo en las pacientes que
habian usado THS (Mc Crohon, 1996). Asimismo en un grupo de 26 mujeres se
midid el 6xido nitrico, el cual se observd aumentado en las mujeres tratadas con
estrogenos solos, y no al afiadir un gestageno (Imthum B, 1997). Este efecto
vasodilatador también lo podemos observar a nivel de las arterias coronarias
(Speroft, 1996).

Si nos centramos en pruebas de esfuerzo cardiacas encontramos tanto estudios a
favor (Rosano, 1992) como en contra (Sbarouni, 1997; Lee M, 1997) del THS.
Estos 2 tultimos estudios si eran randomizados aunque sélo contaban con 10y 16
pacientes respectivamente. El estudio de Sbarouni trataba con estrogenos
conjugados equinos o placebo durante 4 semanas a pacientes cardidpatas sin
hallar diferencias en la prueba de esfuerzo. Lee hacia lo mismo pero en pacientes
sanas sin hallar tampoco diferencias.

Si hacemos referencia a la medicion de placas de ateroma encontramos varios
estudios en los cuales mediante la medicion de las placas de ateroma a nivel
carotideo con ecografia se veia su disminuciéon con el uso de THS (Espeland,

1995; Jonas, 1996; Muscat Baron, 1997).
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Otra forma de evaluar de forma directa las placas de ateroma es a través de la
coronariografia. Encontramos hasta 4 estudios a favor del THS en cuanto a
disminucién del grosor de la placa de ateroma (Sullivan, 1988; Gruchow, 1988;
McFarland, 1989; Hong, 1992). Se estd realizando un estudio randomizado
llamado WAVE (Women Atherosclerosis Vitamin E Trial) que aportara mas datos
sobre este aspecto y que combinara THS y vitamina E. Un estudio finalizado
recientemente es el llamado ERA (Estrogen Replacement and Atherosclerosis)

que comentaremos mas adelante.

2.3.1.2. Estudios randomizados.

Estos estudios ofrecen una mejor evidencia cientifica pero no inciden tampoco en
lo que realmente interesa que es la morbimortalidad cardiovascular aunque por su
correcto disefio aportan una informacién mas valida. Citaremos aquellos que por
sus hallazgos, su numero de casos incluidos, o por su novedad en el momento de
la publicacion puedan tener interés.

Entre ellos cabe destacar un estudio ya clasico, el estudio PEPI (The
Postmenopausal, Estrogen/Progestogen Intervention Trial, 1995), probablemente
el estudio randomizado de marcadores de riesgo cardiovascular mas amplio
realizado hasta la fecha. En este estudio se randomizaron 875 mujeres
postmenopdusicas sanas en 5 grupos: 1) placebo; 2) estrogenos conjugados
equinos (0.625 mg./dia); 3) estrégenos conjugados equinos (0.625 mg./dia) mas
acetato de medroxiprogesterona ciclica (10 mg./dia durante los 12 primeros dias
de cada mes); 4) estrogenos conjugados equinos (0.625 mg./dia) mas acetato de

medroxiprogesterona continuo (2.5 mg./dia); y 5) estrogenos conjugados equinos
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(0.625 mg./dia) méas progesterona micronizada ciclica (200 mg./dia durante los 12
primeros dias de cada mes). Las pacientes fueron seguidas durante un total de 3
afios con el objetivo de cuantificar marcadores de riesgo cardiovascular. Todos los
tratamientos aumentaron el colesterol-HDL y disminuyeron el colesterol-LDL,
observandose también un aumento de los triglicéridos siempre respecto al
placebo. Los niveles de fibrindgeno fueron mayores en el grupo placebo. No
hubo variaciones significativas en cuanto a la presion arterial ni en las cifras de
insulina. Es de destacar en este estudio el riesgo de hiperplasia endometrial
asociada al tratamiento con estrogenos solos. En conjunto el perfil mas favorable
se obtenia con el grupo tratado con estrogenos conjugados equinos mas
progesterona micronizada ciclica.

Este estudio ha visto ampliado sus resultados con la publicacion de los efectos
sobre marcadores de inflamaciéon como la proteina C reactiva, la selectina E, el
factor de Von Willebrand y el factor de coagulacion VIIIc (Cushman, 1999). Asi
vemos como aumenta la proteina C reactiva, disminuye la selectina E, y no
modifica los otros 2 factores. Globalmente el aumento de la proteina C reactiva es
mucho mas marcado que la disminuciéon de la selectina E y por su mayor
importancia induce a pensar en un posible efecto deletéreo del tratamiento
hormonal a este nivel. También se ha hecho un reanalisis para valorar los efectos
sobre la homocisteina, sin hallar diferencias significativas a los 3 afios respecto al
placebo, aunque si los primeros doce meses (Barnabei, 1999).

Otro estudio sobre marcadores de inflamacion evalué el ICAM-1 (molécula de
adhesion intercelular tipo 1) la cual parece ser importante en las primeras fases de

la aterosclerosis. Se randomizaron 37 mujeres tratadas con estrégenos orales o
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transdérmicos ciclicos junto a progesterona micronizada durante 6 meses y se
observo como el tratamiento oral era capaz de disminuir esta molécula aunque no
asi el tratamiento transdérmico (Scarabin, 1999).

Previamente al estudio PEPI otro grupo randomizaba 61 mujeres tratadas con
tratamiento combinado ciclico, oral o transdérmico versus un grupo control de 29
mujeres y las seguia durante 6 meses, observando como el tratamiento
transdérmico era capaz de disminuir los triglicéridos al contrario que el
tratamiento oral (Crook, 1992).

Y anteriormente a este estudio un pequeio trabajo de 40 mujeres tratadas con
estrogenos orales encontraba similares cambios en el perfil lipidico (Walsh,
1991), siendo probablemente uno de los primeros estudios randomizados
publicados.

Castelo-Branco también estudid el perfil lipidico randomizando hasta 90 mujeres
tratadas con estrogenos orales o transdérmicos junto a acetato de
medroxiprogesterona observando incrementos del colesterol-HDL, y disminucion
de los triglicéridos solo con el tratamiento transdérmico (Castelo-Branco, 1993;
1995).

Encontramos algun estudio de oxidacidon, en que tratando a las pacientes con
estrogenos conjugados equinos, estrogenos transdérmicos, y tratamiento
combinado durante un mes no se afectaba la oxidacion de la LDL (Koh, 1997). La
poca duracion de este estudio pero le concede poco valor.

Dentro de los factores hemostaticos podemos encontrar 2 estudios que hacen
referencia al factor VII, con un aumento de este factor con estrogenos aunque no

con tratamiento combinado (Lobo, 1994; Medical Research Council’s General
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Practice Research Framework, 1996). Ambos estudios que carecian de un grupo
placebo demostraron un aumento del C-HDL, una disminucion del C-LDL, y un
aumento de los triglicéridos que se contrarrestaba al afadir progesterona (a
diferencia de lo que ocurria en el estudio PEPI).

También se han estudiado dentro del campo de la hemostasia otros marcadores en
estudios randomizados aunque con escaso numero de casos. Comparando 2 dosis
de estrégenos conjugados equinos (0.625 mg. o 1.25 mg./dia) con placebo se
observaron aumentos de los fragmentos 1 y 2 de la protrombina, del
fibrinopéptido A, y de la proteina C, con disminuciones de la antitrombina III y la
proteina S (Caine, 1992), suponiendo en conjunto una activacion de la
coagulacion. Posteriormente otro estudio comparando estrogenos conjugados
equinos con estrogenos transdérmicos encontrd similares efectos con disminucion
también del PAI-I (Kroon, 1994).

Recientemente un estudio de Alwers y col. (Alwers, 1999) randomiza 104
mujeres perimenopausicas y postmenopausicas tratadas con: 1) estrogenos
conjugados equinos (0.625 mg./dia durante 21 dias) mas acetato de
medroxiprogesterona (5 mg./dia del dia 12 al 21) o 2) valerianato de estradiol (2
mg./dia durante 21 dias) mas acetato de ciproterona (1 mg./dia del dia 12 al 21).
En ellas cuantifica niveles de lipidos y las sigue durante 1 afo, encontrando
basicamente un aumento del colesterol-HDL y una disminuciéon del colesterol-
LDL respecto a los valores iniciales sin diferencias entre ambos grupos.

También recientemente se ha publicado el unico estudio randomizado hasta la
fecha sobre funcionalismo arterial (Westendorp, 2000). En él se estudian durante

2 afios 99 mujeres perimenopausicas randomizadas para recibir 17-beta-estradiol
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+ desogestrel, estrégenos conjugados equinos + norgestrel, o placebo. Con
ecografia a nivel carotideo se evalué la complianza y distensibilidad, no
encontrando diferencias entre ninguno de los 3 grupos, hallazgo opuesto a la
mayoria de estudios observacionales realizados anteriormente, aunque tampoco
queda claro el valor real de este hallazgo en cuanto a morbimortalidad
cardiovascular se refiere.

Previamente un pequeiio estudio de 25 mujeres con sindrome X tratadas con
estradiol transdérmico o placebo durante 8 semanas de forma alterna, encontrd
una disminucion de los episodios de dolor toracico aunque no habia diferencias en
la tolerancia al ejercicio (Peters, 1994).

También se han realizado estudios (Sbarouni, 1998; Herrington, 1999)
combinando THS y estatinas en un intento de sumar los beneficios de ambos
tratamientos. Asi encontramos 2 estudios de pequefio tamafo, con 24 y 16
mujeres, y de corta duracion (3 meses) tratadas con simvastatina o lovastatina
ademas del THS. Ambos tratamientos eran capaces de mejorar el perfil lipidico
respecto a un grupo placebo, asi como en el estudio de Herrington la
vasodilatacion a nivel braquial medida por ecografia.

Recientemente ha finalizado un estudio que utilizaba como punto final la
medicion por ecografia de las placas de ateroma a nivel carotideo. Randomizaron
321 mujeres durante 1 afio tratadas con estradiol y gestodeno sin encontrar
diferencias en cuanto a la progresion de la placa de ateroma, con disminuciones
del colesterol-LDL y del fibrindgeno (Angerer, 2001).

Otra molécula utilizada en THS, la tibolona, también cuenta con estudios

randomizados.
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Uno de ellos (Milner, 1996) estudia el perfil lipidico comparando 113 mujeres
divididas en 3 grupos: 1) tibolona 2.5 mg./dia; 2) estrégenos conjugados equinos
(0.625 mg./dia durante 28 dias) mas norgestrel (0.15 mg./dia 12 dias); y 3)
placebo. Las mujeres fueron tratadas durante 2 afios con los siguientes hallazgos
mas relevantes: el tratamiento con tibolona disminuye el colesterol total pero a
expensas tanto del C-HDL como del C-LDL, y la lipoproteina (a) disminuye con
ambos tratamientos.

Bjarnason agrupa 91 mujeres randomizadas en 3 grupos: 1) tibolona, 1.25
mg./dia; 2) tibolona, 2.5 mg./dia; y 3) placebo (Bjarnason, 1997). Las mujeres
fueron seguidas durante 2 afios con los siguientes hallazgos: la tibolona provocaba
una disminucion del C-HDL y de los triglicéridos sin cambios en el C-LDL ni la
lipoproteina(a). Ademas disminuia el PAI-1, y el fibrindgeno, con un incremento
del plasminogeno. En esta misma linea Parkin (Parkin, 1987) randomiz6 91
pacientes con hallazgos similares, con un aumento global de la fibrinolisis sin
afectar a la coagulacion.

Un estudio (Al-Azzawi, 1999) mas amplio aunque carece de grupo control agrupa
a 235 mujeres tratadas con tibolona (2.5 mg./dia) o con valerianato de estradiol
(2mgr./dia) mas noretisterona (0.7 mg./dia) durante 1 afio. Hallan una disminucion
del C-LDL con el tratamiento combinado, y una disminuciéon del C-HDL con
ambos tratamientos aunque mas marcada con tibolona. No encuentran diferencias
en cuanto al fibrindgeno.

Los ultimos estudios datan del pasado afio. Uno hace referencia también al

sistema hemostatico con similares hallazgos a Bjarnason. Incluyen 60 mujeres
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tratadas con tibolona, 2.5 mg./dia, tratamiento combinado continuo , o placebo
durante 6 meses, y encuentran asimismo un perfil fibrinolitico (Winkler, 2000).
En otro estudio se randomizaron 29 mujeres postmenopausicas hipertensas que
fueron seguidas durante 6 meses sin hallarse cambios respecto a la presion
arterial, y hallazgos ya anteriormente citados como la disminucion del C-HDL,
triglicéridos y fibrindégeno (Lloyd, 2000).

Finalmente nuestro grupo randomiz6 hasta 120 mujeres de las cuales 23 eran
tratadas con tibolona seguidas durante 1 afio, observando también la disminucion
del colesterol, a expensas tanto del C-LDL como del C-HDL, asi como una
disminucioén de los triglicéridos (Castelo-Branco, 2000).

Actualmente esta a punto de finalizar un estudio de 3 afios de duracidon, que
incluye 756 mujeres divididas en tres grupos (placebo, tibolona y estrogenos
conjugados equinos mas acetato de medroxiprogesterona) que tiene como punto
final la medicion de la placa de ateroma a nivel carotideo mediante ecografia
(Crook, 2000). Un estudio randomizado (Doren, 2000) que incluia 100 mujeres no
consiguié demostrar efectos beneficiosos de la tibolona en la vascularizacion
pélvica aunque es dificil valorar si la respuesta de esta vascularizacion serd igual a
la coronaria. Esta también inicidndose este afio un estudio randomizado para
valorar la funcion cardiaca.

Para finalizar nos detendremos en los estudios realizados con raloxifeno, del
grupo de los SERM (Selective Estrogen Receptor Modulator). Por orden
cronoldgico en el primer estudio realizado (Walsh, 1998) se estudiaron lipidos y
factores de coagulacion. Se randomizaron un total de 390 mujeres divididas en 4

grupos: 1) raloxifeno 60 mg./dia; 2) raloxifeno 120 mg./dia; 3) estrogenos
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conjugados equinos (0.625 mg./dia) mas acetato de medroxiprogesterona (2.5
mg./dia); y 4) placebo. Las pacientes fueron seguidas durante 6 meses con los
siguientes hallazgos: el raloxifeno disminuia los niveles de C-LDL,
lipoproteina(a), y fibrinégeno, sin alterar el C-HDL ni los triglicéridos, ni
tampoco el PAI-1. El THS convencional disminuia el C-LDL y la lipoproteina(a),
y aumentaba el C-HDL, los triglicéridos, y el PAI-1, sin afectar al fibrin6geno.
Ninguno de los tratamientos modifico el fibrinopéptido A ni los fragmentos 1 y 2
de la protrombina.

Un estudio similar (Valk-de Roo, 1999) aunque con menos pacientes con 2 afos
de seguimiento , randomizaba 56 mujeres histerectomizadas en 4 grupos también:
1) raloxifeno 60 mg./dia; 2) raloxifeno 150 mg./dia; 3) estrogenos conjugados
equinos (0.625 mg./dia); y 4) placebo. En este caso ambos tratamientos
disminuian el C-LDL vy el fibrindgeno. Los estrogenos aumentaban el C-HDL y
disminuian el PAI-1, pero también aumentaban la PCR, los triglicéridos, y los
fragmentos 1 y 2 de la protrombina, a diferencia del raloxifeno que no los
modificaba. Ninguno de los 2 tratamientos alteraba la presion arterial, ni los
niveles de glucosa o insulina. Cabe resaltar de este estudio la falta de un
progestageno debido a que se estudiaron s6lo mujeres histerectomizadas y aunque
el tiempo de seguimiento era largo el nimero de casos por grupo era bastante
€scaso.

Finalmente se amplid el estudio de Walsh para estudiar PCR y homocisteina
(Walsh, 2000). A los 6 meses se encontraron estos resultados: ambos tratamientos
reducian la homocisteina, pero mientras el raloxifeno no afectaba la PCR, ¢ésta se

veia incrementada por el THS convencional.
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Existen también otros SERMs que han sido evaluados en estudios randomizados
de riesgo cardiovascular. Asi el tamoxifeno (Cushman, 2001) disminuia el
colesterol, el fibrinogeno y la PCR; y el droloxifeno (Herrington, 2000) reducia el
colesterol-LDL, la Lp(a), y el fibrindgeno, con un aumento del flujo arterial

braquial.

Con todos estos trabajos de marcadores de riesgo cardiovascular podemos
observar como segun el marcador estudiado y los tratamientos utilizados el perfil
cardiovascular que nos ofrece el tratamiento hormonal sustitutivo puede ser muy
diverso. En general podemos decir que existe una plausibilidad biologica que nos
hace pensar en una disminucion del riesgo cardiovascular tanto a nivel lipidico,
como hemostatico, asi como de respuesta vascular, con dudas respecto a lo que
puede significar la accion de los distintos preparados gestagénicos (Chae, 1997).

Todo esto hace evidente la necesidad de trabajos que incidan en hechos

clinicamente relevantes de morbimortalidad cardiovascular.

2.3.2. Estudios epidemioldgicos sobre morbimortalidad cardiovascular.
2.3.2.1. Estudios no randomizados.

Estos estudios son los que han marcado la pauta de prescripcion de tratamiento
hormonal para esta causa debido a que los estudios realizados inicialmente
mostraban incluso una disminucién de la morbimortalidad cardiovascular de hasta
un 50% en las usuarias de este tratamiento. Como veremos estos estudios
epidemioldgicos y observacionales estdn marcados por una gran cantidad de

sesgos por lo cual sus resultados son de una menor evidencia cientifica.
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Los primeros grandes estudios los encontramos a finales de los afios 80 y inicios

de los 90. Asi tenemos 4 estudios de cohortes :

l.

Lipid Research Clinics Program Follow-up Study (Bush, 1987): se estudiaron
2270 mujeres durante 8.5 afios encontrando un riesgo relativo (RR) de muerte
por enfermedad cardiovascular de 0.33 (IC=0.12-0.81) en aquellas pacientes
usuarias de estrégenos.

Hunt, 1987: se siguieron 4544 mujeres tratadas al menos durante 1 afio con
estrogenos encontrando un RR de 0.44 (IC=0.28-0.59).

Leisure World Study (Henderson, 1991): se estudio una cohorte de hasta 8881
mujeres de una comunidad de retiro de California durante 7.5 afos, con un RR
de 0.8 (IC=0.7-0.87), con una proteccion que aumentaba si las mujeres eran
cardiopatas.

Nurses’ Health Study (Stampfer, 1991): probablemente por su magnitud y sus
resultados este estudio es el que mas ha influido en todo lo que hace referencia
a tratamiento hormonal sustitutivo y morbimortalidad cardiovascular. Ademas
este estudio todavia estd en vigor y van surgiendo nuevos resultados y
publicaciones a partir de la misma cohorte. Este estudio se establecid en 1976
a partir de 121.700 enfermeras estadounidenses de entre 30 y 55 afios. Se
basaba en cuestionarios que las enfermeras debian rellenar cada 2 afios sobre
historia médica y habitos de vida. En los primeros resultados se siguieron
durante 10 afos un total de 48.470 mujeres. Se encontré un RR de enfermedad
coronaria grave de 0.56 (IC=0.4-0.8) , con un RR de mortalidad por
enfermedad cardiovascular de 0.72 (IC=0.55-0.95), en las usuarias de

estrogenos.
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Finalmente llegamos a lo que es el primer gran metaanalisis de referencia
(Stampfer, 1991) , en el cual se analizaron hasta 31 estudios de caso-control y
cohortes, hallando un RR de 0.5 (IC=0.43-0.56) de padecer una enfermedad
cardiovascular tanto coronaria como cerebrovascular en usuarias de THS. Este
metaanalisis fue ampliado posteriormente por el mismo grupo con similares
resultados (Grodstein, 1995). Entre los 2 metaanalisis aparecié otro también con
parecidos resultados (Grady, 1992). Cabe decir que estos metaandlisis estan
basados a su vez en estudios observacionales y que por lo tanto presentan todos
los sesgos asociados a este tipo de estudios. Clasicamente se ha dicho que las
pacientes usuarias de tratamiento hormonal serian aquellas pacientes mas
preocupadas por su salud, mejor controladas, y con una mayor calidad de vida que
las no usuarias, y que esto de por si ya podria determinar una disminucion del
riesgo cardiovascular, por un sesgo de seleccion. Asi las usuarias de THS serian
menos obesas, menos fumadoras , beberian algo de alcohol, y tendrian una mayor
actividad fisica, visitando ademas de forma mas regular a su médico (Taskinen,
1998). Incluso se ha hecho referencia a un sesgo de cumplimiento, en que las
pacientes que hacen un tratamiento correctamente ven disminuir la patologia que
quieren tratar (Petitti, 1994). Ademas inicialmente la THS era prescrita tan solo a
pacientes sanas, es decir, sin hipertension, diabetes u otras patologias.

En la ultima publicacion realizada del Nurses’ Health Study , (Hu, 2000) hay
incluidas un total de 85941 mujeres sin patologia cardiovascular previa seguidas
durante 14 afios. Las mujeres usuarias actuales de tratamiento hormonal sin

patologia previa tienen un RR de 0.73 (IC=0.6-0.88) de enfermedad coronaria
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segiin los ultimos resultados. Esta poblacion al tratarse de enfermeras es poco
extrapolable a la poblacion general y esto ha hecho que el estudio haya sido muy
criticado, aunque su poder estadistico debido al gran nimero de mujeres incluidas
hace que sea de referencia siempre. Grodstein hace referencia a este posible sesgo
de seleccion y aun asi considera que el efecto protector hormonal existe realmente
(Grodstein, 1996). Esta misma autora redunda en el beneficio de la THS en 2
publicaciones mas (Grodstein, 1996; 1997), que amplian el nimero de pacientes y
el tiempo de seguimiento hasta 16 afios. Aqui incluso se menciona que las
pacientes con algin factor de riesgo cardiovascular serian las mas beneficiadas
con el uso del THS. Y que la mortalidad global a partir de 10 afios de uso se veria
incrementada secundariamente a un aumento del cincer de mama, con una
disminucién de los posibles efectos beneficiosos del THS.

Estos resultados contrastan con los datos del Kaiser Permanent Medical Care
Program de California que no encuentran beneficios con el uso de estrégenos o
estrogenos mas progestagenos en cuanto a riesgo de infarto de miocardio (Sidney,
1997).

Otra de las criticas realizadas en estos estudios es que en general estan basados en
tratamiento Unicamente con estrégenos y no hacen referencia al tratamiento mas
comunmente utilizado que es el combinado estroprogestagénico. Encontramos 2
estudios que si hacen referencia explicita del tratamiento combinado
manteniéndose la proteccion con una disminucion del riesgo de infarto de
miocardio (Falkeborn, 1992; Psaty, 1994) . Destaca de la cohorte de Falkeborn,
ubicada en Suecia, el nimero de mujeres estudiadas de hasta 23.000. El Nurses’

Health Study también los analiza por separado encontrando también RR
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protectores (Grodstein, 1996). Y en 1998 se publica otro metaanalisis que
mantiene los efectos protectores tanto del THS sélo con estrégenos como
combinado (Barrett-Connor, 1998).

Mencién aparte merecen los estudios realizados por Sullivan en pacientes
postmenopausicas con estenosis severas medidas por coronarioangiografia o
sometidas a by-pass coronario (Sullivan, 1990, 1994, 1997). En los 3 estudios se
demuestra una reduccion de la mortalidad asociada al uso de THS aunque son
estudios observacionales y no carentes de sesgos. En esta misma linea esta el ya
mencionado anteriormente Leisure World Study (Henderson, 1991) basado
también en estudios angiograficos.

Si nos referimos Unicamente a accidente cerebrovascular encontramos menos
trabajos con un niimero de casos suficientes para ser valorados. Uno de ellos es el
propio Nurses’ Health Study (Grodstein, 1996), que no halla beneficios, y mas
reciente otro que tampoco encuentra beneficios con el uso de preparados
hormonales (Tonnes Pedersen, 1997). El metaanalisis de Grady (Grady, 1992)
resume los estudios previos a 1990 y encuentra un RR de 0.96 (IC= 0.82-1.13), o
sea, sin efecto protector. Posteriormente hay 2 estudios que si encuentran una
reduccidén de los accidentes cerebrovasculares (Falkeborn M, 1993; Finucane,
1993).

Como hemos visto, la mayoria de estos estudios apuntan en la direccion del efecto
protector del tratamiento hormonal sobre la patologia cardiovascular. Incluso se
han referido resultados en cuanto a la mejora de la supervivencia global en las
usuarias de THS durante menos de 10 afios (Grodstein, 1997) lo que nos lleva otra

vez a la discusion de si la causa de todo esto es que las usuarias son precisamente
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las pacientes mas sanas. Para intentar solucionar todas estas dudas se empezaron a
realizar a finales de los afios 90 los estudios randomizados que referiremos a

continuacion.

2.3.2.2. Estudios randomizados.

Es notoria la escasez de estudios epidemioldgicos randomizados de este tipo. La
mayoria se han iniciado a finales de la década de los noventa y esto hace que
todavia no dispongamos de muchos resultados. Vamos a revisar a continuacion
los mas importantes, muchos de ellos atn sin finalizar.

Quizas el primer estudio de este tipo fue el desarrollado por Nachtigall en el cual
se randomizaron 168 mujeres cronicamente hospitalizadas y tratadas con
estrogenos y progesterona, o placebo durante 10 afios. En este estudio se hallé un
efecto neutro del tratamiento hormonal sustitutivo sobre la patologia
cardiovascular, con una disminucion del cancer de mama y un aumento de litiasis
biliar en el grupo tratado (Nachtigall, 1979).

Ya en la actualidad el Women’s Health Initiative (The Women’s Health Initiative
Study Group, 1998) es un ambicioso proyecto que engloba a 161.000 mujeres de
entre 50 y 79 afios de edad. Est4 disefiado en 3 fases. La primera es un estudio
randomizado de 68.000 mujeres para estudiar el efecto del THS sobre la
prevencioén primaria de patologia cardiovascular, asi como una dieta pobre en
grasas para la prevencion del cancer de mama y de colon, y la prevencion de las
fracturas osteopordticas con calcio y vitamina D. El brazo que estudiara
concretamente el THS y la patologia cardiovascular de forma randomizada a

doble ciego y con un grupo placebo incluye a 27.500 mujeres, que seran tratadas
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bien con estrégenos conjugados equinos (0.625 mg./dia) en mujeres sin tutero, o
con estrogenos conjugados equinos (0.625 mg./dia) afadiendo acetato de
medroxiprogesterona (2.5 mg./dia) en mujeres con utero. La segunda fase incluye
93.000 mujeres con tal de identificar de forma observacional factores de riesgo de
estas enfermedades. Y finalmente se estudiaran formas de desarrollar planes de
salud a nivel poblacional. Los resultados finales se esperan para el 2005.

Una primera voz de alarma surgid el afio pasado al conocerse los primeros
resultados que parecian no ser favorables al THS (L’Enfant, 2000). Y rapidamente
se respondid que se debian esperar los resultados definitivos en el 2005, con 9
afos de seguimiento, para poder afirmar que la THS no era util para la prevencion
primaria de enfermedades cardiovasculares (Editorial, Mayo Clin Proc, 2000). De
todas formas esta filtracion inicial ha puesto en peligro el buen desarrollo del
estudio y ya hay quien dice que el estudio no tendra validez ya que estos
resultados han trascendido a la luz publica y alteraran la participacion de las
pacientes.

Existe otro estudio parecido con el reclutamiento de 34.000 mujeres desde 1998
(WISDOM, Women’s International Study of Long-Duration Oestrogen after
Menopause) cuyos resultados todavia seran posteriores, sobre el 2006, y que esta
dirigido por el British Medical Research Council (Wreng, 1998).

El Hearth and Estrogen/progestin Replacement Study (HERS) ha sido el primer
estudio randomizado en publicar sus resultados (Hulley, 1998). Es un ensayo
randomizado, doble ciego, de placebo versus tratamiento con estrogenos y
progestagenos para observar el efecto sobre la cardiopatia isquémica. Es un

estudio de prevencion secundaria.
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Se randomizaron 2763 pacientes postmenopausicas menores de 80 afios , con una
media de 66.7 afos (de 44 a 79), con coronariopatia, y con tutero intacto. La
coronariopatia se establecia si la paciente habia tenido previamente uno de los
siguientes eventos: infarto de miocardio, cirugia de by-pass coronario,
revascularizacion coronaria percutanea, o oclusion angiografica de >50% de una
arteria coronaria mayor.
La medicacion consistia en 1 comprimido diario de 0.625mgr. de estrégenos
conjugados equinos + 2.5 mg. de acetato de medroxiprogesterona , o 1
comprimido placebo de idéntica apariencia. El seguimiento fue de 4.1 afios con
visitas de seguimiento cada 4 meses.
El primer objetivo era la cuantificacion de infartos de miocardio no mortales
(IAM) y de la mortalidad por coronariopatia (MC). Como procesos secundarios se
incluian: cirugia de by-pass coronario, revascularizacion coronaria percutanea,
hospitalizacidon por angina inestable, parada cardiaca recuperada, fallo cardiaco
congestivo, accidente cerebrovascular, y enfermedad arterial periférica. Otros
objetivos eran: mortalidad total y por céancer, cancer de endometrio y mama,
trombosis venosa profunda, tromboembolismo pulmonar, fracturas éseas, y litiasis
biliar.
Los resultados obtenidos fueron:
¢ no habia diferencias significativas en cuanto a [AM y MC.
e tampoco habia diferencias significativas en todos los otros procesos
secundarios estudiados (incluyendo el cancer de mama) a excepcion de un
aumento de trombosis venosa profunda en el grupo tratado respecto al placebo

(25 versus 8) y un muy discreto aumento de litiasis biliar también en el grupo
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tratado (84 wversus 62), lo cual estaria de acuerdo con estudios
observacionales.

e habia un aumento de HDL-colesterol, una disminucion de LDL-colesterol, y
un aumento de triglicéridos en el grupo tratado respecto al placebo
estadisticamente significativo, sin que ello implicara un incremento de IAM o
MC.

Estos resultados obtenidos contrastan con los procedentes de estudios

observacionales. Ello puede ser debido como hemos dicho a sesgos de seleccion,

asi como a diferencias entre las poblaciones estudiadas. Los estudios
observacionales se basan en poblacion sana y relativamente joven lo que contrasta
con la poblacion de este estudio que es mayor y con cardiopatia de base. Ademas
muchos de estos estudios no utilizan progestdgenos y en éste se utiliza acetato de
medroxiprogesterona de forma continuada el cual todavia puede contrarrestar mas
los efectos de los estrogenos e incluso de una forma mayor que otros gestagenos.

Asi queda por estudiar lo que pasaria con poblacion sana o sin el uso de

gestagenos o utilizando otros.

Cuando se analizan los resultados por afios, se observa un incremento del riesgo

para IAM y MC en el grupo tratado al inicio del tratamiento, que disminuye con

los afios sucesivos. Esto puede ser debido a que pasado el primer afio se pierde la
randomizacion real ya que los individuos que quedan en cada grupo ya no son
comparables entre si porque se han quedado en el camino aquellos que eran de
alto riesgo para tener algiin suceso muy al inicio del estudio. Otra explicacion
puede ser que exista una plausibilidad bioldgica con el tiempo y que inicialmente

haya un incremento del riesgo debido a los efectos protromboticos e inflamatorios
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(aumento de la PCR) del tratamiento, y que después se pongan de manifiesto los
efectos directos sobre la placa de ateroma. Esto vendria refrendado por los
ensayos realizados con hipolipemiantes cuyo efecto beneficioso se empieza a
notar a partir del primer afio, lo que coincide con el HERS en que la tendencia a la
disminucién del riesgo cardiovascular ya empieza a observarse a partir del

segundo afio (Figura 6).

HERS: ECV RESULTADOS

—— THS
— Placebo

<
)
<
iU
o
c
)
=
o
5

0 1 ) 3 4 5
(2763) (2631) (2506) (2392) (1435) (113)

Aihos de seguimiento (pacientes)
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Figura 6. Resultados del estudio HERS a lo largo del tiempo.

Basandose en todo esto cambid la vision del THS como util en la prevencion
cardiovascular y no parece recomendable actualmente iniciar un THS en mujeres
menopausicas con la indicacion exclusiva de prevencion secundaria de cardiopatia
isquémica. Pero si la paciente ya esta realizando el tratamiento sera apropiado

continuarlo en base a la tendencia a la mejoria que parece existir con el paso de
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los afios, y para que la paciente siga disfrutando de los otros beneficios que le
aporta (mejoria de la sintomatologia climatérica y de la masa 6sea). Un
seguimiento del HERS a mayor plazo, HERS II, tal vez aportard mas informacion
al respecto.

Este estudio que como hemos dicho fue el primer estudio randomizado publicado
sobre morbimortalidad cardiovascular llevo a una gran decepcion debido a las
expectativas que habia creado el THS con los estudios observacionales.
Recientemente se ha publicado basandose en el mismo disefio del estudio HERS
un andlisis de los resultados respecto a los accidentes cerebrovasculares, lo que
constituye el primer estudio randomizado de THS y accidentes cerebrovasculares.
En este caso no se observa ningun tipo de accion del THS respecto a esta
patologia, ni tampoco una tendencia en el tiempo, o sea, un efecto nulo (Simon,
2001).

Dos afios después de la publicacion de los resultados iniciales del HERS aparecio
otro estudio, ERA (Estrogen Replacement and Atherosclerosis), que aunque no
tenia como punto final a estudio la morbimortalidad cardiovascular tampoco
aporté datos a favor del THS (Herrington, 2000). Este estudio, también de
prevencion secundaria, randomizd 309 mujeres con lesiones coronarias
demostradas por angiografia. Los tratamientos fueron: 0.625 mg./dia de
estrogenos conjugados equinos, o 0.625 mg./dia de estrogenos conjugados
equinos mas 2.5 mg./dia de acetato de medroxiprogesterona, o placebo. Las
pacientes fueron seguidas una media de 3.2 afios y al final no se hallaron
diferencias en cuanto a la medicion de las lesiones por coronariografia ni tampoco

en la morbimortalidad cardiovascular, pero si un aumento de las hiperplasias
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endometriales en las pacientes tratadas so6lo con estrogenos, con cierta tendencia a
reducir fracturas y a aumentar las trombosis venosas en los 2 grupos tratados lo
cual estaria de acuerdo con estudios previos. De todas formas este estudio debido
al poco numero de casos no tiene suficiente poder estadistico para hallar
diferencias en cuanto a morbimortalidad cardiovascular. También ha sido
criticado el valor que tiene -cuantificar las lesiones ateromatosas por
coronariografia como marcador de futuros eventos isquémicos (Editorial, NEJM,
August 24, 2000), ya que se ha visto que minimos cambios en el grosor de la
placa de ateroma pueden ir acompafiados de grandes reducciones de
morbimortalidad cardiovascular debido a otros factores que no cuantificamos
como pueden ser efectos vasodilatadores, y efectos estabilizadores y
antiproliferativos de la placa.

Tanto en el estudio HERS como en el ERA se estudiaron mujeres con una media
de edad de 65 afos aproximadamente, lo cual también ha sido debatido ya que
después de 15 anos de menopausia es dificil pensar que el THS pueda revertir
algun efecto en tan s6lo 3 o 4 afos en pacientes ya con cardiopatia isquémica.

Un estudio similar al ERA, el WAVE (Women Atherosclerosis Vitamin E Trial)
combinard THS y vitamina E y aportara mas datos sobre este aspecto.

Existe otro estudio, WELL-HART (Women Estrogen progestin Lipid Lowering
Heart Atherosclerosis Regression Trial), donde se tratard simultdneamente a las
mujeres con pravastatina para disminuir el colesterol, y ademas seran
randomizadas en 3 grupos: 1) estradiol 1mgr./dia; 2) estradiol 1mgr./dia + acetato
de medroxiprogesterona, 5 mg./dia; y 3) placebo. Sus resultados apareceran en

breve.
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El raloxifeno estd actualmente siendo evaluado como agente cardioprotector en un
amplio estudio randomizado llamado RUTH (Raloxifene Use for the Heart) de
prevencion secundaria (Barrett-Connor, 1998) que incluira hasta 10.000 mujeres
con riesgo de cardiopatia isquémica y que estd disefado para mostrar una
reduccion de hasta un 17.5% en eventos cardiacos, excluyendo pacientes con
riesgo de trombosis venosa. Los resultados de este estudio se esperan para el
2005.

Como vemos debemos esperar todavia unos 4-5 afos para poder concluir si el
THS en sus distintas modalidades puede ser util o no para la patologia
cardiovascular.

Como nota final cabe decir que existe un estudio en marcha sobre tibolona de 3
afios de duracion que valorara ecograficamente las placas de ateroma a nivel
carotideo aunque no estd disefiado, al igual que el ERA, para estudiar

morbimortalidad cardiovascular (Crook, 2000).

2.4. TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA,

ATEROSCLEROSIS Y EXPERIMENTACION ANIMAL.

La seleccion de un modelo animal apropiado cuyas caracteristicas se asemejen a
las humanas es dificil y no parece existir un modelo ideal. El perfil lipidico es lo
primero que nos limita ya que su complejidad en las distintas especies animales
nos crea numerosas dificultades de andlisis al intentar extrapolar los resultados
obtenidos a la especie humana. Lo mismo ocurre cuando hacemos un analisis de
la placa ateromatosa. Esto hace que escoger un modelo animal apropiado sea todo

un reto (Overturf, 1992).
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Los modelos mas estudiados han sido ratas, conejos, ratones, hamsters, cerdos y
primates, pero también se han realizado estudios en perros, gatos, y pollos u otras
aves.

Las especies de mamiferos estudiadas han sido divididas en mamiferos-LDL (la
suma de VLDL, IDL, y LDL supone mas del 50% de todas las lipoproteinas), o
mamiferos-HDL (la HDL supone mas del 50% de todas las lipoproteinas). Dentro
de los primeros encontramos a los conejos y al mono cinomolgus, al igual que los
humanos. En el otro grupo encontramos a ratas y ratones.

El conejo suplementado con una dieta rica en colesterol es el modelo clasico
utilizado para el estudio de la aterosclerosis. Ya desde principios de siglo fue
utilizado para reproducir las lesiones aterosclerdticas (Marchand, 1904;
Anitschkow, 1913), y desde entonces no ha dejado de utilizarse. Su facil manejo,
bajo coste, su capacidad reproductiva y la facilidad con la que desarrollan placas
de ateroma los convierte en una de las especies mas utilizadas (Haarbo, 1996). La
especie mas empleada es la blanca neozelandesa. Este modelo ha sido criticado en
ocasiones porque su lipoproteina mayoritaria es la VLDL al contrario que en
humanos que es la LDL, debido a una anormal apoE que hace acumular la VLDL.
Pese a ello las placas de ateroma son similares a la humanas y la distribucion del
colesterol en las distintas lipoproteinas no afectaria de forma distinta la placa de
ateroma sino que seria la hipercolesterolemia en si la que la determinaria
(Rosenfeld, 1988). Este modelo ha sido utilizado también para probar los distintos
agentes hipolipemiantes como los inhibidores de la hidroxi-metilglutaril coenzima
A reductasa (HMG CoA) como las estatinas, y como veremos mas adelante es

junto a los primates el modelo mas utilizado para el estudio de la aterosclerosis y
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los tratamientos hormonales sustitutivos. Debido a su rapidez en desarrollar placas
de ateroma es de gran utilidad para probar diferentes farmacos antes de pasar a un
modelo experimental mas costoso como serian los primates.

Existe un modelo natural de conejo hiperlipidémico, la especie Watanaba
(WHHL, Watanabe-heritable-hiperlipidemic), con un déficit severo de receptores
de LDL que hace que desarrolle una hipercolesterolemia acompafiada de una
hipertrigliceridemia con la formacion de lesiones aterosclerdticas. La variabilidad
existente entre miembros de esta misma especie hace dificil a veces el uso de este
modelo (Donelly, 1991).

Las ratas y ratones no son un buen modelo para el estudio de la placa ateromatosa
(Armstrong, 1990). Actualmente estan siendo utilizadas para estudios de
determinados factores moleculares y proteinas concretas aprovechando la
facilidad que ofrecen estas especies para crear transgénicos. De este modo se
puede estudiar una via concreta del metabolismo afiadiendo o suprimiendo un
enzima, un receptor o una proteina transportador de una especie, y viendo los
efectos que esto produce.

Los primates serian el modelo ideal para estudiar la aterosclerosis, aunque no
todos son LDL-mamiferos como los humanos. La especie mas estudiada es la
cinomolgus, Macaca fascicularis. Pese a su similitud con los humanos también
presentan algunas diferencias como un bajo nivel de triglicéridos lo cual supone
unas particulas de LDL mayores que las humanas, que son las responsables en
este caso de la coronariopatia. Es de todas formas la unica especie animal que nos
permite estudiar la lipoproteina (a). Es conocido como el modelo periclinico ya

que representan el paso intermedio entre lo que serian otros animales y los
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humanos. Es un modelo preferido por este parecido a los humanos, su tamafo que
facilita la toma de muestras incluso a nivel de coronarias, y su tiempo de vida que
permite estudios a largo plazo. Pero su coste y su dificil manejo hacen de este
animal un modelo restringido a pocos grupos cientificos. En concreto existen 2
centros en los Estados Unidos que estan autorizados, para estudios en los que no
existe otro modelo animal igual de parecido al humano, y en los que los posibles
beneficios a obtener son considerables (Armstrong, 1990).

Si nos centramos en el estudio del tratamiento hormonal sustitutivo y los animales
de experimentacion nos quedamos practicamente con el estudio de 2 tnicas
especies animales: los conejos y los primates.

Dentro de los conejos, los primeros estudios en mostrar la influencia hormonal
sobre la placa de ateroma datan de los afios 60 (Constantinides, 1962), utilizando
estriol y prednisolona. Posteriormente en los afios 80 se continuaron haciendo
estos mismos trabajos experimentales ya con estradiol y progesterona (Fisher,
1985), y fue con el inicio de los afios 90 y la llegada del tratamiento hormonal
sustitutivo cuando hubo la verdadera expansion de estos trabajos, probando los
distintos preparados hormonales que iban apareciendo y sus efectos sobre la placa
de ateroma. Asi podemos encontrar estudios con diversos preparados y dosis de
estrogenos (oral, transdérmico y intramuscular), asi como con gestagenos y sus
diversas formas. Y mas recientemente estudios con raloxifeno y tibolona. Dada la
estrecha relacion de estos estudios con nuestro trabajo en la discusion se
ampliaran estos aspectos.

El otro gran grupo de estudios se ha realizado con monos. Estos estudios se

empezaron a realizar a principios de los afios 90. El hecho de que presenten una
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menarquia y una menopausia distinguibles, un ciclo menstrual de 28 dias, y
variaciones hormonales similares a las humanas, hace posible con una
ooforectomia bilateral crear una menopausia quirurgica, y usar a estos animales
como modelos de menopausia (Clarkson, 1996). Esto ha hecho posible usar a
estos animales no tan solo para el estudio de la coronariopatia sino también para
estudiar masa dsea, y incontinencia urinaria.

El principal grupo cientifico en usar este modelo se halla ubicado en el
Comparative Medicine Clinical Research Center, en la Universidad de Wake
Forest, en Carolina del Norte. El primer paso que dio este grupo fue comprobar
como la castracion junto a una dieta rica en colesterol implicaba una mayor
aterogénesis coronaria en aquellas monas castradas comparadas con las no
castradas (Adams, 1985). Posteriormente y a partir de la década de los noventa se
han venido realizando distintos estudios para comprobar los efectos del
tratamiento hormonal sustitutivo sobre la placa de ateroma y funcionalismo
vascular que seran comentados en la discusion. En lineas generales podemos decir
que se encuentran efectos beneficiosos de los estrégenos que se pierden al afiadir
gestagenos.

Asimismo los primates también han sido utilizados para estudiar otros marcadores
de riesgo cardiovascular como pueden ser el peso corporal y la distribucion de la
grasa o la resistencia a la insulina, viendo otra vez un efecto positivo de los
estrogenos contrarrestado por los gestagenos. Y también se han utilizado para
estudiar los efectos de los llamados fitoestrogenos con efectos positivos de los

mismos (Wagner, 2000).
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Encontramos también un estudio realizado con primates y raloxifeno (Clarkson,
1998), que por sus resultados negativos fue de gran importancia en el momento de
su publicacion ya que hasta la fecha todos los marcadores estudiados con
raloxifeno ofrecian un perfil favorable al mismo. Estos resultados seran ampliados
en la discusion. Esta pendiente de publicacion un estudio realizado con primates y
tibolona de similares caracteristicas.

Como resumen de los estudios realizados con primates los estrogenos tienen un
complejo papel en la inhibicion de la ateromatosis coronaria, con efectos
beneficiosos en la actividad vasomotora, en el metabolismo lipidico, asi como en
la resistencia a la insulina y la distribuciéon de la grasa corporal. Asimismo
mejoran la estabilidad de la placa. Ademas parece haber una clara tendencia del
acetato de medroxiprogesterona a atenuar o impedir los efectos beneficiosos
logrados con los estrogenos. Parece clara desde este punto de vista la necesidad de
buscar otros gestagenos para acompaiar a los estrogenos en el tratamiento
hormonal sustitutivo. S6lo disponemos de un estudio con raloxifeno y carecemos

de momento de algin estudio realizado con tibolona y primates.
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Hipotesis del estudio

El tratamiento hormonal sustitutivo y los
nuevos farmacos  alternativos pueden
presentar un efecto protector sobre la génesis
y crecimiento de la placa de ateroma aortica
en conejas castradas sometidas a dieta

hipercolesterolémica.
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Objetivos del estudio

1 — Valorar si el modelo de la coneja ooforectomizada sometida a
dieta hipercolesterolémica es util para el estudio de la placa de
ateroma.

2 — Aplicar distintas metodologias (cuantificacion macroscopica y
microscopica del tamafio de la placa de ateroma, y cuantificacion
del colesterol total de la aorta) para el estudio de la ateromatosis.
3 — Valorar si un analisis completo de las lipoproteinas
plasmaticas es util para el estudio de la aterogénesis.

4 — Demostrar que el tratamiento hormonal sustitutivo protege
de una forma directa de la enfermedad cardiovascular mediante
disminucion significativa de la placa de ateroma.

5 — Demostrar que los nuevos farmacos alternativos al
tratamiento hormonal sustitutivo convencional también pueden

disminuir la placa de ateroma.
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Material y métodos

5.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Se utilizaron un total de 48 conejas blancas de raza neozelandesa cuyo peso
oscilaba entre 2500 y 3500 gramos. Los animales se distribuyeron en 6 grupos de
8 cada uno: un grupo control (C), un grupo sham o simulado (S) y cuatro grupos
que se trataron con tibolona (T), raloxifeno (R), estradiol (E), y estradiol mas
acetato de ciproterona (EC).

Todas las conejas fueron sometidas a un periodo de 2 semanas de aclimatacion y
al inicio de la tercera semana y previa anestesia con ketamina (30-40 mg./kg. i.m.
) y xilazina (5-8 mg./kg. i.m.) se procedié a la intervencidon quirtrgica que
consistio en laparotomia + anexectomia bilateral para los grupos control, tibolona,
raloxifeno, estradiol, y estradiol-ciproterona , y laparotomia sin mas cirugia para
el grupo sham. Antes de la anestesia se procedia a una sedacion con
clorpromazina (2 mg./kg. i.m. ) y también se administraba atropina (0.05 mg./kg.
s.c. ) para evitar posibles bradicardias en los animales.

Durante la primera semana de aclimatacién no se realizaba ninglin acto con las
conejas para comprobar su correcto estado y al inicio de la segunda semana se
continuaba con la dieta estdndar pero limitando su cantidad a 100 gr./dia para
habituarlas a la dosis que ingeririan durante el resto del estudio. Posteriormente a
la intervencion quirurgica se dejaron 2 semanas de recuperacion en las que la
dieta siguio siendo la estandar a la misma dosis de 100 gr./dia y al inicio de la
quinta semana se inici6 la dieta hipercolesterolémica, y el tratamiento hormonal

correspondiente en cada grupo tratado. Los grupos C y S solo recibian la dieta
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hipercolesterolémica. Estas dietas se prolongaron hasta la semana 16, estando un
total de 12 semanas con esta dieta y el tratamiento si procedia.

La dieta hipercolesterolémica para inducir la aterosclerosis estaba basada en la
dieta estandar a la cual se le anadian 0.5 gr. de colesterol por cada 100gr. de
comida.

Todas las dietas estaban elaboradas por el laboratorio UAR (Francia) y su filial
Panlab S.L.(Barcelona, Espafia) especializados en dietas para animales de
experimentacion. Se calculd la dosis total de farmaco a administrar durante las 12
semanas de tratamiento y ésta le era facilitada al laboratorio el cual la mezclaba
con la dieta de colesterol de forma homogénea.

La cantidad de 100 mg./dia era empaquetada de forma periddica en bolsas
expresas y administrada diariamente por nuestro equipo, asegurando asi la ingesta
homogénea en todas las conejas en cuanto a colesterol se refiere asi como al
farmaco administrado ya mezclado con la dieta.

Durante todo el estudio se procedid al peso semanal de las conejas y a la
cuantificacion del sobrante de la comida para poder asi identificar cualquier
diferencia entre los grupos en cuanto a ingesta se refiere.

Todas las conejas fueron sometidas a extracciones sanguineas seriadas a lo largo
del estudio para determinar niveles de lipidos plasmaticos. A lo largo del estudio
se procedié a 6 extracciones sanguineas en ayunas a partir de la vena marginal o
de la arteria central de la oreja de las conejas : una previa a la intervencion
quirtrgica al inicio de la semana 3 (extraccion 1), otra al inicio de la semana 5
previa a la instauracion de la dieta hipercolesterolémica después de 2 semanas de

la practica de la anexectomia (extraccion 2), y las 4 restantes se realizaron a
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intervalos de 3 semanas hasta su sacrificio en que se realizaba la ultima extraccion
(extracciones 3, 4, 5,y 6). Por regla general se conseguia obtener de 10 a 20 cc. de
sangre de cada coneja y extraccion.

Al finalizar la semana 16 las conejas se sacrificaron con una inyeccion
endovenosa de una solucion de pentobarbital al 10 % (100 mg./kg), procediéndose
a la extraccion de la aorta en su totalidad para su estudio posterior. Ademas de
modo complementario también se procedioé a la extraccion y estudio del corazon,

higado, y tutero.

5.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Se escogieron conejas blancas neozelandesas basandonos en los multiples
estudios sobre aterosclerosis realizados con este tipo de animales (Overturf, 1992;
Haarbo, 1996). Como se ha comentado anteriormente es una animal con el cual
resulta comodo trabajar al ser docil y facilmente manejable, siendo ademas su
adquisicion y mantenimiento de bajo coste.

Las conejas tienen un aparato genital dividido en tres secciones: los ovarios, las
trompas y sus 2 hemitteros, y la vagina y vulva. Basandonos en la Tesis Doctoral
del Dr. Carmona (Carmona, 1991) haremos una descripcion breve del mismo.

Los ovarios son de forma ovoidea alargada, unidos a la pared abdominal por el
ligamento lumbo-ovarico, y al hemittero correspondiente por el ligamento tero-
ovarico. Por su cara interna reciben el pediculo vascular.

Las conejas , como todos los mamiferos a excepcion de los primates, presentan un
aparato genital en que no se han fusionado los conductos de Miiller, dando lugar a

un utero doble. Existen 2 cuellos, dispuestos en cafion de escopeta, que estan
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seguidos por los 2 hemiuteros de forma cilindrica y que se alejan el uno del otro
en un angulo de 150 grados aproximadamente, hasta alcanzar una longitud de
unos 6 cm. Histolégicamente el utero presenta al igual que los humanos una
mucosa o endometrio, una capa media muscular lisa, y una serosa externa. El
endometrio estd formado por un epitelio cilindrico simple, con células ciliadas y
secretoras, y un corion de tejido conjuntivo que alberga las invaginaciones
glandulares.

Las trompas nacen donde finaliza cada hemititero y tienen una longitud de 3 a 4
centimetros, hasta alcanzar el polo superointerno del ovario.

La coneja presenta un ciclo sexual continuo, sin interrupciones, con actividad
sexual continua, s6lo interrumpida por la gestacion. Alcanza la pubertad a los tres
meses de vida aproximadamente, iniciando entonces la capacidad de ovular que
solo es provocada en caso de coito con una descarga de LH. Si no existe el coito
las conejas no tendran ovulaciones y su secreciéon hormonal ovéarica serd minima.
Existird una secrecion hipofisaria de FSH, con un crecimiento folicular que en
caso de no producirse la ovulacion a los 12-16 dias regresaran y seran
reemplazados por otros.

Las conejas utilizadas en este estudio eran adultas de tres o cuatro meses de edad
y su peso oscilaba entre 2500 y 3500 gramos. Procedian de la granja Riera de la
Ametlla del Vallés la cual esta dedicada exclusivamente a animales de laboratorio
para fines experimentales. Eran traidas en grupos de 4 a 8 conejas para poder
permitir asi escalonar el trabajo experimental, y dejadas inicialmente durante una
semana aisladas en una habitacion aparte del resto de animales para comprobar su

correcto estado y posteriormente iniciar la parte experimental con las mismas.
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Ya trasladas a la sala definitiva eran mantenidas en jaulas individuales en
habitaciones con capacidad de hasta 16 animales evitando siempre el contacto de
unos con otros. En esta sala los animales se mantenian con ciclos de luz de 12
horas y a una temperatura constante de entre 18 y 22 °C. La dieta era administrada
diariamente en un receptaculo expreso, y el agua en botellas adaptadas a las
jaulas a libre disposicion de los animales.

El manejo de las conejas debe ser firme y cuidadoso. La mejor manera de asirlos,
para poder asi trasladarlos en los distintos examenes realizados, es por el pliegue
cutaneo dorsal, sobre las patas anteriores, mientras que la otra mano sostiene las
patas posteriores y las ancas aguantando el peso del animal.

Los animales una vez trasladados a la sala definitiva eran rotulados para poder asi
ser identificados. Se rotulaba por una parte la jaula del animal y por otra la cara
interna de la oreja de cada coneja, evitando asi confusiones en los traslados de los

animales.

Figura 7. Disposicion de las distintas jaulas en el estabulario.

Se observan 4 conejas del grupo sham.
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Figura 8. Detalle de una de las jaulas. Se observa el receptaculo para la

comida asi como el bebedero.

5.3. TECNICA ANESTESICA.

La anestesia se realiz6 combinando tres tipos de farmacos para conseguir una
buena relajacion del animal con la minima dosis posible de cada farmaco para asi
disminuir a lo minimo los posibles efectos secundarios de la medicacion.

Antes de la anestesia se procedia a una sedacién con clorpromazina (2 mg./kg.
1.m.) para disminuir la ansiedad de los animales unos 30 minutos antes de los
otros farmacos, que después nos permitia un manejo mucho mas facil. También
se administr6 atropina (0.05 mg./kg. s.c.) 20 minutos antes de la intervencion para
evitar posibles bradicardias en los animales.

La anestesia propiamente dicha se realizaba con ketamina (30-40 mg./kg. i.m.) y

xilazina (5-8 mg./kg. i.m.), pudiendo iniciar la intervencion a los 10 minutos.
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La ketamina deprime el sistema tdlamo-neocortical, produciendo amnesia y
catalepsia con una analgesia somatica profunda, aunque con un aumento del tono
muscular esquelético.

La xylazina es un sedante, con gran potencia analgésica y relajante muscular.
Debido a que puede producir disminucién de la frecuencia respiratoria y
bradicardia antes se debe administrar la atropina.

Con esta pauta se conseguia una posicion de decubito de los animales a los 10

minutos que nos permitia intervenir quirdrgicamente sin problemas.

5.4. TECNICA QUIRURGICA.

Una vez realizada la sedacion y anestesia del animal se procedia a fijar al animal
en un soporte quirirgico expreso en posicion de dectbito supino sujetando las
cuatro extremidades con ligaduras laxas para asi obtener una buena exposicion del
abdomen de la coneja y un buen campo quirtrgico. Se rasuraba la zona abdominal

y se desinfectaba con povidona iodada previo al entallado estéril de la zona.

conillipg

Figura 9. La coneja ya anestesiada antes de iniciar la intervencion.
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La técnica quirtrgica empleada consistia en una laparotomia media de unos 3-4
cm. de longitud mediante una incisién vertical y una diseccioén por planos hasta
llegar a la cavidad abdominal. Una vez en la cavidad abdominal se localizaban los
genitales internos. Estos, como hemos comentado, estdn constituidos por dos
heminteros al final de los cuales se localizan con facilidad las trompas uterinas y
los ovarios. Con 2 pinzas tipo Mosquito y ligaduras de catgut 2/0 se procedia a la
individualizacion del ovario de los pediculos vasculares y de los ligamentos
lumbo-ovarico y utero-ovarico para asi obtener de forma simple y exangiie el
ovario. Una vez comprobada la hemostasia se procedia al cierre de la pared
abdominal en 2 capas con Vicryl 2/0 con puntos simples. Una primera capa para
peritoneo, musculo y fascia, y una segunda capa para la piel, con lo cual

finalizaba la intervencion.

Figura 10. Laparotomia ya realizada.
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o o r

Figura 11. Vision de los genitales internos, con la vagina

y los dos hemitteros.
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Figura 13. Seccion y sutura de los pediculos ovaricos

previo pinzamiento de los mismos con obtencion del ovario.

Figura 14. Finalizacion de la intervencion con la herida cerrada.
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5.5. ESQUEMAS DE TRATAMIENTO.

Después de la intervencion quirtrgica los animales tuvieron 2 semanas para

recuperarse de la misma durante las cuales siguieron una dieta normal de 100

gramos diarios.

Finalizadas estas 2 semanas se inicié la dieta hipercolesterolémica mas los

distintos tratamientos hormonales.

Las pautas de tratamiento realizadas fueron:

l.

2.

Grupo control (C): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia.

Grupo sham (S): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia.

Grupo tibolona (T): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia + 6 mg./dia de
tibolona.

Grupo raloxifeno (R): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia + 35 mg./dia de
raloxifeno.

Grupo estradiol (E): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia + 3 mg./dia de
valerianato de estradiol.

Grupo estradiolciproterona (EC): dieta hipercolesterolémica, 100 gr./dia + 3

mg./dia de valerianato de estradiol y 0.5 mg./dia de acetato de ciproterona.

La tibolona es un compuesto esteroideo relacionado con los derivados de la 19-

nortestosterona , que presenta una triple actividad: estrogénica, progestagénica y

androgénica. El efecto final de esta hormona dependera del tejido sobre el que actue,

presentando lo que se ha llamado una actividad tejido-especifica (Palacios, 2001).

Tras ser ingerida por via oral la tibolona se metaboliza en tres moléculas distintas:

los metabolitos 3a-OH y 3B-OH y el isémero A4, las cuales se fijaran a los
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receptores estrogénicos, progestagénicos y androgénicos con distinta afinidad segun
los tejidos dando lugar a acciones distintas. Asi se obtienen efectos inhibidores a
nivel del tejido endometrial (Genazanni, 1991; Ginsburg, 1996) y mamario
(Ginsburg, 1995) y estimuladores sobre el tejido 6seo (Rymer, 1994; Bjarnason
1996), con un perfil lipidico diferente al clasico obtenido con los estrégenos
(Castelo-Branco, 1999), y un aumento de la libido con una reduccion del sindrome
climatérico (De Aloysio, 1987).

El raloxifeno es una nueva molécula esteroidal clasificada dentro del grupo de los
SERM (selective estrogen receptor modulator) capaz de actuar como agonista o
antagonista segun el receptor al cual se une. Esta molécula actuaria de forma
inhibitoria en el utero (Boss, 1997) y en la mama (Cummings, 1999), y por el
contrario aumentaria la masa 6sea (Ettinger, 1999) y disminuiria los niveles de
colesterol plasmatico (Walsh, 1998) y de la homocisteina sin afectar la PCR
(Walsh, 2000).

El acetato de ciproterona fue introducido en la terapia hormonal sustitutiva como
un compuesto antiandrogénico util para el sindrome climatérico, seguro para el
endometrio, y con un perfil lipidico satisfactorio (Alwers, 1999), con una ausencia
de efectos sobre el peso y la presion arterial (Quéreux, 1994). Se trata al igual que

el acetato de medroxiprogesterona de un derivado de la 17-a-OH-progesterona.

La dosis de tibolona se eligi6 a partir del unico trabajo publicado con un disefio
semejante al nuestro (Zandberg, 1998) en el cual se utilizaban 3 dosis distintas del
farmaco siendo la de 6 mg. con la que se obtenia unos niveles plasmaticos de

tibolona similares a los humanos.
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El grupo tratado con raloxifeno lo recibi6 a razén de 35 mg. /dia. Esta dosis
también estaba basada en un tnico articulo publicado hasta la fecha (Bjarnasson,
1997) con la cual también intentaban simular niveles plasmaticos similares a los
humanos. Posteriormente aparecié un segundo estudio aumentando la dosis hasta
210 mg./dia (Bjarnasson, 2000), aduciendo que la primera dosis habia sido
excesivamente baja y que esta ultima dosis es la que mejor se correspondia con
los valores hallados en humanos.

El grupo tratado con valerianato de estradiol lo recibi6 a razén de 3 mg./dia para
intentar conseguir asi unos niveles plasmaticos también similares a los humanos.
La mayoria de estudios realizados con estradiol utilizan tratamientos
intramusculares (Bruck, 1997; Hanke, 1999) u otros tipos de preparados orales o
incluso transdérmicos con 17-beta-estradiol (Haines, 1999). Los estudios de
Bruck y Hanke usan valerianato de estradiol intramuscular a una dosis de 1
mg./kg./semana. Esta dosis intramuscular equivaldria a unos 6 mg./dia via oral
para conejas. El estudio de Haines usa 0.1 mg./kg./dia (unos 0.3 mg./dia) de 17-
beta-estradiol oral. Los estudios de Bjarnason y Haarbo (Haarbo, 1991; 1996;
Bjarnason, 1997) utilizan 17-beta-estradiol oral pero a dosis de 4 mg./dia. Debido
a las grandes diferencias entre unos estudios y otros decidimos utilizar una dosis
intermedia de 3 mg./dia de valerianato de estradiol.

Por analogia a la dosis de valerianato de estradiol escogimos la dosis de acetato de
ciproterona ya que en este caso no disponiamos de ninglin estudio experimental
para poder comparar. Calculamos la dosis total que se deberia administrar en un
mes teniendo en cuenta que lo ibamos a dar de forma continua y no ciclica como

se da en humanos y asumimos la dosis de 0.5 mg./dia.
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5.6. TECNICA DE SACRIFICIO.

Una vez finalizada la semana 16 se procedia al sacrificio de los animales.
Inicialmente se procedia a una sedacion con clorpromazina (5 mg./kg.) y una vez
sedado se inyectaba la solucion endovenosa de pentobarbital (100mg./kg.) lo cual
producia la muerte del animal en pocos segundos.

A continuacion se practicaba una laparotomia media en toda la extension del
animal continuando la misma con una esternotomia exponiendo todo el paquete
visceral el cual se extraia en bloque. De este paquete visceral se localizaba la aorta
desde la cara dorsal del mismo y a través de una pequefa incision se abria
longitudinalmente desde el cayado adrtico hasta la bifurcacion iliaca.
Posteriormente se iba liberando de todo el tejido subyacente hasta obtenerla en su
totalidad. A su vez se obtenian el utero desde los cérvix hasta las trompas
uterinas, el higado en su totalidad y el corazon, que eran pesados y incluidos en
formaldehido al 4 % para su posterior estudio.

Las aortas, una vez extraidas en su totalidad, eran fijadas con alfileres sobre una
placa de corcho con el objeto de evitar la retraccion durante el proceso. El tejido
se dejaba fijar en formaldehido al 4 % durante 24 horas para su tincion posterior

en el laboratorio de Anatomia Patologica.
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5.7. CUANTIFICACION DE LA PLACA DE ATEROMA.

Una vez fijadas las aortas se procedia al lavado de la aorta con alcohol al 70% y se
sumergia en solucion de Herxheimer durante 20 minutos. Esta solucion de
Herxheimer habia sido preparada anteriormente y estaba constituida por 500 cc de
alcohol al 70%, 500 cc de acetona y 5 gramos de Sudan IV que es un colorante
con gran avidez por los lipidos. Esta tincion permite visualizar claramente las
placas de ateroma al teiir los lipidos que éstas contienen en rojo. Tras la tincidén
se lavaba el exceso de colorante con alcohol al 80% durante 20 minutos y
posteriormente con agua durante una hora, quedando las aortas ya tefiidas y listas
para su estudio.

A continuacion, las aortas eran fotografiadas en el servicio de Anatomia
Patologica. De cada aorta se tomaron 2 fotografias: una correspondiente a la aorta
tordcica y otra a la aorta abdominal separandolas a nivel del tronco celiaco. En
cada fotografia se incluyd junto a la aorta una regla milimetrada para efectuar
posteriormente la calibracion. Las imagenes fueron digitalizadas y archivadas en
formato JPEG para poder ser procesadas informaticamente mediante el programa
de analisis de imagen Olympus Microimage 3.0. Una vez capturada la imagen y
efectuada la calibracion espacial con la regla milimetrada se seleccionaron en
primer lugar manualmente 10 o 12 pixels con las caracteristicas de coloracion de
las placas de ateroma (color rojo intenso). Tras esta seleccion manual, el programa
selecciona automaticamente todos los pixels con las mismas caracteristicas
colorimétricas, con lo que quedan claramente las placas de ateroma identificadas.
Tras comprobar visualmente la exactitud de la seleccion, el area seleccionada fue

. . . , . 2 . .
binarizada y medida automaticamente en mm~ . Posteriormente, y de la misma
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forma, se cuantificaba la totalidad de la area de la aorta. Asi se obtenia de forma
exacta el porcentaje total de la aorta lesionada por las placas de ateroma,
dividiendo el numero de mm? lesionados por el nimero total de mm?” de la aorta.
Este proceso se repitié en todas y cada una de las fotografias obtenidas de las
aortas, calculandose de este modo los porcentajes de area de ateroma de la aorta

toracica y de la aorta abdominal. (Figura 15)
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Figura 15. Fotografias de las aortas correspondientes a una del grupo
sham y a otra del grupo tratado con tibolona tefiidas con Sudan IV, y la
mascara realizada para cuantificar la ateromatosis. Se muestran las

aortas en su totalidad para obtener una mejor imagen aunque la

medicion se hacia por separado de aorta toracica y abdominal.

a) Aorta de una coneja del grupo sham tefiida con Sudan IV. Se observa
la regla milimetrada utilizada para calibrar.

b) Mascara realizada con el programa Olympus Microimage 3.0 de la aorta
anterior del grupo sham.

d)Mascara realizada con el programa Olympus Microimage 3.0 de la aorta
anterior del grupo tratado con tibolona.
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5.8. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO DE LA PLACA DE

ATEROMA.

Una vez efectuadas las fotografias de las aortas se procedio de forma inmediata a
la seleccion y obtencion de las muestras para su procesamiento y estudio
histologico. En cada aorta se incluyeron cinco secciones transversales de la pared
(de 2 mm. cada una), tomadas de forma sistematica de : 1) aorta ascendente a dos
cm. del inicio de los troncos supraaorticos, 2) aorta toracica descendente a tres
cm. del tronco celiaco, 3) aorta abdominal a nivel del tronco celiaco, 4) aorta
abdominal un cm. antes de la bifurcacion iliaca y 5) placa de ateroma de mayor
tamafo.

Las cinco secciones aorticas referidas anteriormente fueron incluidas en parafina
siguiendo los procedimientos estandar. Posteriormente se realizaron en cada
bloque cortes histoldgicos de 4 um que se tifieron, uno con hematoxilina-eosina, y
los otros con técnicas de inmunohistoquimica utilizando anticuerpos primarios
contra a-actina (Dako Co, Carpinteria, CA, USA; dilucion 1:1250, pretratamiento
de recuperacion antigénica con calor y citrato) para identificar las células
musculares lisas, RAM 11 (Dako Co, Carpinteria, CA, USA; dilucién 1:400) con
el objeto de identificar histiocitos y macrdéfagos de conejo, BAX (Dako Co,
Carpinteria, CA, USA; dilucion 1:50 pretratamiento de recuperacion antigénica
con calor y EDTA) para determinar apoptosis y MIB1 (Inmunotech, Marseille,
France; dilucion 1:400, pretratamiento de recuperacion antigénica con calor y
citrato) para determinar replicacion celular. Para los estudios de

inmumohistoquimia se parti6 del tejido fijado en parafina y se realizé mediante el
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método EnVision® (Dako Co. Carpinteria, CA, USA). En resumen, las secciones
de 4 um fueron desparafinadas con xileno e hidratadas en gradiente de alcoholes.
Se bloqued la peroxidasa enddgena durante 5 minutos con H,O, al 0.03%
conteniendo hidréxido sodico. Los cortes eran incubados con el anticuerpo
primario durante 40 minutos y lavados con TBS (Dako Co., Carpinteria, CA,
USA). El polimero marcado con peroxidasa fue aplicado durante 40 minutos.
Después de lavarlo con TBS, las preparaciones fueron incubadas con solucion de
sustrato cromogeno de diaminobencidina, lavadas en agua destilada, tefiidas con
hematoxilina, lavadas, deshidratadas y montadas.

Los cortes histologicos tefiidos con hematoxilina-eosina nos permitieron
cuantificar de otro modo la placa de ateroma tanto en extension como en altura de
la misma, utilizando el mismo programa informdatico de analisis de imagen
(Olympus Microimage 3.0).

Las diferentes tinciones de inmunohistoquimia nos permitieron observar la
composicion celular de la placa de ateroma (macrofagos y células musculares
lisas) y determinar la presencia de apoptosis y replicacion celular. Se hizo ademas
una valoracion semicuantitativa de las células en replicacion, calculando en el
campo visual de maxima replicacion el porcentaje de células que se hallaban en

replicacion sobre el total de las mismas.

5.9. CUANTIFICACION DEL COLESTEROL TOTAL DE LA

AORTA.

Una vez realizadas las fotografias y obtenidos los cortes histoldgicos referidos, la

aorta restante fue remitida al laboratorio de Bioquimica para su estudio. Una vez
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limpia, se separaba la media de la adventicia desechando esta ltima. La media y
la intima restantes se secaban para obtener el peso seco de la aorta, la cual se
fragmentaba con un bisturi y se reconstituia con 10 mL de suero fisioldgico para
su posterior homogenizacion utilizando un Politron (Kinematica AG, Littau-
Luzern, Switzerland). El colesterol se extraia mediante el método de Folch (Folch,
1957). Brevemente, se afiaden al homogenizado 50 mL. de una solucion de
cloroformo-metanol 2:1, se agita y se filtra. A continuacion se afiaden 6 mL de
agua destilada para la mejor separacion de ambas fases. La mezcla se agita
durante 24 horas y se centrifuga posteriormente. Asi quedan distribuidas las capas
lipidica y proteica , las cuales se separan , filtran y evaporan hasta obtener un
extracto completamente seco de cada una de ellas.

El extracto lipidico se reconstituye con 1 mL. de 2-propanolol y la concentracion
de colesterol se determina mediante un método enzimatico comercial (CHOD-
PAP; Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY) . El extracto proteico se reconstituye
con 1 mL de suero fisiologico y las proteinas se determinan mediante el método

de Lowry adaptado (Lowry, 1951).

5.10. ANALISIS DE LiPIDOS PLASMATICOS.

Las muestras sanguineas obtenidas de las conejas durante las seis extracciones de
todo el estudio eran remitidas al laboratorio de Bioquimica, donde una vez
centrifugadas y separado el sobrenadante se procedia a la determinacion de los
niveles de colesterol y triglicéridos tanto en suero total como en las distintas
fracciones lipoproteicas (VLDL, IDL, LDL, HDL). Las fracciones se separaban

mediante dos ultracentrifugaciones. Una primera ultracentrifugacion para separar
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las VLDL con un rotor de angulo fijo (18 horas, 45000 rpm, 15°C) y una segunda
para separar el resto de las fracciones (IDL, LDL, HDL) con un rotor vasculante
(22 horas, 45000 rpm, 15°C). En todas las fracciones se determinaron los niveles
de colesterol (método CHOD-PAP; Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY) y

triglicéridos (método TGO-PAP; Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY).

5.11. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis estadistico de este estudio se ha utilizado el software SPSS 9.0.
Las variables se han descrito con la media y la desviacion tipica. Las variables que
no presentaban homogeneidad de varianzas se han transformado de forma
logaritmica. Si la heterogeneidad no se ha podido corregir se han utilitzado tests
no paramétricos. Se han excluido aquellos datos muy anémalos, en concreto en el
analisis del peso uterino se ha prescindido de una coneja del grupo sham, y en el
analisis del peso cardiaco de una del grupo control.

Para comprobar homogeneidad en variables basales se ha realizado un analisis de
la varianza con ANOVAS. Para ver el efecto de los tratamientos sobre las
variables respuesta se ha realizado también un analisis de la varianza con
ANOVAS y ANCOVAS. Se ha realizado asimismo un estudio de lipidos
plasmaticos mediante calculo del area bajo la curva dividido por la duracion del
estudio en semanas.

Las comparaciones multiples se han realizado con la correccion de Student-
Newman-Keuls.

Se han realizado rectas de regresion para determinar si las placas de ateroma y el

colesterol adrtico presentaban algun tipo de relacion lineal con los lipidos
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plasmaticos expresados como el area bajo la curva del colesterol total. Y también
se ha realizado una recta de regresion para estudiar la relacién entre el peso
cardiaco y el peso de los animales.

Todo se ha hecho utilizando una significacion del 5%.
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Resultados

6.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA.

En la Tabla 1 se expone la distribucidn inicial de los animales en cada grupo, con el
nimero de animales que se utilizaron para los andlisis finales.

Recordemos los distintos seis grupos:

1. Grupo control (C).

2. Grupo sham (S).

3. Grupo tibolona (T).

4. Grupo raloxifeno (R).

5. Grupo estradiol (E).

6. Grupo estradiolciproterona (EC).

Todos los grupos fueron castrados a excepcion del grupo sham que servia a su vez de
grupo control de la ooforectomia.

Todas las conejas completaron el estudio a excepcion de una coneja del grupo
raloxifeno que hubo de ser sacrificada debido a una fractura vertebral, y dos conejas
del grupo EC . La primera fue exitus a causa de una neumonia por Pasteurella

multocida y la segunda debido a una diarrea incoercible.
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Tabla 1. Distribucion por grupos de los animales.

Ooforectomizados  Tratamiento Animales Animales
iniciales finales
Control (C) Si Ninguno 8 8
Sham (S) No Ninguno 8 8
Tibolona (T) Si Tibolona, 8 8
6 mg./dia
Raloxifeno (R) Si Raloxifeno, 8 7
35 mg./dia
Estradiol (E) Si Valerianato de 8 8
estradiol,
3 mg./dia
Estradiol- Si Valerianato de 8 6
ciproterona
(EC) estradiol, 3

mg./dia +
acetato de
ciproterona 0.5

mg./dia
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La ingesta por parte de las conejas a lo largo de todo el estudio ha sido practicamente

del 100% de la dieta administrada. Pese a ello y aunque no habia diferencias en

cuanto al peso inicial de las conejas en los seis grupos, al final se observo que el

grupo tratado con tibolona presentaba unos pesos inferiores (Tabla 2 y Figura 16)

respecto a los otros cinco.

Tabla 2. Pesos de los animales.

Pesos iniciales Pesos finales

Control (n=8) 2956.11£226.7 3566.5£230.3
Sham (n=8) 2917.0£178.2 3505.2+£229.1
Tibolona (n=8)  2914.0+242.2  3206.3+292.3"
Raloxifeno (n=7) 3040.63+166.67 3455.71+167.21
Estradiol (n=8) 2918.63+244.81 3624.25+156.54

Estradiol- 3065.63+£109.58 3655.5+123.16

ciproterona (n=6)

Todos los pesos estan en gramos expresados como medias £ desviacion tipica.

* p=0.003
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Figura 16. Evolucion del peso de los animales a lo largo del estudio.
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La pendiente del grupo T es ligeramente inferior a los otros grupos, con el

resultado final de un menor incremento de peso total.
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6.2. CUANTIFICACION DE LA PLACA DE ATEROMA.

Los porcentajes de placa de ateroma determinados por el método colorimétrico
mostraron las siguientes diferencias. (Tabla 3 y Figura 17)

El grupo tratado con tibolona mostraba menor porcentaje de placas de ateroma
ocupando la superficie adrtica tanto tordcica como abdominal que los grupos
raloxifeno y control.

En la aorta toracica el grupo T también mostraba menores valores que el grupo
EC.

En la cuantificacion total de la aorta el grupo T también mostraba valores menores
que los grupos C, R y EC.

No habia diferencias entre sham y control ni entre tibolona y estradiol , ni entre el
grupo E y el EC. De todas formas el grupo E mostraba una franca tendencia a la
disminucién respecto a los grupos sham y control aunque no llegaba a ser

significativa, al igual que sucedia con el grupo T respecto al S.
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Tabla 3. Porcentajes de ateroma adrtico.

Aorta abdominal Aorta toracica Aorta total
Control (n=8) 29.11£12.3 31.47£13.8 30.47£12.2
Sham (n=8) 26.55%15.5 23.59+16.8 24.51+16.1
Tibolona (n=8) 13.5646.2* 9.00+7.6" 10.2146.8"
Raloxifeno(n=7) 30.42+13.78 29.94+20.60 30.31£18.07
Estradiol (n=8) 16.41+£9.73 19.36+10.87 17.91£10.19
Estradiol- 26.36%7.67 29.23%8.5 28.16%£7.97

ciproterona (n=6)

Todos los valores estan expresados como medias * desviacion tipica.
*p=0.03 (T vs. Cy R)
"p=0.024 (T vs. C, Ry EC)

"p=0.02 (T vs. C, Ry EC)
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Figura 17. Resultados de la cuantificacion colorimétrica de la placa de
ateroma de toda la aorta expresados como medias y desviacion tipica.
Se observa el efecto franco de la tibolona y algo menor del estradiol, con un

efecto nulo del raloxifeno y del estradiolciproterona.
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Al estudiar los cortes histologicos y cuantificar la placa de ateroma de forma

microscopica vemos como tanto en extension de la placa como en altura de la

placa el grupo tratado con tibolona es el que presenta valores estadisticamente

significativos menores a los otros grupos (Tabla 4 y Figura 18).

Tabla 4. Determinaciones de la extension de la placa de ateroma medida

microscopicamente.

extension microscopica de

la placa de ateroma (mmz)

altura maxima de la placa

de ateroma (mm.)

Control (n=7)
Sham (n=6)
Tibolona(n=8)
Raloxifeno (n=7)
Estradiol (n=8)

Estradiol-
ciproterona (n=6)

3.31+2.25

2.96+2.45

0.27+0.23%

4.36+3.23

2.26x1.73

2.48%1.77

0.51+0.24
0.40£0.17
0.12+0.06*
0.38+0.08
0.31+0.11

0.29+0.08"

Todos los valores estan expresados como medias * desviacion tipica.

“p<.000 (T vs. C, S, R, E y EC)

*p<.000 (EC vs. C)
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Figura 18. Fotografias microscépicas de las placas de ateroma tefiidas
con hematoxilina-eosina correspondientes a una del grupo sham y a

otra del grupo tratado con tibolona. AT (ateroma); M (media); A

(adventicia).

P i = -

a)Grupo sham. Se observa una grues placa de ateroma que

practicamente dobla el grosor de la capa media (40x).

ateroma es mucho menor (100x).
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Ademas las diferencias observadas no vienen determinadas por el colesterol
plasmatico expresado como area bajo la curva sino por el tratamiento con tibolona

como se observa en la recta de regresion realizada (Figura 19).

Figura 19. Relacion entre el colesterol total plasmatico expresado como area
bajo la curva y las placas de ateroma cuantificadas microscéopicamente

expresadas en mm’.
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El grupo tratado con tibolona presenta una recta mas plana
evidenciando que para este grupo la placa de ateroma es independiente

del colesterol plasmatico expresado como area bajo la curva.
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6.3. CUANTIFICACION DEL COLESTEROL TOTAL DE LA

AORTA.

El analisis del colesterol adrtico tanto en funcion de las proteinas aorticas como del
peso de la aorta muestra como los grupos tratados con tibolona y estradiol presentan
valores menores al control y al sham. (Tabla 5 y Figuras 20y 21 )

El grupo tratado con raloxifeno s6lo muestra valores significativamente menores al
control y al sham cuando lo analizamos en funcion del peso adrtico.

El grupo EC no muestra diferencias respecto al control y al sham en ningln caso.
Tampoco hay diferencias entre sham y control.

Las rectas de regresion realizadas muestran como la disminucién del colesterol
adrtico para los grupos tratados es independiente del colesterol plasmatico expresado

en funcion del drea bajo la curva (Figura 22).
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Tabla 5. Determinaciones del colesterol adrtico en funcion del peso adrtico o

de las proteinas adrticas.

microgr. colesterol aortico/ mgr. colesterol adrtico/
mgr. aorta mgr. proteinas aorticas
Control (n=7) 8.55+4.63 3.75+2.41
Sham (n=6) 11.97+£11.33 7.31£9.35
Tibolona(n=8) 1.86+0.72* 0.90+0.37*
Raloxifeno (n=7) 3.8242.14" 2.15+1.66
Estradiol (n=8) 2.86+1.10" 1.0840.36"
Estradiol- 5.24+0.91 2.25+0.4

ciproterona (n=6)

Todos los valores estan expresados como medias * desviacion tipica.
*p<.000 (T vs. EC,CyS)
"p<.000 (E vs. C y S)

"p<.000 (Rvs.CyS)
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Figura 20. Determinaciones del colesterol adrtico en funcion del peso adrtico.
Se observa una disminucion en todos los grupos aunque sélo los grupos
tratados con tibolona, raloxifeno y estradiol muestran diferencias

significativas. Los valores estan expresados como medias y desviacion tipica.
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Figura 21. Determinaciones del colesterol adrtico en funcion de las proteinas
aorticas. Se observa una disminucion en todos los grupos aunque so6lo los
grupos tratados con tibolona y estradiol muestran diferencias significativas.

Los valores estan expresados como medias y desviacion tipica.
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Figura 22. Relacion entre el colesterol total plasmatico expresado como area

bajo la curva y el colesterol adrtico en funcion de las proteinas aérticas.
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Existe una correlacion lineal positiva significativa entre el colesterol
expresado en forma de AUC y los mgr.col./ mgr.prot. adrticas en los grupos
Cy S. A medida que aumenta el colesterol, los mgr.col./ mgr.prot. también
aumentan en los grupos control y sham. Por el contrario esta relacion no
existe para los otros grupos, y los mgr. colesterol adrtico siempre son bajos

independientemente del colesterol plasmatico.
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6.4. CUANTIFICACION DE LOS LiPIDOS PLASMATICOS.

Se han realizado 3 tipos de estudios con los lipidos: estudio basal y final; estudio
global mediante el estudio del area bajo la curva (AUC), y relacion entre el
colesterol y los triglicéridos de las distintas fracciones lipoproteicas (VLDL, IDL,

LDL, y HDL).

6.4.1. Lipidos basales:

Los niveles de lipidos plasmaticos basales obtenidos mostraron que habia diferencias
estadisticamente significativas en algunas variables. (Tablas 6 y 7)

Asi los grupos estradiol y tibolona tenian el colesterol y el colesterol-IDL menores a
los otros grupos.

El grupo EC tenia los triglicéridos-VLDL mas bajos que el grupo E.

La fraccion HDL de los triglicéridos basales también mostraba diferencias. Asi los
grupos raloxifeno y EC presentaban valores menores a los grupos estradiol y control,

y el grupo de la tibolona valores menores al grupo control.
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Tabla 6. Niveles de colesterol plasmatico al inicio del estudio.

COL Col VLDL Col IDL Col LDL Col HDL
Control 122.63+27.74 7.25%2.76 55.95424.27 22.31+£6.98  27.68+5.55
Sham 111.25434.82  7.384+6.95 43.81£22.66 18.39+8.33  26.49+5.64
Tibolona 78.5+8.54* 3.13+1.89 23.13+7.0% 16.13+£6.85  21.75£7.17
Raloxifeno  108.88+15.54 5.2543.06 52.38+11.24 20.88+2.42  26.25+3.49
Estradiol 65.25+17.01*% 3.75+3.01 20.75+£10.25% 14.2545.68  24.75+6.14
Estradiol-  106.75+19.65 3.38+2.39 43.25+16.15 16.38+2.67  22.88+6.9
ciproterona

Todos los valores estan en mgr/dL expresados como medias + desviacion

tipica.

#p<0.001 (Ty E vs. C, S, Ry EC)

*p<0.001 (Ty E vs. C, S, Ry EC)
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Tabla 7. Niveles de triglicéridos plasmaticos al inicio del estudio.

TG TgVLDL TgIDL TgLDL TgHDL

Control  67.13+12.71 14+7.86 18.44£7.63 9.49+2.15 23.1+16.04
Sham 54.25+£20.47 12.88+10.72 11.03£9.08 6.7£5.9 16.35+6.38
Tibolona 49.88+14.18 14.25+4.03  7.5+3.7 6.88+3.64 12.13+3.0%
Raloxifeno 53 0+18.75  18.63£5.71  11.045.83  53842.67 9.13%3.4*
Estradiol 61.5428.83  22.38+10.72" 12.74#11.96 9.63+6.0 20.88+6.24

Estradiol- 44754357  8.0+7.13 11.25+16.8 4.75+6.3 7.88%£3.76*

ciproterona

Todos los valores estan en mgr/dL expresados como medias + desviacion
tipica.

“p=0.021 (E vs. EC)

*p=0.001 Ry ECvs.CyE)

*p=0.001 (T vs. C)

Esta heterogeneidad en algunos lipidos basales es un problema al analizar las
variables respuesta al tratamiento (lipidos finales, lipidos AUC, placas de
ateroma), ya que las diferencias entre grupos podrian no ser debidas simplemente
al tratamiento, sin6 que también podrian ser debidas a esta heterogeneidad en los
propios lipidos iniciales. Por lo tanto se ha comprobado si los lipidos basales que

presentan diferencias entre grupos afectan a las variables respuesta al tratamiento
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o si por el contrario son independientes. Esto se ha hecho mediante el andlisis de
ANCOVAS.

Se ha visto que en ningun caso los respectivos lipidos basales y las interacciones
con las variables respuesta eran significativas (p>0.05) excepto cuando se ha
corregido por el triglicérido-VLDL basal que mostraba diferencias entre los
grupos E y EC afectando a las siguientes variables respuesta: % ateroma toracica,
% ateroma total, microgr col /mgr proteinas, ateroma total y placa mas alta
(medidas microscopicamente) y TG-VLDL (AUC). Estos resultados seran

comentados en la discusion de la tesis.

6.4.2. Lipidos finales.

Al final de la dieta aterogénica los niveles de lipidos plasmaticos aumentaron
significativamente en los 6 grupos, con las siguientes diferencias. (Tablas 8 y 9)

El grupo estradiol mostraba un colesterol final mas bajo que los grupos tibolona, EC
y sham.

La tibolona presenta un colesterol-LDL maés alto que los otros grupos.

El raloxifeno presenta unos triglicéridos-LDL menores al control y la tibolona, y el
estradiol (s6lo o unido a acetato de ciproterona) menores al grupo T.

El raloxifeno muestra asimismo unos niveles de colesterol-HDL mas bajos que la
tibolona, y unos triglicéridos-HDL menores a los grupos sham y tibolona, al igual
que el grupo EC. Finalmente la tibolona presenta un colesterol-IDL mas alto que los
grupos estradiol y sham.

Y los grupos estradiol y EC unos triglicéridos-IDL menores a la tibolona.
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Tabla 8. Niveles de colesterol plasmatico al final del estudio.

COL Col VLDL  Col IDL Col LDL Col HDL

Control ~ 1367.3+348.4 791.7£334.2 129.6+50.1  51.8429.5 28.5%23.5
Sham 1112.24364.2 616.6£174.3 97.5+50.4 40.1£17.9 18.3£12.8
Tibolona 1018.6£520.0 595.3£509.5 205.0+101.1% 109.8+122.0° 38.0+14.4
Raloxifeno  14(07.86+397.7 666.7+124.05 131+72.5 42.71424.68 14+7.66
Estradiol  1710.5+356.2* 734.38+108.8 95+44.8 35.13£13.92 24.38+7.69

Estradiol- ~ 1050.1+252.0 576+128.9 126.17£56.25 50.5+43.07  29.67+12.8

ciproterona
(n=6)

Todos los valores estin en mgr/dL expresados como medias £ desviacion
tipica.

*p=0.008 (E vs. T, ECyS)

“p<0.024 (Tvs.EyS)

"p=0.049 (T vs. S, C, R, E y EC)

“p=0.036 (R vs. T)

118



Resultados

Tabla 9. Niveles de triglicéridos plasmaticos al final del estudio.

TG TgVLDL TgIDL TgLDL TgHDL

Control ~ 367.3+407.6 253.7+433.5 18.2+10 14.0+8.7 13.8+11.4
Sham 248.1£291.1 171.6£285.6 17.7£14 11.7+£0.7 18.243.8
Tibolona 377.5+369.5 309.5£362.4 28.146.1 17.3£10.9 21.2+7.9
Raloxifeno 309 57+121.3 196.86£70.83 12.5+21.0 3.741.98* 8.0+.0"
Estradiol 80.5+26.07  97.63+49.02 9.25+3.6" 7.6+1.92% 14.75+5.09

Estradiol- ~ 246.17+136.1 78+44.86 9+5.1" 6+3.58"  8+5.4"

ciproterona
(n=6)

Todos los valores estan en mgr/dL expresados como medias + desviacion
tipica.

*p=0.028 (E y EC vs. T)

*p=0.001 (Rvs. Ty C)

“p=0.001 (E y EC vs. T)

"p=0.002 (Ry EC vs. Sy T)

Es de destacar la diferente distribucion de los niveles de colesterol y triglicéridos en
las lipoproteinas plasmaticas al inicio y al final del estudio. En condiciones basales,
el colesterol se encontrd distribuido fundamentalmente en la fraccion IDL (50%)

mientras que la fraccion VLDL solo representaba el 6%.
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Tras 12 semanas de tratamiento se invirtieron los porcentajes estando la mayor parte
del colesterol en las VLDL, sobrepasando el 50% en algunos casos, mientras el

colesterol de las IDL llegaba s6lo alreredor del 10% como méaximo.

6.4.3. Lipidos expresados como area bajo la curva.

Debido a las diferencias obtenidas en la ultima extraccion se optd por realizar
asimismo un analisis de los niveles de lipidos plasmaticos en forma de area bajo la
curva para obtener de este modo una cuantificacion mas real de lo que habia
sucedido a lo largo del estudio. (Tablas 10y 11)

El grupo tratado con tibolona presenta un colesterol total menor a los otros grupos a
excepcion del grupo EC, y un colesterol-VLDL menor al grupo control. Por el
contrario presenta un colesterol-LDL mayor a los otros grupos. Y unos niveles de
colesterol-IDL mayores al grupo tratado con estradiol.

El grupo tratado con raloxifeno presenta unos triglicéridos totales mayores a los
grupos tratados con estradiol (con o sin acetato de ciproterona) y al grupo sham.

Los grupos raloxifeno, EC y E presentan unos triglicéridos-LDL mayores al control.
Los grupos R y EC tienen unos triglicéridos-HDL menores al grupo control y
tibolona.

Y los grupos E y EC unos triglicéridos-IDL menores al grupo control.
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Tabla 10. Area bajo la curva de los niveles de colesterol plasmatico a lo largo

del estudio.

COL Col VLDL Col IDL Col LDL Col HDL

Control  14226.1£2210.0 7972.1£1691.7 2035.3+443.6  690.9£96.0 434.6+135.8
Sham 13180.1+3034.8 7524.8+2351.6 1640.3£575.8  603.7+267.2  403.9+181.1
Tibolona 8910.0+4335.2% 4456.3+3586.0" 2291.14465.2" 889.0+189.1% 513.2+115.8
Raloxifeno  145014+3048.11 7221.2+1385.7 1869.0£706.47 537.74106.1  357.5£54.27
Estradiol  14640.5+2338.4 7593.8+1854.6 1416.0+288.63 555.9191.5 410.25164.1

Estradiol- ~ 11587.741977.9 5882+1192.9  1997.9+534.9  616.1£136.09 373+71.7

ciproterona
(n=6)

Todos los valores estin en mgr/dL expresados como medias £ desviacion
tipica.

*p<0.003 (Tvs. C,S, Ry E)

"p=0.027 (T vs. C )

"p=0.025 (T vs. E)

£p=0.001 (T vs. C, S, R, E y EC).
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Tabla 11. Area bajo la curva de los niveles de triglicéridos plasmaticos a lo

largo del estudio.

TG TG VLDL TG IDL TG LDL TG HDL

Control  3378.0+1104.3 1882.14850.5  372.1£105.2"  226.9468.1 *  275.7462.2%
Sham 2311.6£599.8  1353.9+668.3  245.8+112.2 169.6+63.1 218.9165.3
Tibolona 2974.1£2986.6 2070.242821.6 301.5+£143.9 163.8+28.1 241.4+103.4%
Raloxifeno  4634.5+852.8% 2376.4+532.4  301.2+202.8 92.5£13.3 148.6+19.6
Estradiol  1877.5£574.1 1073.1£257.9  143.1+35.1 113.2£22.5 215.5+24.3

Estradiol-  2271.14898.6  1232.0+650.6  144.1+72.8 128.1£93.7 138.4+41.6

ciproterona
(n=6)

Todos los valores estin en mgr/dL expresados como medias £ desviacion
tipica.

*p=0.013 (Rvs.S,E,y EC)

"p=0.004 (C vs. Ey EC)

“p<0.001 (C vs.R,E,y EC)

£p=0.001 (C y T vs. Ry EC).
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6.4.4. Relacion colesterol/triglicéridos.

Se realizd6 asimismo una valoracion de la relacion colesterol/triglicéridos en las
fracciones lipoproteicas como posible indicador del potencial aterogénico de las
mismas, partiendo de los valores obtenidos a partir del area bajo la curva de cada
lipoproteina (por ejemplo Ratio VLDL= ColVLDL/TrigVLDL).

Se observaron diferencias en cuanto a las ratios de VLDL, IDL y LDL, y no para la
ratio de HDL. (Tabla 12)

La ratio VLDL mostraba valores menores de la tibolona y el raloxifeno respecto a los
grupos sham y estradiol.

La ratio IDL mostraba valores mas bajos del control respecto al estradiol (con o sin
acetato de ciproterona), y los grupos S, R, T, y E una ratio menor a la del grupo EC.
Y la ratio LDL mostraba valores mas bajos para el control respecto a la tibolona, el
raloxifeno, y el grupo EC. Mientras que el grupo S mostraba una ratio menor a la del

grupo EC.
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Tabla 12. Ratios de colesterol y triglicéridos a partir de los valores

obtenidos con el area bajo la curva de cada lipoproteina.

ColVLDL/TgVLDL  ColIDL/TgIDL  ColLDL/TgLDL  ColHDL/TgHDL

Control 5.142.9 5.6+1.3" 3.240.7 " 1.6+0.6
Sham 6.342.3 7.543.2 3.6+0.8P 1.8+0.5
Tibolona 3.3+1.8 * 8.542.7 5.6+1.8 2.5+1.6
Raloxifeno 3.140.8 * 7.9+3.4 5.840.6 2.4+0.4
Estradiol 7.1+1.2 10.1%1.5 4.9+0.8 1.940.3
Estradiol- 5.642.1 15.1+3.9% 6.6+3.4 2.8+0.8
ciproterona

(n=6)

Todos los valores estan expresados como medias * desviacion tipica.
*p=0.002 (TyR vs. SyE)
p<0.001 (C vs. Ey EC)
%p<0.001 (EC vs. S, R, Ty E)
“p=0.001 (C vs. T, Ry EC)

Pp=0.001 (S vs. EC)

124



Resultados

6.5. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS PLACAS DE

ATEROMA.

El estudio inmunohistoquimico demostrd que las placas de ateroma estaban formadas
basicamente por macréfagos y células musculares lisas. Ademads, existia una
distribucion caracteristica en las placas de mayor tamafo en cuanto que las células
musculares lisas predominaban en la superficie y en los bordes de las placas, y los
macrofagos en la zona media de las mismas. Las células marcadas para apoptosis se
encontraban predominantemente en las zonas mas profundas de la placa, al contrario
que las cé€lulas en replicacion que predominaban en la superficie y en los bordes.

El grupo tratado con tibolona presentaba placas mas pequefias que mostraban una
distribucion mucho mas uniforme y escasa de los macréfagos y las células
musculares lisas, sin observarse practicamente apoptosis, y con un menor grado de
replicacion.

No parece existir ninguna diferencia evidente con los otros distintos tratamientos en
el andlisis cualitativo de las placas de ateroma, siendo el tamafio de la placa de
ateroma el que determina la distribucion de los distintos tipos celulares y la presencia
de apoptosis y replicacion celular.(Figuras 23, 24, 25 y 26).

En la valoracion semicuantitativa de la replicacion celular se obtuvieron porcentajes
que oscilaban entre un 0% en las placas de menor tamafio hasta un 30-35% en las
placas de mayor tamafo también independientemente del tratamiento utilizado sind

dependiendo del tamafio lesional.
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Figura 23. Fotografias microscopicas correspondientes a una tincion de

inmunohistoquimia para células musculares lisas. Corresponden a una del

grupo sham y a otra del grupo tratado con tibolona.

a)Fotografia correspondiente al grupo sham (40X). Se observa la distribucion
preferente de las células musculares lisas en las zonas superficiales de la
gruesa placa de ateroma. La capa media compuesta basicamente por células
musculares lisas también aparece teiiida. (AT: ateroma; M: media; A:

adventicia)
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b) En esta placa de pequefio tamafio correspondiente a un corte de una
coneja tratada con tibolona (100x) vemos como la distribucion de las células
musculares lisas marcadas para actina es mucho mas homogénea. (AT:

ateroma; M: media; A: adventicia)
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Figura 24. Fotografias microscopicas correspondientes a una tincion de
inmunohistoquimia para macroéfagos (RAM 11). Corresponden a una del

grupo sham y a otra del grupo tratado con tibolona.

a) Grupo sham. Se observa la distribucion preferente de los macrofagos en

las células de la zona media de la placa de ateroma (flecha). Fotografia

realizada a 40 aumentos. (AT: ateroma; M: media; A: adventicia)
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b) Placa de ateroma correspondiente a un corte de una aorta de una coneja
tratada con tibolona (200x). Los macrofagos marcados para RAM-11 (flecha)
se distribuyen preferentemente en la zona superficial y media pero no en la

profundidad de la placa. (AT: ateroma; M: media)
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Figura 25. Fotografias microscopicas correspondientes a una tincion de
inmunohistoquimia para BAX. Corresponden a una del grupo sham y a otra

del grupo tratado con tibolona.

a) Corte de una coneja del grupo sham (40x). Las células en apoptosis se

distribuyen preferentemente en las capas profundas de la placa de ateroma.
La flecha marca la zona de maxima apoptosis, quedando en la superficie el

resto de la placa de ateroma. (AT: ateroma; M: media; A: adventicia)
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b) Corte correspondiente a una coneja del grupo tratado con tibolona (100x).
Existe apoptosis también en las zonas profundas de la placa de ateroma. (AT:

ateroma; M: media; A: adventicia)
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Figura 26. Fotografias microscopicas correspondientes a una tincion de
inmunohistoquimia para el marcador de replicacion celular MIB 1.
Corresponden a una del grupo control y a otra del grupo tratado con

tibolona.

a) Grupo control (200x). Se observan algunas células marcadas (flechas) que

predominan en el margen de la placa de ateroma. (AT: ateroma; M: media)
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b) La aorta de la coneja tratada con tibolona muestra un menor grado de
replicacion celular. (100x). Las flechas indican las células en replicacion.

(AT: ateroma; M: media; A: adventicia)
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6.6. ESTUDIO DE UTERO, HIGADO Y CORAZON.

El peso de los distintos drganos extraidos mostraba las siguientes diferencias. (Tabla
13)

Los uteros de los grupos control, sham y raloxifeno eran los de peso menor de forma
significativa respecto a los demds. Y ademas los uteros de las conejas tratadas con
estradiol eran significativamente mayores que los de la tibolona y los del grupo EC.
Y estos eran menores a los tratados con tibolona y estradiol s6lo. No habia
diferencias entre el grupo sham y control. (Figura 27)

Los pesos de los higados de las conejas tratadas con tibolona eran significativamente
mas bajos que los de los otros grupos.

Los corazones de las conejas tratadas con tibolona presentaban unos pesos mayores
de forma significativa que los otros grupos, incluso corrigiendo por el peso final de

los animales (Figura 28).
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Tabla 13. Comparaciones entre los pesos de los distintos organos extraidos.

Peso uterino Peso hepatico  Peso cardiaco

Control (n=8)  1.89+0.6" 135.2428.0 7.62+1.59
Sham (n=8) 2.2341.2% 143.5+26.4 7.12+1.12
Tibolona (n=8)  7.37+1.3* 87.7+14.7* 8.25+1.83"
Raloxifeno(n=7)  1.94+0.3%  125.5+11.82 7.540.53
Estradiol (n=8)  9.92+1.86  130.13+18.47 7.38+0.52
Estradiol- 5.94+0.94"  119.67+12.55 7.0+0.63

ciproterona (n=6)

Todos los pesos estan en gramos expresados como medias £ desviacion tipica,
y todos han sido corregidos por el peso final de las conejas.

Para el peso uterino se prescindié de una coneja del grupo sham y para el
peso cardiaco de una del grupo control ya que los valores hallados se
consideraron anémalos.

*p<.000 (T vs E)

Pp<.000 (EC vs T y E)

“p<.000 (C,S,Rvs T,Ey EC)

#p<.000 (T vs S,C, R, E y EC)

“p<.000 (T vs S,C, R, Ey EC)
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Figura 27. Representacion de los pesos uterinos. Todos los pesos estan en
gramos expresados como medias y desviacion tipica. Se observa el efecto de

cada tratamiento sobre el Gtero.

Utero
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Figura 28. Relacion entre el peso corporal y cardiaco a lo largo del tiempo

expresado en forma de rectas de regresion.
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cardiaco comparado con los otros grupos.
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Cuando realizamos el estudio histologico de los o6rganos extraidos destacaba en las
congjas tratadas con tibolona y estradiol (s6lo o con acetato de ciproterona), un utero
que mostraba un importante incremento de la actividad proliferativa del endometrio
(Figura 29).

Asimismo en los higados de las conejas tratadas con tibolona se observaba una

menor infiltracioén grasa que en los demas grupos (Figura 30).

Figura 29. Fotos microscopicas de cortes histologicos tefiidos con
hematoxilina-eosina de teros correspondientes a una coneja no tratada, una

tratada con raloxifeno, otra con estradiol, y otra con tibolona.

UTERR3I10XJPG

a) Cortes transversales de los titeros de una coneja del grupo sham (20x) y
otra del grupo tratado con raloxifeno (10x) . El grosor del endometrio es

escaso y se observan muy aisladas glindulas endometriales.
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b) Cortes transversales de los uteros de una coneja del grupo tratado con
estradiol (10x) y otra del grupo tratado con tibolona (10x). Mientras en el
utero del grupo sham el endometrio mostraba una sola capa atroéfica, en estos
uteros, tratados con estradiol y tibolona respectivamente el endometrio es

mucho mas grueso, observindose muchas mas glandulas endometriales.

Utero del grupo estradiol. Utero tratado con tibolona.
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Figura 30. Fotos microscopicas correspondientes a cortes histologicos tefiidos
con hematoxilina-eosina (aumento 200x) de un higado de una coneja del
grupo control y a otro de una coneja tratada con tibolona. Los hepatocitos
muestran en el grupo control una marcada vacuolizacion lipidica

(microvacuolas) que contrasta con el higado de las conejas tratadas con

tibolona.

Higado del grupo control. Higado tratado con tibolona.
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Discusion

7.1. CUANTIFICACION DE LA PLACA DE

ATEROMA.

El principal resultado de nuestro estudio es que el grupo tratado con tibolona es el
que muestra una disminucién de la placa de ateroma cuantificada por el método
colorimétrico de forma significativa respecto a los grupos control, raloxifeno, y
estradiolciproterona y con tendencia a la disminucidén respecto a los demads
grupos. Cuando estos resultados los cuantificamos con el método microscépico
estas diferencias todavia se hacen mas patentes a favor de la tibolona, con lo que
la tibolona no disminuye tan s6lo la extension de la placa sind también su grosor.
Estos resultados estarian de acuerdo con los trabajos publicados hasta la fecha con
tibolona y ateromatosis (Zandberg, 1998; 2001), de disefo similar al nuestro, que
sugieren un papel importante de la tibolona frente a la prevencién primaria de
enfermedad cardiovascular, por una disminucién de la placa de ateroma. En el
primer estudio de Zandberg se utilizaron hasta un total de 140 conejas de las
cuales 42 fueron tratadas con tibolona con 3 distintas dosis (2mg., 6mg. y 18 mg).
Ademas se realizaron 2 grupos tratados con estradiol oral o subcutaneo, un grupo
con estradiol y acetato de noretisterona (NETA), y un ultimo grupo so6lo con
NETA. También se utilizaron grupos control y sham. Los grupos fueron tratados
con una dieta rica en colesterol al 4% durante 20 semanas. Al final del estudio la
tibolona conseguia disminuir la placa de ateroma en el arco aortico, aorta toracica
y aorta abdominal, mientras que de los otros tratamientos sélo el estradiol

subcutaneo disminuia las placas en la aorta abdominal y toracica. Asimismo al
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cuantificar microcopicamente la placa de ateroma en una arteria carotida
previamente lesionada se hallaban similares resultados. Estos resultados
concuerdan ademas perfectamente con un estudio recientemente publicado en
nuestro pais realizado en mujeres menopausicas tratadas con tibolona. En este
estudio se incluyeron 38 mujeres seguidas durante 1 afio a las que se practicaba
estudios ecograficos seriados para calcular tanto el indice de pulsatilidad como el
grosor de la placa de ateroma carotidea. Pese a contar con un nimero escaso de
casos y carecer de grupo control, los resultados son muy alentadores ya que se
obtenia una disminucién de las placas carotideas tanto en grosor como en
longitud, asi como una disminucién del indice de pulsatilidad indicando ademas
un efecto vasodilatador (Garcia-Fantini, 2001). Existe ademds un estudio reciente
realizado con ovejas en que se utilizaban distintas dosis de tibolona endovenosa
(Zoma, 2001). Hallaron una mejora del flujo coronario dosis-dependiente, asi
como un incremento del flujo uterino. Ademas utilizaron un inhibidor de la
sintesis del 6xido nitrico para comprobar que era un mecanismo dependiente del
mismo, y un antagonista del receptor estrogénico para comprobar que era un
mecanismo ejercido a través de este receptor. En el segundo estudio de Zandberg
los hallazgos en cuanto a la disminucion de la placa de ateroma utilizando
distintas dosis de la misma son beneficiosos también (Zandberg, 2001). Sin
embargo no todos los trabajos realizados con tibolona encuentran resultados
positivos. En este sentido podemos citar un estudio en el que midieron la placa de
ateroma a nivel carotideo en 31 mujeres menopausicas tratadas con tibolona
durante 7 afios sin encontrar diferencias respecto a un grupo control de 30 mujeres

sin tratamiento (Morris, 1999).
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En las conejas tratadas con raloxifeno no se observan diferencias significativas
respecto a los grupos sham y control, ni tampoco una tendencia a la disminucién,
con lo que desde este punto de vista el raloxifeno no aportaria beneficios a la
patologia cardiovacular. Estos resultados coinciden totalmente con los realizados
con primates en que tampoco se encontraba una disminucion de las placas de
ateroma a nivel coronario (Clarkson, 1998). En este estudio ademads utilizaban 2
dosis distintas de raloxifeno y observaban como a mayor dosis del mismo se
conseguia menor efecto en cuanto a extension de la placa de ateroma en las
arterias coronarias. Por el contrario el tratamiento con estrogenos conjugados
equinos si conseguia una disminucion franca de la ateromatosis que aumentaba a
mayor dosis de estradiol plasmatico determinado por RIA y dividiendo los
animales por grupos segun los niveles de estradiol. Nuestros resultados desde este
punto de vista son comparables al estudio de Clarkson, e irian en contra de una

proteccion cardiovascular.

Las conejas tratadas con estradiol muestran una franca tendencia a la disminucion de

la placa de ateroma en todas las formas de cuantificacion utilizada aunque no se

alcance la significancia estadistica. Tal vez la falta de potencia debido al escaso

nimero de casos hace que estos resultados no sean del todo favorables. De todas

formas si nos centramos en la cuantificacion de la placa de ateroma los resultados

encontrados en la literatura son dispares y asi Zandberg en sus estudios utiliza

decanoato de estradiol subcutaneo y estradiol oral combinado o no con acetato de

noretisterona (Zandberg, 1998; 2001). Asi encuentra como el tratamiento subcutdneo

si consigue disminuir la extension de la placa pero no asi el estradiol oral que sélo

muestra una tendencia a la disminucion al igual que nosotros, sin verse afectado por
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el gestageno. Existe también algin estudio utilizando estrogenos transdérmicos que
no consigue disminuir la placa de ateroma (Bliimel, 2000) aunque otro estudio si lo
consigue (Haines, 1999). Pero en general podemos decir que los estudios realizados
en conejos y sobretodo en primates e incluso en humanos con estrogenos solos
obtienen efectos beneficiosos bien sea a nivel de la placa de ateroma o a nivel de
funcionalismo arterial. El problema aparece cuando a estos estrogenos debemos
afadirle un gestdgeno para contrarrestar en humanos la posible hiperplasia
endometrial en mujeres con utero. Hasta el momento no parece haberse encontrado
un gestageno capaz de impedir el crecimiento endometrial a la vez de mantener los
efectos beneficiosos cardiovasculares de los estrogenos, que haya demostrado
utilidad en ensayos randomizados.

En esta linea podemos decir que afiadir acetato de ciproterona al estradiol no aporta
ninguna ventaja sino mas bien al contrario ya que se pierde la tendencia que
presentaba el estradiol a la disminucion de la placa de ateroma. En este caso el
gestageno utilizado neutralizaria los efectos beneficiosos obtenidos con el estradiol,
lo cual estaria de acuerdo con algunos trabajos previos (Hanke, 1996; Zhu, 2000)
aunque no con todos (Haarbo, 1991; 1996; Alexandersen, 1998; Brehme, 1999).
Hanke en 2 distintos trabajos al afiadir progesterona al tratamiento con estradiol
observa que se inhibia tanto el efecto beneficioso a nivel de la ateromatosis de la
intima adrtica como en la proliferacion celular. Zhu estudié hasta 4 tipos de
gestageno  (progesterona,  norgestimato, levonorgestrel 'y acetato de
medroxiprogesterona) y todos ellos inhibian los efectos antioxidantes y

citoprotectores de los estrogenos.
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Al contrario encontramos diversos estudios a favor de los gestdgenos. Haarbo
encontré6 como tanto el levonorgestrel como la noretisterona no impedian el efecto
beneficioso de la disminucion del colesterol adrtico aportado por el estradiol.
Alexandersen incluso encuentra un incremento del efecto beneficioso del estradiol al
afiadir acetato de noretindrona. Y Brehme al usar caproato de hidroxiprogesterona
observa como este gestageno no modifica la extension de la placa de ateroma.

Desde un punto de vista funcional también encontramos estudios realizados con
gestagenos no del todo favorables. Asi Nickenig (Nickenig, 2000) estudié los
receptores de angiotensina 1 en las células musculares lisas como marcador de riesgo
cardiovascular, y encontré como estos disminuian con el tratamiento con estrogenos
y aumentaban con progesterona. Y Gorodeski (Gorodeski, 1998) utilizd
progesterona, megace, noretindrona y acetato de medroxiprogesterona para observar
como la vasodilatacion coronaria conseguida con estradiol se veia disminuida al
afadir estos gestagenos.

Probablemente el tipo de gestageno utilizado, las dosis del mismo, la via de
administracion, y si éste se usa de forma secuencial o continua determinan la
diversidad de resultados. En nuestro caso hemos utilizado una dosis de acetato de
ciproterona equivalente a la dosis de estradiol utilizada (manteniendo Ilas
equivalencias en humanos) pero si es cierto que de una forma continua y no
secuencial como en humanos. AuGn asi los estudios realizados comparando
tratamientos secuenciales y continuos no muestran diferencias (Brehme, 1999).
Ademas como hemos ido repasando, los mecanismos de accion por los cuales se
evalua una misma molécula hormonal son multiples. Esto hace que al no haber un

método estandarizado para cuantificar estas distintas acciones, los resultados
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obtenidos sean dificiles de comparar para la obtencion de conclusiones de forma
simple respecto a los distintos gestdgenos utilizados. Desde este punto de vista
podemos sefialar el propio articulo de Zandberg en el cual ademds de estudiar la
tibolona también compara estradiol oral con o sin acetato de noretisterona mostrando
una disparidad de resultados. En todos los analisis realizados se observa como al
afadir NETA al estradiol se empeoran sus resultados a excepcion del estudio de
relajacion vascular el cual mejora al afiadir NETA, aunque con diferencias no
significativas y s6lo a modo de tendencia. En cambio la utilizaciéon de NETA aislada
no aporta ningin tipo de beneficio y la tendencia es mas bien hacia un
empeoramiento de los resultados al compararlos con un grupo sin tratamiento
(Zandberg, 1998).

De todas formas, este es el primer estudio realizado con acetato de ciproterona para
la prevencion de la aterosclerosis en conejas ooforectomizadas y a nuestro entender
desde este punto de vista no parece haber ningliin efecto beneficioso del mismo al
afadirlo al estrogeno.

Anadiremos finalmente que los estudios realizados con primates generalmente
tampoco parecen obtener beneficios con el uso de gestdgenos concomitantes a los
estrogenos. Asi encontramos desde el inicio de la década de los noventa diversos
estudios que han ido mostrando estas acciones.

Curiosamente el primer estudio realizado no encontré efectos perjudiciales de los
gestagenos sobre los estrogenos. En este estudio, después de la castracion de los
primates se utilizé estradiol continuo, con o sin progesterona ciclica mediante
implantes subcutdneos, y se vidé como en los grupos tratados el grado de

ateromatosis coronaria se reducia hasta un 50% a los 30 meses de tratamiento, sin
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diferencias en este caso en cuanto al hecho de afiadir o no progesterona (Adams,
1990). Ademés en este estudio la reduccion de la placa de ateroma solo se
explicaba en un 20-25% por cambios en el perfil lipidico, mientras que el resto del
efecto vendria determinado por mecanismos directos sobre la pared arterial, lo que
esta de acuerdo con los estudios realizados con conejos y con nuestros datos. Uno
de los posibles mecanismos podria ser la captacion aumentada de las particulas de
LDL por parte del vaso en monas castradas que se veria contrarrestada al afiadir
este tratamiento hormonal subcutdneo, sin afectar los niveles plasmaticos de
lipidos (Wagner, 1991). Este mismo trabajo se repitid después (Wagner, 1997)
pero con estrogenos conjugados equinos y acetato de medroxiprogesterona orales
durante 12 semanas, sin observarse en este caso diferencias en cuanto a la
captacion de las particulas de LDL, lo cual se atribuy6 al escaso periodo de
estudio o al tipo distinto de preparado hormonal empleado en esa ocasion. En ese
mismo trabajo se encontrd un aumento de la captacion hepatica de LDL con el
tratamiento con estrogenos con una disminucion del colesterol hepatico,
probablemente debido a un incremento de la secrecion biliar por induccion
enzimatica de la conversion del colesterol en acidos biliares (Colvin, 1998).

Otro estudio (Adams, 1997) similar al anterior se realiz6 utilizando estrogenos
conjugados equinos a una dosis equivalente a la dosis de 0.625 mg./dia,
estrogenos conjugados equinos a la misma dosis equivalente mas acetato de
medroxiprogesterona a la dosis equivalente a 2.5 mg./dia, y acetato de
medroxiprogesterona solo. Se realizé también un grupo control y a los 30 meses
se cuantificé la ateromatosis coronaria viendo como el grupo tratado s6lo con

estrogenos tenia hasta un 72% de reduccidon de la placa de ateroma respecto al
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grupo control , mientras que al afiadir la progesterona o al tratar s6lo con
progesterona se perdia este efecto beneficioso. Asi este estudio contrastaba con el
anterior demostrando que el tipo de gestageno o la via de administracion podian
ser determinantes en cuanto a los efectos conseguidos, ya que los implantes
subcutaneos de progesterona no contrarrestaban los efectos de los estrégenos.

Se realizaron también estudios de funcionalismo arterial mediante coronariografia
donde se veia que después de la infusion de acetilcolina en aquellas monas
castradas tratadas s6lo con dieta aterogénica se producia una vasoconstriccion
arterial sugiriendo un dafio arterial, mientras que en las tratadas ademas con
estrogenos subcutaneos se producia una vasodilatacion (Williams, 1990). Esta
reaccion era independiente de la placa de ateroma e incluso si se realizaba una
infusion de etinilestradiol en los animales control se producia ahora una
vasodilatacion (Williams, 1992). Si se realizaba lo mismo con estrogenos
conjugados equinos también se obtenia una vasodilatacion pero si a los estrogenos
afadiamos acetato de medroxiprogesterona se reducia la vasodilatacion en un
60% (Williams, 1994). Si el gestageno utilizado era nomegestrol , menos
androgénico, no se alteraba la respuesta conseguida con estrogenos solos
(Wiliams, 1998). Como vemos parece claro que el tipo de gestdgeno es
determinante en cuanto al resultado final del tratamiento hormonal sustitutivo.

Un modelo similar que compar6 estrogenos mas acetato de medroxiprogesterona
o progesterona mediante implantes subcutaneos obtuvo resultados similares, es
decir, al anadir progesterona se obtenia una vasodilatacion y al afiadir acetato de

medroxiprogesterona se obtenia una vasoconstriccion (Miyagawa, 1997).
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Como vemos en practicamente todos los estudios hay una coincidencia de un posible
efecto deletéreo del acetato de medroxiprogesterona.

A esto ademas podemos afiadir los resultados de los estudios realizados en humanos,
el HERS y el estudio ERA. Ambos utilizaron acetato de medroxiprogesterona y los 2
fracasaron en demostrar una posible proteccién cardiovascular del tratamiento
hormonal sustitutivo. Estos estudios, eran de prevencion secundaria y no de
prevencién primaria que es lo que nos ocupa en esta tesis. Tendremos que esperar al
estudio WHI para tener resultados sobre la accion del acetato de
medroxiprogesterona en prevencion primaria cardiovascular

No disponemos en la actualidad de ningun estudio con acetato de ciproterona
realizado en primates que nos pueda dar una idea de lo que podria pasar en humanos
desde el punto de vista cardiovascular. Logicamente tampoco existe ningin estudio
randomizado sobre prevencion cardiovascular realizado con esta molécula.

Al comparar los cuatro tratamientos entre si observamos como no hay diferencias
entre los grupos de estradiol (con o sin acetato de ciproterona) y el de raloxifeno.
Este resultado puede deberse a la falta de potencia estadistica ligada al escaso
nimero de casos, ya que si bien el grupo tratado con estradiol muestra una clara
tendencia a la disminucion de la placa de ateroma como hemos dicho anteriormente
no sucede lo mismo en el grupo tratado con raloxifeno, ni en el grupo tratado con
estradiol + acetato de ciproterona que muestran valores similares a los hallados en los
grupos control y sham. Cabe decir que el grupo tratado con acetato de ciproterona en
la cuantificacion microscopica de la placa de ateroma si muestra una tendencia a la
disminucién de la misma, e incluso una altura maxima de la placa menor al grupo

tratado con estradiol. Esta seria la unica duda que nos ofrece este gestdgeno sobre
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una posible accidon protectora cardiovascular. El numero de conejas que llegaron al
final del estudio en este caso tal vez impida sacar unas conclusiones mas precisas
sobre el acetato de ciproterona tanto en un sentido como en otro.

La tibolona por el contrario si mantiene las diferencias con raloxifeno y el grupo
tratado con estradiol + acetato de ciproterona y en menor medida con el estradiol.
Este hecho indicaria que el tratamiento con tibolona tendria un efecto similar al
tratamiento con estradiol, mientras que el raloxifeno no mostraria ningun efecto en
cuanto a la disminucién de la placa de ateroma, y el acetato de ciproterona impediria
globalmente los efectos beneficiosos del estradiol.

Otro hecho que queda patente en este estudio es que en este modelo experimental el
hecho de la castracion no implica un efecto sobre la placa de ateroma cosa por otra
parte ya corroborada en anteriores estudios (Haarbo, 1991; Sulistayani, 1995) , y que
puede venir determinado por los bajos niveles basales de estrégenos en las conejas
adultas debido a que presentan un ciclo sexual continuo si no cohabitan con machos
y no existe el estimulo del coito (Carmona, 1991), que no son suficientes para dar
cambios valorables (Bjarnason, 1997). Este hecho podria permitir obviar en
ulteriores estudios la realizacién de un grupo sham ya que no aporta ninguna ventaja
adicional para el estudio de la ateromatosis, e incluso Zandberg en su estudio
prescinde del andlisis de este grupo al no hallar diferencias con el grupo
ooforectomizado (Zandberg, 1998). Es mas, en los ultimos estudios publicados por
Bjarnason (Bjarnason, 2001) sobre raloxifeno y prevencion secundaria de
ateromatosis, y por Zandberg sobre tibolona (Zandberg, 2001) ya se obvia el grupo

sham.
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Como conclusiones podemos decir que la tibolona parece ser un farmaco muy
efectivo para la disminucion del tamafio de la placa de ateroma y no asi el raloxifeno.
Y que el posible efecto beneficioso del estradiol se ve contrarrestado por el acetato

de ciproterona.

7.2. CUANTIFICACION DEL COLESTEROL TOTAL DE LA

AORTA.

En este caso la tibolona muestra diferencias respecto a los grupos control, sham y
estradiolciproterona, tanto al valorar el colesterol adrtico en funcidn de las proteinas
aorticas como en funcion del peso adrtico. Hay pues una clara concordancia en este
caso de las 2 formas de cuantificar la ateromatosis, y podemos decir que la tibolona
disminuye tanto la extension como el grosor de la placa, asi como el deposito de
colesterol adrtico. Asi pues la tibolona en nuestro estudio muestra 2 mecanismos de
accion: la disminucion de la extension y grosor de la placa, y la disminucion de los
depositos de colesterol. Estos resultados estdn de acuerdo con los estudios de
Zandberg que ademds comprueba como la tibolona es capaz de relajar un anillo
aortico precontraido con fenilefrina, y como en una arteria cardtida previamente
lesionada también disminuye el grosor de la placa de ateroma simulando lo que seria
una lesidn més avanzada, o lo que es lo mismo, lo que seria un estudio de prevencioén
secundaria, inhibiendo la proliferaciéon de las células musculares lisas (Zandberg,
1998). A esto le podemos sumar un estudio realizado por Simoncini (Simoncini,
2000) donde se comprueba como la tibolona y sus metabolitos son capaces de inhibir
la expresion de moléculas de adhesion leucocitarias en la pared arterial actuando de

este modo de forma antiaterogénica. De este modo tan s6lo un perfil lipidico no del
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todo favorable hallado en mujeres menopausicas (Castelo-Branco, 1999) parece ser
de momento el Unico factor contrario a la tibolona en cuanto a la proteccion
cardiovascular se refiere, ya que todas las demds acciones estudiadas en animales y
humanos parecen positivas.

En las conejas tratadas con raloxifeno se observa una disminucion respecto a los
grupos sham y control del colesterol adrtico expresado en funcidn del peso aortico

(y una tendencia a la disminucion si lo expresamos en funcion de las proteinas
aorticas). Estos resultados coinciden con los estudios previos realizados por
Bjarnason (Bjarnason, 1997; 2000; 2001). Esta autora utilizando la misma dosis
de raloxifeno, 35 mg./dia, conseguia disminuir la aterosclerosis (expresada solo
como colesterol aortico en funcion de las proteinas aorticas) respecto a grupos
sham y control, pero no frente a un grupo tratado con estradiol que conseguia
disminuir el colesterol adrtico a la mitad respecto al grupo tratado con raloxifeno,
que es similar a lo que encontramos nosotros. Cabe decir que en ese primer
estudio la dosis de colesterol administrada era mucho menor, a razén de un 0.125-
0.2 % (recordemos que nosotros utilizamos un 0.5%) lo que puede explicar en
parte que nuestros resultados sean algo menos favorables que los hallados por
Bjarnason tanto en el grupo tratado con estradiol como en el grupo tratado con
raloxifeno. Ademas los autores en este primer articulo hacian referencia a una baja
dosificacion del raloxifeno aduciendo que las diferencias halladas con el grupo
tratado con estradiol se debian a esta baja dosis administrada. Recientemente en
un nuevo estudio de parecidas caracteristicas esta autora utiliza distintas dosis de
raloxifeno para hallar la que obtenga niveles plasmaticos iguales a los hallados en

mujeres postmenopusicas aumentando la dosis de raloxifeno a 70 mg./ dia y 210
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mg./dia y consiguiendo en este caso resultados parecidos al estradiol. Esta ultima
dosis de 210 mg./dia ellos la refieren como la dosis que obtiene niveles
plasmaticos de raloxifeno mas parecidos a los humanos. Cabe resaltar que de
todas formas no hallan diferencias a nivel del colesterol aodrtico entre las 2 dosis
de raloxifeno lo que hace pensar en un limite de accion de esta molécula en cuanto
a prevencion de aterosclerosis se refiere, ya que a nivel endometrial si consiguen
una mayor inhibicion conforme se aumenta la dosis. De igual forma en el estudio
de Clarkson realizado en primates un aumento de dosis obtiene peor resultado
(Clarkson, 1998). En este estudio realizado en primates se compararon 2 dosis de
raloxifeno con un grupo tratado con estrogenos conjugados equinos y un grupo
control tan s6lo ooforectomizado sin tratamiento. Se encontré una reduccion de
hasta un 70% de la placa de ateroma en el grupo tratado con estrégenos mientras
que ninguna de las 2 dosis utilizadas de raloxifeno mostrd ningin efecto, con
niveles de ateromatosis similares al grupo control. Se utilizaron 2 dosis de
raloxifeno, una equivalente a los 60 mg./dia administrados a mujeres
menopausicas y otra 5 veces mayor. Curiosamente el grupo tratado con altas dosis
de raloxifeno fue el que mayores placas de ateroma mostr6. Hasta la fecha ningin
otro estudio con raloxifeno y primates ha sido realizado.

Una primera interpretacion de nuestros resultados dispares seria que el raloxifeno
consigue disminuir el colesterol adrtico aunque no asi el grosor y la extension de
la placa de ateroma, que es lo que puede determinar la isquemia, lo cual estaria de
acuerdo con el estudio previo realizado con monos y en el cual el raloxifeno no
consigue disminuir la aterosclerosis respecto a un grupo ooforectomizado cuando

¢ésta se expresa en extension de la placa (Clarkson, 1998). Segin estos datos el
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raloxifeno quizas no seria de eleccion para la prevencion primaria de la
aterosclerosis.

Finalmente comentar el mas reciente trabajo del grupo de Bjarnason en que
utilizan el raloxifeno para la prevencion secundaria de aterosclerosis (Bjarnason,
2001). Se castraron hasta un total de 80 conejas las cuales fueron alimentadas con
una dieta aterogénica durante 15 semanas. Al final de este periodo se sacrificé un
primer grupo de 20 animales y los otros fueron divididos en 3 grupos tratados con
estradiol (4 mg./dia), raloxifeno (210 mg./dia) y placebo. Aqui utilizaron la dosis
mas alta de 210 mg. de raloxifeno comentada anteriormente. Ademas
prescindieron ya desde un inicio del grupo sham. A continuaciéon continuaron con
la dieta aterogénica durante 39 semanas mas hasta el sacrificio de los animales. En
este caso el raloxifeno consiguiod resultados similares a los obtenidos con estradiol
en cuanto a la reduccion del colesterol adrtico expresado en funcion del area
aortica, ya que no obtenian significancias si lo expresaban en funcién de las
proteinas aorticas. Como vemos siguen habiendo discordancias segun los métodos
utilizados para valorar el efecto de los distintos preparados hormonales sobre la
ateromatosis, y ademads, no siempre los mismos tratamientos obtienen los mismos
resultados incluso utilizando igual metodologia.

Desde un punto de vista de prevencion secundaria también se han realizado
estudios en primates con THS convencional sin resultados favorables (Williams,
1995). En este estudio se castraron 88 monas a las cuales se di6 una dieta
aterogénica durante 2 afios, para ser divididas en 4 grupos a continuacion: 1) un
grupo basal que se sacrifico; 2) un grupo tratado con una dieta pobre en grasas; 3)

un grupo tratado con la dieta hipolipemiante mas estrogenos conjugados equinos a
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una dosis equivalente a la dosis de 0.625 mg./dia ; y 4) un grupo tratado con la

dieta hipolipemiante mas estrogenos conjugados equinos a una dosis equivalente a

la dosis de 0.625 mg./dia y acetato de medroxiprogesterona a la dosis equivalente

a 2.5 mg./dia. Estos tratamientos se mantuvieron durante 30 meses. Los hallazgos

finales fueron:

e no hubo cambios en el tamafo de la placa de ateroma en ningun grupo
respecto al grupo 1.

e mejoro la razon placa de ateroma/luz arterial en los 3 grupos, pero sin mayores
efectos en los grupos tratados con hormonas que en el grupo tratado so6lo con
dieta.

¢ hubo una vasodilatacion en el grupo 2 en respuesta a la acetilcolina que no se
vi6 incrementada al afiadir el tratamiento hormonal.

e ¢l grupo 3 mostrd mejores flujos coronarios medidos por doppler, perdiéndose
el beneficio al anadir acetato de medroxiprogesterona.

Recordemos que el estudio HERS realizado en humanos utilizaba este gestageno

y sus resultados tampoco fueron positivos para la prevencion secundaria

cardiovascular.

En resumen en este estudio realizado en primates el tratamiento hormonal no mostro

mayores beneficios a nivel de la placa de ateroma que el tratamiento sélo con una

dieta hipolipemiante, aunque si una mejora en el flujo coronario en el grupo tratado
solo con estrogenos. Este mismo estudio se amplid posteriormente y se comprobd
como la composicion de la placa de ateroma ofrecia una mayor estabilidad en el
grupo tratado con estrogenos solos que en los demas grupos, aunque en términos de

colesterol aortico no habia diferencias entre los grupos, y los 3 mostraban una
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disminucién del mismo respecto al grupo basal (Register, 1998). Es decir, el
tratamiento hormonal en este caso no ofrecia ventajas sobre la dieta hipolipemiante.
Si habia en el grupo tratado s6lo con estrogenos una inhibicion mas marcada en
cuanto a la acumulacion de coldgeno asi como un incremento de elastina que eran
antagonizados por el acetato de medroxiprogesterona. La acumulacion de colageno y
la disminucion de elastina alterarian el funcionalismo arterial dando una menor
elasticidad arterial y por lo tanto sus modificaciones serian otro efecto beneficioso de
los estrégenos contrarrestado por los gestagenos.

Desde este punto de vista de estabilidad de la placa de ateroma otra lectura de
nuestros datos seria que la reduccion del colesterol aoértico conseguida con el
raloxifeno puede estabilizar la placa de ateroma aunque no reduzca su tamano. La
estabilidad de la placa de ateroma puede depender de diversas variables como la
presencia y localizacion de las zonas ricas en lipidos, la presencia de las células
responsables de la inflamacion, y de areas fibrosas o calcificadas. Una menor
estabilidad serd responsable de una mayor fragilidad con mas posibilidades de
ruptura de la misma. Este efecto estaria de acuerdo con estudios previos en humanos
en que un mayor contenido en lipidos y macrdéfagos se corresponde con placas més
fragiles predisponiendo a su ruptura con la consiguiente formacion de trombos y de
accidentes isquémicos (Felton, 1997). Asimismo en congjos también se ha
desarrollado un modelo de ruptura de la placa de ateroma a través de un balon
inflable colocado en el vaso arterial (Rekhter, 1998) donde se demuestra que la zona
de ruptura se corresponde con una zona mas rica en colesterol, y mas pobre en
cé¢lulas musculares lisas y colageno (Rekhter, 2000). Esta accién estabilizadora

puede ser determinante para prevenir infartos agudos de miocardio, angina inestable,
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accidentes vasculares cerebrales, formacion de aneurismas aorticos y enfermedades
vasculares periféricas (Lee, 1997) y estaria de acuerdo con el efecto neutro del
raloxifeno sobre la PCR como marcador de inflamacién (Ridker, 1998; Walsh, 2000)
y con un efecto positivo del raloxifeno sobre la reactividad vascular (Figtree, 1999).
En este estudio de Figtree se utilizaron anillos de arterias coronarias de conejas y se
vi6 como el raloxifeno era capaz de producir una relajacién de estas coronarias a
través de un mecanismo dependiente del endotelio actuando sobre los receptores
estrogénicos y implicando al 6xido nitrico, asi como actuando también sobre las
células musculares lisas. Ademas esta relajacion vascular era superior a la
conseguida con estrogenos. Los autores reconocen de todas formas que la dosis de
raloxifeno utilizada era 50 veces superior a la habitual en humanos.

Asi desde este punto de vista el raloxifeno tal vez tenga un papel en la prevencion de
enfermedades cardiovasculares no desde una disminucion del tamafio de la placa de
ateroma pero si estabilizando la misma y actuando a nivel vascular por otros
mecanismos.

Las conejas tratadas con estradiol muestran una disminucion del colesterol adrtico
respecto a los grupos sham y control tanto en funcién de las proteinas adrticas como
del peso adrtico cosa que mantiene nuestra opinion de un efecto protector del
estradiol y que sigue estando de acuerdo con la mayoria de estudios realizados, en
cuanto a los efectos beneficiosos de los estrogenos sobre la patologia cardiovascular.
Asi encontramos estudios realizados con conejas (Haarbo, 1991; Hanke, 1996;
Bjarnason, 1997; Brehme, 1999), en que el tratamiento con estrégenos consigue
disminuir el colesterol aortico, y también estudios realizados con primates (Wagner,

2000) con idénticos resultados. Con estradiol también se han realizado estudios de
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estabilidad de la placa y reactividad. Asi en un estudio de Hayashi se utilizaron un
total de 48 conejas divididas también en grupos de 8 a las cuales se les lesionaba la
aorta tordcica mediante un catéter y se las sometia a una dieta aterogénica con
distintas dosis de colesterol y a tratamiento con estrogenos subcutdneos tambien a
distintas dosis durante diez semanas (Hayashi, 2000). Se observé como los grupos
tratados con estradiol tenian una menor infiltracion por macrofagos lo cual implica
una mayor estabilidad de las placas y que ademéas los estrégenos actuaban
aumentando la liberacion de 6xido nitrico por parte de las células endoteliales, lo que
podia explicar un menor grado de aterosclerosis. En esta misma linea encontramos
un estudio de Holm en el cual utilizaron una metodologia similar también con
estrogenos subcutaneos (Holm, 1997), pero en el cual no hallaban esta inhibicion de
la aterosclerosis en aortas previamente lesionadas, cuantificando en este caso solo
colesterol aortico y no extension de la placa. Si demostraron en otro estudio que la
disminucién de la ateromatosis podia estar mediada por un mecanismo ligado al
oxido nitrico, ya que al inhibir la sintetasa del 6xido nitrico se perdia el efecto
beneficioso de los estrogenos (Holm, 1997). Este mismo grupo debido a que los
resultados iniciales no habian sido favorables al tratamiento con estradiol realizaron
un ultimo trabajo de gran envergadura que incluia hasta un total de 254 conejas
(Holm, 1999). La metodologia fue similar utilizando estrégenos subcutidneos y
lesionando las aortas mediante un catéter. Después de la dieta aterogénica y el
sacrificio de los animales se observo como los estrogenos eran incapaces de revertir
la aterosclerosis en las zonas lesionadas pero que esto venia determinado por la
lesion del endotelio ya que en las zonas que habian recuperado el endotelio existia un

efecto neutro. En las zonas que permanecian sin endotelio la placa de ateroma era
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todavia mayor. En este mismo estudio comprueban cémo existe una mayor
liberacion de 6xido nitrico en las conejas tratadas con estrégenos, y que este aumento
estaria en relacion con una disminucién de la agregacion de los monocitos al
endotelio, a través de una disminucion del VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule-1). Esta inhibicion de la molécula VCAM-1 ha sido demostrada asimismo
en mujeres menopausicas tratadas con estrégenos (Caulin-Glaser, 1998). En una
parte del estudio realizado por Zandberg donde se analizaba una arteria carétida
lesionada previamente se hallaba una disminucion de las lesiones ateroscleroticas
con el tratamiento con estradiol subcutdneo aunque no con el tratamiento oral
(Zandberg, 1998).

A tenor de estos estudios parece razonable pensar que el tratamiento con estrogenos
es capaz de revertir la aterosclerosis en sus fases iniciales, disminuyendo la
agregacion celular y aumentando el 6xido nitrico, pero que en fases mas avanzadas
estos efectos ya no se conseguirian. Tal vez de este modo podamos explicar porque
los estudios randomizados realizados en humanos hasta ahora, han fallado en
demostrar un efecto positivo del THS al tratarse de estudios de prevencion
secundaria en que las lesiones ateromatosas ya estan avanzadas.

El acetato de ciproterona en este caso no s6lo no aporta ningin beneficio, siné que
contrarresta el efecto beneficioso del estradiol, aunque mantiene cierta tendencia a la
disminucién del colesterol aortico respecto a los grupos sham y control. Los datos
sobre el efecto del acetato de ciproterona en humanos son motivo de controversia
pues hay tanto estudios a favor (Mares, 2000) como en contra (Imthurn, 1997). Asi
Imthurn en un pequeio estudio de 26 mujeres seguidas durante un afio mostré6 como

el acetato de ciproterona disminuia los incrementos de 6xido nitrico conseguidos
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con estrogenos en mujeres menopausicas, y al contrario Mares no vié un efecto
deletéreo de esta molécula sobre la funcidon endotelial, a través de la vasodilatacion
medida por ecografia obtenida con el tratamiento en 31 mujeres menopausicas.

En este caso si que existe en todos los grupos tratados, incluyendo el grupo tratado
con acetato de ciproterona, una tendencia a la disminucion del colesterol adrtico, y
tal vez la falta de numero de casos (el grupo tratado con ciproterona finaliz6 s6lo con
6 conejas) hace que las diferencias no sean significativas. En cualquier caso los
resultados obtenidos al afiadir acetato de ciproterona son peores que al utilizar
estradiol so6lo. Recordemos que existen bdsicamente 3 categorias de gestagenos
usados en THS: derivados naturales de la progesterona (progesterona micronizada y
dihidrogesterona); y 2 categorias de compuestos sintéticos: derivados de la 19-
nortestosterona de tipo mas androgénico (acetato de noretisterona o noretindrona, y
levonorgestrel) y derivados de la 17-a-hidroxiprogesterona como el acetato de
ciproterona y el acetato de medroxiprogesterona. Hasta el momento todos los
estudios realizados con acetato de medroxiprogesterona tanto en primates (Wiliams,
1994; 1995; Adams, 1997; Miyagawa, 1997) como en humanos han sido poco
favorables (Hulley, 1998) y a pesar de un posible perfil antiandrogénico que influiria
favorablemente en los lipidos plasmaticos (Koninckx, 1997) el acetato de ciproterona
tal vez por su similitud estructural a la medroxiprogesterona no pueda aportar
muchos més beneficios.

Esta tendencia a la disminucion en todos los grupos tratados se ve reflejada en la
figura 4 de los Resultados en la cual vemos como existe una correlacion lineal entre
el colesterol plasmatico y el colesterol aortico para los grupos sham y control, y no

para los otros grupos, mostrando como el tratamiento es capaz de disminuir el
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colesterol aortico en todos los grupos por un mecanismo distinto a la disminucién del
colesterol plasmatico lo cual estd de acuerdo con todos los estudios previos
realizados con conejos, primates y humanos en que se acepta que existen
mecanismos distintos de accion a la disminucién de los lipidos plasmaticos de los
distintos preparados hormonales para la prevencion de la patologia cardiovascular
(Mendelsohn, 1994).

En este caso también se observa que utilizar un grupo sin castraciéon no aporta
ninguna informacién adicional al estudio realizado, sin existir diferencias entre los
grupos control y sham.

Para concluir diremos que todos los tratamientos parecen tener un efecto beneficioso
sobre el colesterol adrtico, con un predominio claro de la tibolona, y con un efecto

deletéreo del acetato de ciproterona sobre el estradiol.

7.3. CUANTIFICACION DE LOS LiPIDOS PLASMATICOS.

Los lipidos plasmaticos han sido estudiados de 3 formas distintas: niveles basales
y finales, estudio global mediante el estudio del area bajo la curva, y relacion
entre el colesterol y los triglicéridos de las distintas fracciones lipoproteicas.

Diremos ya de antemano que las expectativas iniciales creadas con la
determinacion de los lipidos y sus distintas fracciones lipoproteicas se vieron algo
mermadas al comprobar la poca homogeneidad de los resultados obtenidos y la
imposible extrapolacion de estos resultados a los obtenidos en humanos, tanto por
la diferente distribucion de las distintas fracciones lipoproteicas como por los

altos niveles alcanzados de colesterol con la dieta aterogénica.
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7.3.1. Lipidos basales.

Pese a que los niveles basales mostraban alguna diferencia todos los estudios
finales se han realizado mediante el analisis de ANCOVA para comprobar que
ninguna de estas diferencias influia en el resultado final. Probablemnte el poco
nimero de casos realizado por grupo y la gran variabilidad que presentan estos
animales ha hecho que los resultados no sean del todo homogéneos.

Tan solo los niveles de triglicéridos-VLDL pueden tener cierta influencia en las
variables finales cuantificadas. Las diferencias las encontrabamos entre los grupos
estradiol y estradiol-ciproterona, en que este ultimo grupo presentaba unos niveles
menores de estos triglicéridos al inicio del estudio. Las diferencias en las variables
respuesta encontradas al final del estudio en caso de verse influenciadas por estos
valores basales serian incluso a favor del grupo tratado con estradiol, ya que la
hipertrigliceridemia favorece la aterosclerosis y es el grupo EC el que parte de
valores mas bajos, y en cambio al final del estudio encontramos como en todas las
variables cuantificadas el estradiol es superior al estradiol-ciproterona en cuanto a
proteccion aterogénica se refiere.

Por lo demas no existe ninguna otra diferencia a nivel basal que nos influencie los

resultados finales.

7.3.2. Lipidos finales.

Con las determinaciones finales confirmamos que la hiperlipidemia conseguida viene

marcada basicamente por un incremento de las VLDL y las IDL con un incremento

menos marcado de las LDL y las HDL lo que desde este punto de vista hace dificil la

extrapolacion a humanos e incluso en primates en que la lipoproteina LDL es la
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principal incluso con valores menores de colesterol. De todas formas los procesos
celulares que llevan a la formacion de la estria grasa y a las placas de ateroma si son
comparables. El incremento de VLDL es el que comporta en este caso un incremento
del colesterol aortico, acumulandose en las células subendoteliales (Haarbo, 1991).
Las diferencias entre grupos que encontramos al final del estudio en la ultima
extraccion vienen marcadas por las halladas entre la tibolona y los deméas grupos. La
tibolona consigue unos niveles de colesterol plasmatico menores a los otros grupos y
a expensas basicamente de una disminucion del colesterol-VLDL, y un incremento
relativo de las otras fracciones lipoproteicas. Estos hallazgos son iguales a los
encontrados por Zanberg en sus estudios (Zandberg, 1998; 2001). Cabe pensar que
existe por parte de la tibolona un posible efecto inductor de la lipasa hepatica. Es
conocido que los conejos son deficitarios en lipasa hepatica (Clay, 1989), y en apoE
(Mahley, 1989) lo que hace que en condiciones de hipercolesterolemia manifiesten
un incremento de VLDL por la imposibilidad de su paso a IDL. Si la actividad de
esta lipasa hepatica se viera incrementada nos podriamos explicar estos hallazgos del
perfil lipidico, con un mayor paso de la VLDL a IDL. De esta forma encontramos en
la tibolona otro posible efecto protector cardiovascular con una disminucion de las
VLDL y un aumento de las IDL.

En los resultados de los triglicéridos finales no creemos que las diferencias halladas
en algunas de las fracciones lipoproteicas tengan ningun tipo de importancia clinica.
Ademas persiste la ausencia de diferencias entre el grupo ooforectomizado y el grupo

sham.

165



Discusion

7.3.3. Lipidos expresados como area bajo la curva.

Estos resultados reflejan con mayor fiabilidad lo que ha sucedido durante las 12
semanas de dieta hipercolesterolémica y los niveles globales lipidicos que las
conejas han tenido durante este periodo.

Es importante remarcar que en ningun caso las variaciones obtenidas en los
niveles lipidicos nos explican los efectos derivados de los distintos tratamientos
sobre la placa de ateroma, lo que esta de acuerdo con los estudios previos ya
comentados de Bjarnason, Hanke y Haarbo asi como en los estudios en primates
en que se observa un efecto independiente de los lipidos de las distintas hormonas
sobre la placa de ateroma.

Destaca por encima de todo la disminucion hallada del colesterol total y del
colesterol-VLDL en el grupo tratado con tibolona, que se ve a su vez compensado
con un incremento de las fracciones LDL y IDL. Estos hallazgos también
coinciden con los resultados de los estudios de Zandberg (Zandberg, 1998; 2001)
en que también encontraba una disminucion del colesterol y del colesterol-VLDL,
y asimismo los resultados en cuanto a disminuciéon de la placa de ateroma eran
independientes de esta disminucion. De todas formas si que es necesario comentar
que esta marcada disminucion del colesterol-VLDL hallada en el grupo tratado
con tibolona aunque no determine en su totalidad la disminucién de la placa de
ateroma y del colesterol adrtico si que puede influenciar en algo los resultados
finales.

El raloxifeno y el estradiol no parecen afectar de forma global a los niveles de

colesterol coincidiendo con los resultados de Bjarnason (Bjarnason, 1997; 2000),

166



Discusion

mientras que cuando afiadimos acetato de ciproterona al estradiol parecen
disminuir los niveles de colesterol aunque no de forma significativa.

Si nos centramos en los triglicéridos aqui el tratamiento que destaca es el
raloxifeno que aumenta los niveles de los mismos, siendo el grupo tratado con
estradiol el que presenta una tendencia mas marcada a la disminucion. Estos
resultados no coinciden con los de Bjarnason (Bjarnason, 1997) que encuentra una
disminucion tanto en el grupo tratado con estradiol como con raloxifeno de los
triglicéridos. Es dificil encontrar una explicacion de esta disparidad de resultados
en cuanto al raloxifeno y los triglicéridos ya que ademas en todas las otras
variables cuantificadas coinciden los 2 estudios. El grupo EC presenta una
disminucién de los triglicéridos que tampoco se ve reflejada en la placa de
ateroma. Esto confirma que las diferencias halladas en los perfiles lipidicos no
explican las halladas en la placa de ateroma.

Tampoco existen diferencias en ningtin caso entre los grupos control y sham.

7.3.4. Relacion colesterol/triglicéridos.

Si nos centramos en las 2 lipoproteinas cuantitativamente mas importantes (VLDL,

IDL) vemos dos resultados que llaman la atencion y que pueden explicar en parte los

resultados finales obtenidos.

El primero de ellos es un indice global menos aterogénico para la tibolona y el

raloxifeno, que nos podria explicar la disminucion del colesterol adrtico hallado,

sobretodo para la tibolona y en menor medida para el raloxifeno.

El segundo es el perfil aterogénico que presenta el grupo tratado con acetato de

ciproterona el cual es alto para todas las fracciones lipoproteicas, y que es una
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posible explicacion al efecto deletéreo que tiene este tratamiento sobre el estradiol, y
un hallazgo més en contra de este gestageno para la prevencion cardiovascular.
Al igual que en los anteriores analisis sobre lipidos tampoco se hallan diferencias

entre los grupos control y sham.

7.4. ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS PLACAS DE ATEROMA.

Como hemos comentado anteriormente los estudios de inmumohistoquimia
demuestran que las placas de ateroma estan formadas basicamente por macrofagos y
células musculares lisas, datos que estdn en concordancia con estudios previos
(Hanke, 1996; Rekhter, 1998), y con lo que se observa en las placas ateromatosas
que encontramos en humanos (Ross, 1986), lo que sigue haciendo valido este modelo
animal para el estudio de la ateromatosis. Pese a que los perfiles lipidicos no son
iguales a los humanos las placas de ateroma conseguidas mediante esta dieta si se
pueden extrapolar a las humanas, y nos permiten estudiar las diferencias ocasionadas
por los distintos tratamientos hormonales.

Cuando nos centramos en las placas de mayor tamano, independientemente del
tratamiento, vemos como existe una distribucion celular caracteristica de estas
células, con un predominio de células musculares lisas en la superficie y margenes de
la misma, y un depdsito mas central de macréfagos coincidiendo con los estudios de
Hanke (Hanke, 1996). En las zonas mas profundas observamos las células marcadas
para apoptosis que probablemente reflejan la necrosis que se produce en las placas de
ateroma mas evolucionadas al igual que ocurre en humanos (Ross, 1999). Y ademas
observamos como las placas de mayor tamafio son las que presentan un mayor indice

de células en replicacion y que estas se distribuyen por la superficie y bordes de la
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placa por donde crece la misma lo cual también esta en concordancia con estudios
previos (Rekhter, 1998) sugiriendo que debido a la coincidencia de la distribucioén de
las células marcadas para replicacion celular con las células musculares lisas, estas
células en replicacion corresponderian a las células musculares lisas que serian las
responsables del crecimiento de la placa de ateroma. Esta proliferacion de las células
musculares lisas es un mecanismo importante de crecimiento de la placa ateromatosa
(Ross, 1986), y segiin Bruck esta proliferacion se veria disminuida con el tratamiento
con estrogenos, acompafiado de una disminuciéon del tamafio lesional (Bruck, 1997).
En nuestro estudio no podemos saber si realmente las células en replicacion
corresponden a las células musculares lisas pero los estudios previos hacen pensar en
esta coincidencia. Hanke cuantifica también esta proliferacion de las células
musculares lisas y encuentra que estd disminuida con el tratamiento con estrégenos y
que al afadir progesterona se pierde el efecto beneficioso de los mismos, tanto en
tamafio de la placa como en numero de células en proliferacion (Hanke, 1996).
Nosotros hemos encontrado unos indices de replicacion de entre un 0% y un 35% en
algunas zonas lo cual coincide aproximadamente con unos indices de replicacion en
los estudios comentados de un 10% de media, lo que nos permite decir que la
metodologia empleada ha sido correcta.

De la importancia de estas células musculares lisas podemos encontrar un reciente
ejemplo donde utilizando cultivos celulares tratados con estrogenos o progestagenos
se observa una disminucion de los receptores de angiotensina 1 (importante mediador
de vasoconstriccion y crecimiento celular) en estas células, con el tratamiento

estrogénico y un aumento con los progestagenos, lo cual puede explicar los posibles
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efectos beneficiosos de los estrogenos y deletéreos de los gestagenos (Nickenig,
2000).

En el grupo tratado con tibolona estas placas son menores, tanto en grosor, como en
extension y superficie, mostrando una distribucion mas homogénea de macrofagos y
células musculares lisas sin practicamente verse apoptosis ni replicacion celular, lo
cual equivaldria a la fase mas inicial de la ateromatosis descrita en humanos (Ross,
1999). Nuestros resultados estdn de acuerdo con el estudio de Zandberg, donde se
halla un grosor de la placa de ateroma incluso menor que en un grupo sin dieta
aterogénica sugiriendo una importante accidon antiproliferativa de la tibolona
(Zandberg, 1998).

En los otros grupos tratados la distribucion celular sigue el mismo patrén que en los
grupos sham y control, dependiendo mas del tamafio de las placas que del
tratamiento utilizado. Asi en las mayores se observa la distribucién celular
anteriormente descrita, mientras que en las placas mas pequenas los distintos tipos
celulares se distribuyen de forma méas homogénea como sucede en el grupo tratado
con tibolona, no habiendo por lo tanto un efecto directo del tratamiento hormonal
sobre la distribucion de estas células, sind sobre su crecimiento, determinando un
mayor grado de replicacion con un mayor crecimiento de la placa y mayores

depositos de colesterol.

7.5. ESTUDIO DE UTERO, HIGADO Y CORAZON .
Un hallazgo no descrito hasta la realizacion de este estudio es el aumento del tamafio
del corazén en el grupo tratado con tibolona, el cual puede venir determinado por un

efecto anabodlico de este farmaco que ademds estaria en concordancia con la
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disminucién de peso de estos animales. Un estudio previo realizado con conejas y
estrogenos (Patterson, 1998) también hallaba este incremento de peso cardiaco en el
ventriculo izquierdo y los musculos papilares del ventriculo derecho aunque con un
funcionalismo global variable en funcién de los pruebas realizadas. En nuestro
trabajo no hemos realizado ningln estudio de funcionalismo cardiaco y por lo tanto
no podemos concluir que este incremento de peso sea del todo beneficioso. Un
estudio realizado en humanos postula también un posible efecto inotropico de la
tibolona (Prelevic, 1997) que estaria de acuerdo con nuestros resultados. En este
estudio 15 mujeres postmenopausicas y diabéticas son tratadas con tibolona durante
1 afo durante el cual se halla un aumento del gasto cardiaco y de la fraccion de
eyeccion. Encontramos otro estudio sobre tibolona y funcién cardiaca (Lloyd, 1998),
aunque en este estudio tan s6lo se toma un comprimido de tibolona para comprobar
al dia siguiente los cambios en una prueba de esfuerzo. Hallan una mejora en el
tiempo de produccion de isquemia miocardica con el ejercicio, aunque sin ningin
cambio en las variables hemodindmicas cuantificadas, especulando con un posible
efecto vasodilatador coronario de la tibolona. Sea cual sea el mecanismo, parece ser
que la tibolona afecta la funcion cardiaca y que segun los resultados en animales y en
humanos puede ser un efecto positivo.

La proliferacion endometrial que se observa en el grupo tratado con tibolona, junto
con un aumento franco del tamafo del ttero presenta una mayor discordancia cuando
se intentan extrapolar estos resultados a los hallados en humanos, a diferencia de los
efectos en los grupos estradiol, estradiolciproterona y raloxifeno que si son similares
a los hallados en humanos (Cohen, 2000), o sea, proliferacion para el grupo tratado

con estrogenos y atrofia para el grupo tratado con raloxifeno, con una proliferacion
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intermedia en el grupo tratado con acetato de ciproterona. El hecho de afiadir acetato
de ciproterona al estradiol nos muestra un resultado similar al obtenido en humanos
en que el gestageno utilizado disminuye la proliferaciéon endometrial producida por
los estrogenos, aunque no llega a inhibir totalmente su accion como se observa
también en otros estudios experimentales (Alexandersen, 1998).

La dosis utilizada de tibolona ha sido escogida partiendo de estudios previos
(Zandberg, 1998) donde la dosis de 6 mgr./dia era la que presentaba unos niveles
plasmaticos mas similares a los observados en humanos. Sin embargo, al contrario de
lo que ocurre en humanos (Genazanni, 1991; Ginsburg, 1996) en que se hallan
endometrios no proliferativos o atréficos nos encontramos con un endometrio
proliferativo. Esto puede ser debido a que las conejas presentan a nivel endometrial
una conversion de la tibolona a su componente estrogénico mayor que la que se
produce en humanos donde se realiza principalmente a su componente
progestagénico (Tang, 1993), o a que las dosis utilizadas del firmaco sean en
realidad demasiado elevadas hasta el punto de llegar a estimular el endometrio. Sin
embargo en el estudio de Zandberg utilizaron también dosis de 2 y 18 mgr. hallando
aumentos del tamafio del iitero mucho mayores con 18 mgr. pero similares con 2
mgr. lo que hace pensar que no sea un problema so6lo de dosis, sino de conversion
endometrial de la tibolona a su componente estrogénico de forma preponderante
sobre su metabolito progestagénico. Si nos remitimos a los estudios iniciales
realizados por De Visser (De Visser, 1984) vemos como al incrementar la dosis de
tibolona utilizada en conejas inmaduras disminuye su accion progestagénica a nivel
endometrial con un incremento de su actividad estrogénica. O sea, a altas dosis de

tibolona predomina mas su componente estrogénico que el gestagénico obteniéndose
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un efecto proliferativo endometrial, aunque no haya diferencias entre las dosis de 2 y
6 mgr. Esta respuesta distinta en conejas que en humanos puede limitar algo la
exprapolacion de estos resultados, en cuanto a su validez sobre la placa de ateroma.
Un reciente estudio de Zandberg de disefo similar al anterior utiliza dosis de tibolona
de 6 mg., 2 mg., 0.6 mg. y 0.15 mg. encontrando una disminucién de las placas de
ateroma y del colesterol aortico dosis-dependiente, ¢ independiente de los lipidos
plasmaticos. Pero al estudiar los pesos uterinos vuelven a encontrar un efecto
uterotropico con las 3 dosis mayores muy similar, y un efecto algo menor con la
dosis mas baja de 0.15 mg. que es la que consigue unos efectos sobre la ateromatosis
menores (Zandberg, 2001). Por lo tanto sigue siendo tema de controversia el efecto
cardioprotector si lo intentamos extrapolar a humanos.

En un estudio no publicado de Zandberg de disefio similar (Zandberg, 1999), se
utilizan los 3 distintos metabolitos de la tibolona para comprobar cual de ellos es el
que tiene el efecto antiaterogénico. Los metabolitos estrogénicos (3a-OH y 33-OH)
son los que estimulan el crecimiento uterino a la vez que realizan una accion
ateroprotectora, mientras que el isomero A4, mas gestagénico, estimula mucho
menos el crecimiento uterino pero también pierde las propiedades cardioprotectoras,
siendo el resultado global de la tibolona y sus metabolitos el ya comentado
anteriormente, con un predominio tanto en utero como en la aorta de la accion de los
componentes estrogénicos, lo cual sigue diferiendo del modelo humano. Tal vez la
diferencia estribe en que la isomerasa localizada en el tejido endometrial en humanos
encargada de convertir la tibolona en su isdémero A4 (Tang, 1993) no sea tan
preponderante en el endometrio de las conejas, dando lugar a una incapacidad de esta

isomerasa de metabolizar las altas dosis de tibolona administradas a su metabolito
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A4, quedando de forma predominante el metabolito 33-OH que daria un efecto mas
estrogénico. Quedaria por determinar por lo tanto si la metabolizacion de la tibolona
en la placa de ateroma humana es a su componente estrogénico o no para poder asi

extrapolar estos resultados. (Figuras 31 y 32)

174



Discusion

Figura 31. Tibolona y sus distintos metabolitos. La tibolona una vez ingerida
por via oral sufrira una primera metabolizacién a nivel hepatico dando lugar a
través de las deshidrogenasas correspondientes a 3 metabolitos activos: el 3-a-
OH derivado, el 3-B-OH derivado y el isdmero A4. Los 2 primeros pricipalmente
con actividad estrogénica y el ultimo al igual que la propia tibolona con accion
progestagénica y androgénica basicamente. Asimismo se produciran unos

metabolitos sulfatados que seran inactivos.

~= Sulfotransferase Pool of
ool o

D — Sulfated
Sulfatase compounds

30-OH-tibolone

3p-HSD-Isomerase

‘e
‘t

A.isomer

N
:,-/

33-OH-tibolone

175



Discusion

Figura 32. Conversion de la tibolona a nivel endometrial. A este nivel la
conversion se realiza principalmente al metabolito A4 debido a la presencia de
la 3-B- hidroxiesteroide deshidrogenasa isomerasa que se encuentra en el tejido
endometrial humano. En las conejas esta conversion no esta tan clara que sea

preferentemente a este metabolito A4 cuando se utilizan altas dosis de tibolona.
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El estudio del higado en las conejas tratadas con tibolona muestra un menor tamafio
del mismo a expensas de una disminucion de los depdsitos grasos, sin observar
ningin efecto afiadido en los otros grupos. El estudio realizado por Zandberg
también mostraba esta disminucion del peso hepatico en las conejas tratadas con
tibolona (Zanberg, 1998). Esto puede ser debido a la disminucion de los niveles de
colesterol total que observamos a expensas de una disminucion de los niveles de
VLDL basicamente. Como hemos comentado anteriormente los conejos son
deficitarios en lipasa hepatica y en apoE manifestando un incremento de VLDL por
la imposibilidad de su paso a IDL en situacion de hipercolesterolemia. El hecho de
que encontremos una disminucion de los depositos grasos hepaticos acompanado de
una disminucion de los niveles de VLDL, hace pensar que la tibolona induce o
estimula esta lipasa hepatica lo cual favoreceria la depuracion de VLDL con su paso
a IDL (que se encuentra aumentada respecto a shams y controles) con un menor
deposito hepatico (Barter, 1996), lo que comprobamos en los cortes histoldgicos
hepaticos al observar una menor vacuolizacion lipidica. Datos procedentes de un
estudio realizado en primates con estrogenos apoyan esta idea en que a pesar de un
incremento de la captacion hepatica de LDL en los animales tratados, existia una
disminucién de los depositos lipidicos hepaticos (Wagner, 1997), por un posible
incremento de la excrecion biliar de los mismos inducida por el tratamiento (Colvin,

1998). Este mismo mecanismo podria atribuirse también al tratamiento con tibolona.
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7.6. VISION GLOBAL DE CADA TRATAMIENTO Y POSIBILIDADES
FUTURAS.

Los grupos sham y control no muestran ninguna diferencia estadisticamente
significativa en ninguno de los parametros analizados lo que hace replantearnos la
necesidad de seguir realizando un grupo sham en futuros estudios. Esta ademas
parece ser la tendencia actual a la vista de los tltimos articulos publicados.

La tibolona es la molécula que muestra mayores efectos sobre todos los o6rganos
estudiados, con unos efectos sobre la placa de ateroma beneficiosos en todos los
casos ¢ independientes de los lipidos plasmaticos. Ademas parece existir un
posible efecto beneficioso tanto a nivel cardiaco como hepatico. Queda la duda de
si la dosis utilizada ha sido demasiado alta debido a los efectos hallados en el
utero, o si existe una posible conversion a nivel endometrial distinta a la que
ocurre en humanos. En este caso deberiamos preguntarnos si esta conversion
también puede ser distinta a nivel cardiovascular, y si sus efectos serian iguales en
humanos. Futuros estudios deberian ir encaminados a encontrar una respuesta a
esta duda. Recordemos que queda pendiente de publicacion un estudio realizado
en primates, y un ensayo que ha evaluado la placa de ateroma carotidea en
humanos.

El raloxifeno nos ofrece dudas sobre sus efectos cardiovasculares debido a que no
afecta el tamafio de la placa de ateroma aunque si disminuye el colesterol adrtico
lo que daria mayor estabilidad a la misma. Sus efectos a nivel hepatico y cardiaco

son nulos y los efectos a nivel endometrial equiparables a los humanos. En este
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caso contamos con la ventaja de que el estudio RUTH nos daré una respuesta a los
efectos cardiovasculares de esta molécula.

El estradiol muestra unos resultados homogéneos en cuanto a una tendencia
favorable sobre la patologia cardiovascular. Creemos que la falta de resultados
mas evidentes puede ser debida a una escasa potencia estadistica debido al escaso
nimero de casos ya que casi todos los estudios previos van en la misma linea de
cardioproteccion. Sus resultados a nivel endometrial nos hacen pensar en que la
dosis utilizada ha sido la adecuada.

El tratamiento con acetato de ciproterona ofrece unos resultados desalentadores ya
que en ningin caso aporta beneficios al estradiol, siempre empeorando sus
resultados, y por esto creemos que desde el punto de vista cardiovascular no debe
ser el gestdgeno de eleccion. Los hallazgos endometriales también apoyan una

correcta dosificacion del mismo respecto al estradiol.
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Conclusiones

Del analisis de los resultados obtenidos en este estudio se pueden

obtener las siguientes conclusiones siempre teniendo en cuenta que ha

sido realizado con animales de experimentacion:

1.

El modelo de la coneja ooforectomizada sometida a una dieta
hipercolesterolémica es un modelo util para el estudio de la
ateromatosis. De todas formas utilizar un grupo sham para este
tipo de estudios no parece necesario de acuerdo con los
resultados obtenidos en que en ningun caso se han hallado
diferencias entre los grupos control y sham.

La cuantificacion (macroscopica y microscopica) de la placa de
ateroma es un método util para valorar la extension y grosor
de la placa de ateroma. La cuantificacion del colesterol de la
placa de ateroma es util para valorar la composicion de la
misma.

Un estudio completo de las distintas lipoproteinas plasmaticas
no parece aportar en este modelo mayores ventajas que un

analisis simple de colesterol y triglicéridos.
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4. a) De acuerdo con nuestros resultados el tratamiento con

estradiol presenta una clara tendencia beneficiosa en la
prevencion de patologia cardiovascular.
b) Afadir acetato de ciproterona al estradiol no ofrece ninguna
ventaja sino un efecto deletéreo sobre todas las variables
cuantificadas en la placa de ateroma, por lo que no seria de
eleccion como gestageno para la prevencion de patologia
cardiovascular.

5. a) El tratamiento con tibolona puede ser util para la
prevencion de patologia cardiovascular debido a la
homogeneidad de resultados obtenidos, aunque con dudas en
su extrapolacion a humanos.

b) El papel del raloxifeno en la prevencion de patologia
cardiovascular es dificil de valorar debido a la disparidad los

resultados obtenidos.
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