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I INTRODUCCION

Los lipidos plasmfticos de interés clinico: Colesterol
y triglicéridos, son transportados en complejas macro
moléculas que contienen variedades de protefnas especi
ficas como también fosfolipidos y otras sustancias 1i
pofflicas. Los lipidos y lipoprotefnas estén involucra
das en diversas enfermedades humanas, 1la mis prevalen

te de las cuales es la aterosclerosis.

Los lipidos son compuestos orglnicos hidrofébicos con
importantes funciones biolégicas y estructurales, los
cuales actlan como agentes emulsivos y participan en
los procesos de reconocimiento inmunolégico 5 nivel de

la superficie celular.

Los 1fpidos tienen como origen a los alimentos, asf co
mo también son sintetizados "de novo". Los trirlicéri
dos representan el 40% de la ingesta calérica total de
la dieta humana y méds del 90% de la masa del tejido
adiposo (la cual a su turno comprende el 10-35% del pe
so corporal). El colesterol que es el precursor meta
bélico de las hormonas esteroides y 4cidos biliares,
es un constituyente importante en las membranas plasmi
ticas, el cual es ingerido y sintetizado en proporcio

nes similares (0.4 - 0.8 grs/dfa). Entre 1 y 2 gramos



de fosfolipidos son ingeridos diariamente.

Virtualmente todos los tejidos sintetizan algunes lipi
dos pero mis del 95% del colesterol y gran proporcién
de los triglicéridos son sintetizados por dos tejidos:
Las células absortivas del tracto gastrointestinal vy
las células parenquimatosas del hfgado. Los triglicé-
ridos son también sintetizados en grandes cantidades en

el tejido adiposo.,

Las lipoprotefnas que contienen a los 1{pidos dietarios
son ensambladas y secretadas desde las células absorti
vas del intestino y de adui llegan a la corriente san
gufnea y transportan lipidos a tejidos periféricos.
Los triglicéridos endbgenamente ensamblados son trang
portados desde el higado por lipoprotefnas de muy baja
densidad (LMBD).

I.1 DIGESTION Y ABSORCION DE LIPIDQS:

Los 1fpidos de la dieta sufren una emulsificacién pro
gresiva cuando llegan al intestino delgado. Las sales
biliares conjugadas que son secretadas a la luz intes
tinal en respuesta a la grasa dietaria son esenciales
en este proceso, Posteriormente son hidrolizadas por

lipasas espec{ficas secretadas por el pancreas exécri



no, que act@an en las interfases aceite-agua. Estas en
.zimas son la lipasa pancreftica, 1la hidrolasa de este
res de colesterol (Colesterolesterasa) vy la fosfolipa
sa que hidrolizan las uniones ésteres de triglicéridos
ésteres de colesterol y fosfocilglicerol respectivamen
te produciendo 4cidos grasos, colesterol libre y liso

fosfatidilcolina.

El glicerol y 1la lisofosfatidilcolina son hidrosolubles
y répidamente penetran a la fase acuosa del quimo.

Las otras moléculas son hidrofébicas, siendo las sales
biliares combinadas con monoglicerol, 4Acidos grasos vy
pequefias cantidades de colesterol las que forman mice
las, constituyendo pequefios agregados moleculares que

forman una solucién clara en medio acuoso.

Estas micelas formadas por la digestidn son lo suficien
temente pequefias para penetrar a los espacios de las
microvellosidades de las células mucosas y quedan dis
ponibles para la transferencia répida de 4cidos grasos
de cadenas largas, monoglicéfidos y colesterol dentro
de la'célula, Las sales biliares permanecen en la luz
intestinal y son absorbidas en el ileo terminal (6).

La mayor parte de los 1ipidos son absorbidos en el duo

deno y yeyuno proximal (58).

Los lfipidos absorbidos son re-esterificados en la por



cifn intracelular de la mucosa para formar nuevamente
triglicéridos, ésteres de colesterol y fosfatidilcoli
na que junto con las apoprotefnas son vertidas a 1la
linfa en forma de quilomicrones (una variedad de lipo
protefnas) que a través del conducto toridcico alcanza

el sistema venoso.

El intestino humano solo absorbe aproximadamente el 40%
del colesterol dietario diario (300 mgrs) lo cual repre
senta una defensa contra la hipercolesterolemia en el
hombre. Contrariamente la capacidad del intestino pa

ra absorber A4cidos grasos es ilimitada,

1,2 CLASIFICACION Y METABOLISMO:

Las lipoprotefnas plasmiticas originalmente descubier
tas por Mecheboeuf en 1929 (47), representan complejos
macromoleculares de componentes protefnicos y lipidicos
espec{ficos. Transportan los lfpidos plasmiticos inso
lubles en agua, en forma coloidal estable. Debido a
su alto contenido en lipidos, las lipoprotefnas plasmb
ticas son de menor densidad que otras protefnas en 1la
circulacién., Esta propiedad hace posible el aislamien
to de la lipoprotefna por flotacién ultracentrffuga en
soluciones salinas. En el sentido estricto de 1la pala

bra, el complejo alblmina-4cido graso no esterificado



representa una lipoproteina. La densidad de este com
plejo es mayor que aquella empleada normalmente para
las lipoprotefnas plasmiticas ( densidad mayor de 1.21
grs/ml). También hay apoproteinas y 1fpidos en el plas
ma con una densidad mayor de 1.21 grs/ml. Los lipidos
que se encuentran en esta fraccién son principalmente
los fosfolipidos, de los cuales el mis prominente es la

lisolecitina.

El sistema adoptado de clasificacién por ultracentrifu
gacién de las lipoproteinas se encuentra basado en sus
tasas de flotacién a 26°C'y densidad de 1.063 y 1.21

grs/ml, La tasa de flotacibén medida en unidades Sverd
berg (se designa como Sf) y la movilizacién electrofo-
rética han sido las bases para la clasificacifn tradi

cional de las lipoprotefnas plasmfticas (Tabla 1).

Las lipoproteinas plasmiticas pueden ser agrupadas en
cuatro clases principales o familias separadas por ésos

métodos:

a). QUILOMICRONES: La mis grande de las lipoprotefnas
transporta grasas dietarias y esteroles desde el intes
tino delgado. El tamafio de las particulas y otras pro
piedades son dependientes de las' condiciones . bajo las

cuales son colectadas. Después de alcanzar la circula



TABLA I

CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS FAMILIAS DE LTPOPROTEINAS EN EL HUMANO (53).

Rango de Rango de Movilidad Difimetro TG  Coleste
Familia densidad flotacién Electrofo s rol (A}
gr/ml (sf) rética @) %)
Quilomicrones 0.95- 400 Origen 760-6000 86 6 o
0.97
LMBD 0,95 20-400 ol a globulina 250-750 S0 20
1.006
18D 1.006- 0.20 ﬂ globulina 170-260 8 40
1.063 '
LAD 1.063- 1-10 o< ¢ globulina 70-120 8 16

1.2




cién desde el conducto toricico, transforman su compo
sicién de 4cidos grasos y probablemente su conteni
do de apoproteinas, Son ricos en triglicéridos y con
tienen solamentedel 1 al 2% de proteinas por peso, Las
apoproteinas consisten de aproximadamente 66% de apo
C (apo C-1I, apo C-I1 y apo C-III), 22% de apo B y 12%
de apo A. Los quilomicrones colectados de la linfa
intestinal conticnen menos apo C que los del plasma.
Los apo C se transfieren rfpidamente entre lipoprotei
nas de alta densidad (LAD) y las lipoproteinas ricas
en triglicéridos ( 7,24 ). No se conocen los pasos
precisos involucrados en la s{ntesis de quilomicrones.
Son principalmente sintetizados en la mucosa yeyunal,
La resintesis de triglicéridos de los productos de 1la
digestién cn la mucosa intestinal ocurre en el reticu-
1o endoplésmico liso. Es muy probable que la apo B sea
sintetizada en los ribosomas del retfculo endoplésmico
rugeso. Los fosfolfpidos muy probablemente provienen
de las membranas plasmiticas y del reticulo endoplésmi
co liso y rugoso. Los fosfolipidos y apo B deben asg
ciarse con los triglicérides sintetizados en el reticu

1o endoplésmico liso,

Los quilomicrones son las lipoproteinas que mis répido
se catabolizan, son removidos de 1la circulacidn en me

nos de una hora. El catabolismo se realiza por lo me



nos en dos fases: En la fase I son hidrolizados en los
tejidos periféricos a través de la mediacién de la lipa
sa triglicérida (lipasa lipoprotéica) que se encuentra
presente en cl cndotelio capilar. A consecucncia de ég
ta hidrélisis periférica, la particula es reducida a
"remanentes" ricos en colesterol. En la segunda fase
del catabolismo de los quilomicrones las partfculas re
manentes son removidas por el higado. Por la hidréli -
sis se forman inicialmente dcidos grasos libres y gli
céridos. Posteriormente los glicéridos pueden ser hidro
lizados dentro de las vacuolas de las células capilares
y los fcidos grasos libres son liberados al espacio ex
travascular, donde estfin disponibles para la captacién
por células tisulares o para su recirculacién en cl plas

ma.

b). LIPOPROTEINAS DE MUY BAJA DENSIDAD (LMBD) o VLDL
(very low density lipoproteins): Se combinan con quilo
micrones y con las lipoproteinas de baja densidad (LBD)
en los dos extremos del rango de densidad. Su composi
cibn depende del tamafio de la particula (60). La pro
porcién de triglicéridos y apoproteinas C es mayor en
las partfculas grandes y la de fosfolipidos, apo B y
proteinas totales son mayores en particulas mds pequeitas.

La apo B constituye aproximadamente el 25-35% de las pro



teinas de LMBD, apo C entre el 35 a 50%, apo E el 7 a

12% y apoproteinas menores comprenden el resto.

Estas lipoproteinas transportan triglicéridos endége
namente sintetizados. El sitio principal de su sinte
sis es el higado, siendo el intestino una fuente secun
daria segfin 1o indican estudios realizados en animales
de experimentacibn, Su liberacién es inhibida por
agentes tales como colchicina y vincristina, el 4cido
orbtico también inhibe su sintesis o liberacién a tra
vés de mecanismos que adn no son cntendidos. Como el
intestino no sintetiza apo C, éstas son adquiridas de
la circulacién o de la linfa mesénterica. Aunque la
apo F es sintetizada por el higado hay evidencias que
indican que la LMBD obtienc su apo C solamente déspués

de 1la transferencia desde la LAD circulante (7,66).

Estudios con lipoproteinas radiactivas ind{can que los
"remanentes" de LMBD formados por la hidrélisis de los
triglicéridos, son principalmente convertidos a LBD. En es
ta conversién de LMBD a LBD 1los 1ipidos son hidroli
zados en tejidos extrahepfiticos. E1 995 de los trigli
céridos son removidos y las apos C se transfieren a
LAD. Un producto de la hidr6lisis es la lipoproteina
de densidad intermedia (LDI) o IDL (intermediate densi

ty lipoproteins), que en rccientes estudios 1a han se



parado de la LBD con un rango de densidad de 1.006 a
1.019 grs/ml, siendo la de LBD de 1.019 - 1.063 mg/ml.
Su tasa de sedimentacibn es 12 a 20 Sf y la de LBD de
0 a 12. Su concentracién plasmitica en estados posab
sortivos en sujetos normales es de 0 a 40 mgs/dl y se
han rcgistra@o concentraciones plasmiticas mis altas
en sujetos mayores de 50 afios de edad. Su componente
lipidico mis abundante son los ésteres de colesterol
pero hay cantidades significativas de triglicéridos.Su
proteina principal es la apo B y no se conoce en la
actualidad si son degradadas a LBD en el endotelio ca
pilnrAperiféricb o si son inicialmente removidas y pos

teriormente catabolizadas por el higado.

¢).” LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LBD) o LDL ( low
density lipoproteiﬁé): Tienen movilidad beta en elec
troforesis, ecstas particulas contienen aproximndamente

el 75% de 1ipidos y 25% de proteinas por peso, Su prin
cipal apoproteina es la apo B.que comprende el 90% de
las protefnas totales. Su composicién en 1fpidos pro
medio (en porcentaje) por peso es: fosfolfpidos 28%,
triglicéridos 13%, colesterol no esterificado 11% y és

teres de colesterol 47%.

Su estructura contiene un centro interno de éster de
colesterol, una cubierta externa de apoproteina y fos

fol{pidos y una cubierta intermedia separada de éster
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de colesterol. Se ha asumido que los quilomicrones vy
las IMBD tienen una forma seudomicelar. En este mode
lo los lipidos neutros, ésteres de colesterol y trigli
cbridos se localizan en la regién central; las protef
nas, fosfolipidos y colesterol libre estén orientados

hacia 1a super%icie. Cuando sucede la hidrblisis de

triglicéridos en los quilomicrones y LMBD las apos C,
los fosfolipidos y colesterol no-csterificados se trans
fieren de la superficie de équellas particulas a la LAD para
mantener la proporcibn superficie/centro. Se piensa

que la LBD en humanos sea derivada en gran parte de la
LMBD, pero cs posible que alguna LBD se sintetice di -
rectamente en c¢l hfgado, particularmente en algunas for
mas de hiperlipoproteinemias (20). La LBD son metabo
lizadas dentro de la célula principalmente en los te
jidos periféricos ofrecicendo una proporcién.importan-
te de sus requerimientos de colesterol. Esta accibn

es mediada por receptores de alta afinidad (25) los cua
les favorecen la introduccién de las LBD y liberan su
contenido de colesterol después de la hidrélisis que

ocurre en lisosomas secundarios.

El efecto sobre el metabolismo de la LBD en el hombre,
ocasionado al modificar su apoprotefna para evitar su

reconocimiento por el receptor, sugiere que este procg
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so ocurre "in vivo". Esto disminuye sustancialmente su
velocidad fraccionaria de catabolismo. Por lo tanto la
LMBD y LBD proporcionan el transporte centrifugo de 11
pidos desde el higade y el tubo digestivo hacia la peri
feria. Es posible que algo de LBD sea catabolizada en
el higado y que la LBD deje un remanente de éster de co
lesterol cuando pasa a través de este Organo (67), el

cual puede transferirse a la LMBD y asi iniciar un nue

vo ciclo.,

La apoproteina B de los residuos de los quilomicrones es
reconocida por los receptores B de las células hepidti
cas, en tanto que la apo B de las particulas de LBD es
reconocida por los receptores B de las células periféri
cas. De esta manera las particulas de LBD son cataboli
zadas en las membranas celulares constituyendo la deng
minada "via de 1la LBD" de Brown y Goldstein (25), la cual
regula el contenido celular de colesterol que es usado
para la sintesis de las membranas y ser utilizado como

precursor para sintesis de hormonas esteroides.

Ademds de su degradaci6én ya mencionada algo de LBD es
degradada por el sistema de "células de deshecho" (Sca
venger cells) que consisten en células fagociticas del
sistema reticuloendotelial. Se piensa que este paso fun

ciona solamente para degradar LBD cuando alcanza altas
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concentraciones en el plasma (Figura 1).

El ciclo del tababolismo de LBD estd intimamente rela
cionado a la regulacion de 1la sintesis del colesterol
en tejidos periféricos. En condiciones adecuadas de

homeostasis, el colesterol debe ser transportado desde
la periferia hacia el higado para su depuracién por el
sistema biliar. Este papel puede ser llevado a cabo

por la LAD.

d). LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDAD (LAD) o HDL (high den
sity lipoproteins): Esta lipoproteina contiene mds pro
teinas (45-55 % por peso) y menos lipidos que las otras
familias de lipoproteinas plasmiticas. Sus principales
lipidos son: fosfolipidos (42 a 51 %), colesterol (30
a 40 %) y triglicéridos (6 a 12%). Tienen movilidad

alfa en electroforesis y son subdivididas en fracciones
de densidad variando de 1.063 a 1.120 grs/mll(LADZ) y
de 1.120 a 1.210 grs/ml (LAD;). La concentracién de

LAD2 es aproximadamente tres veces mds alta en mujeres
premenopiusicas que en los hombres. La LAD, contiene
relativamente mis proteinas y menos lipidos neutrosque

LAD, (61).

La apo A-1 y apo A-1I representan casi el 90% de la pro

teina total de LAD. El grupo C de las apoproteinas com
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prende aproximadamente el 5 % y la apo D y otras c¢spe

cies menores el 5 % restante.

La mayoria de los estudios sobre la sintesis de LADhan
sido llevados a cabo en roedores, existiendo a este res
pecto evidencias directas sobrve la sintesis hepdtica e
intestinal de la LAD. La LAD liberada por el higado con
tiene las apos A recientemente sintetizadas y las apos
C. El higado también forma y secreta lecithin - choles
terol-acyl-transferase (LCAT) la cual ¢s activada por
la apo A-1 y actda sobre la LAD naciente para formar &s
teres de colesterol, sirviendo como 'sustrato" natural
para 1a reaccién de LCAT. La fosfotidilcolina en LAD
sirve como donador de acyl y el colesterol en LAD como
el receptor. Los ésteres de colesterol se intercambian
ficilmente entre las lipoproteinas por ejemplo: entre
LAD y LMBD, Glomset (23) ha postulado que la LAD sir
ve como un vehiculo receptor para ¢l transporte de co
lesterol no-esterificado desde las membranas plasmfiticas
extra-hepiticas hacia el higado. Se piensa que el hi
gado es el sitio principal del catabolismo de la LAD,
pero no hay pruebas directas de que exista y atn no se
ha descartado cl catabolisﬁo extra-hepitico de esta 131
ﬁoproteina (22). A este respecto se han descrito la
presencia de receptores para LAD en la superficie de

las células hepdticas.
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La inyeccién de lipoproteinas ligadas al colesterol ra
diactivo en un sujeto con fistula biliar ha mostrado la
utilizacién preferencial del colesterol libre de la LAD
por la glindula hepdtica como precursor de los dcidos y

colesterol biliares.
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1.3 LIPASA LIPOPROTEICA Y LCAT.

Las modificaciones ecstructurales de las lipoproteinas
en plasma involucran la interaccién de lipoproteinas y
enzimas. La primera interaccidn después de que los qui
lomicrones y LMBD entran al plasma envuelve la apo Cde
la LAD. la siguiente interaccidén ocurre entre las 1i
poproteinas y la lipasa lipoprotéica (o lipoproteinli-
pasa). Esta cnzima ha sido identificada en diversos
6rganos incluyendo la aorta, corazdn, misculo esquelé-
tico , tejido adipo, gléindula mamaria, pulmones y ri
fiones. Su actividad es notablemente incrementada en
los primeros minutos después de la inyeccifn intraveno
sa de heparina, lo que sugiere que la enzima estd estre
chamente ligada a las c€lulas endoteliales y es extrai

da hacia el plasma por la heparina (65).

AGn no se conoce el mecanismo de accién molbcular de
la lipasa lipoproteica sin embargo, c¢s claro que la
enzima es virtualmente inactiva contra las emulsiones
de lipidos libres de proteinas y es bastante activa cuan
do apo C-IT se incluye en las emulsiones. Su actividad
en tejidos adiposo disminuye durante ¢l ayuno y en si
tuaciones patoldgicas como en la diabetes, y es mucho
mis elevada en animales deprivados de alimento y pos

teriormente re-alimentados. En el tejido mamario la ac
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tividad enzimitica es relativamente baja hasta el parto
a partir del cual se incrementa hasta diez veces. La in
sulina, el glucagon, los estrdgenos y oxandrolona* afec
tan la actividad de la lipasa. La insulina y la oxandro

lona la incrementan y los demds la disminuyen (62).

La importancia de esta cnzima se hace evidente por las
manifestaciones derivadas de las anormalidades del me
tabolismo de las lipoproteinas en sujetos con hiperli
poproteinemia familiar tipo 1 (hiperquilomicronemia) en

quiencs se encuentra ausente la actividad enzimitica (6)

Otro ejemplo de interacciones que parecen ser importan
tes en el metabolismo intravascular de quilomicrones vy
LMBD, es su trunsforﬁacién por LCAT. Esta enzima es sc
cretada por ¢l higado y es la responsable de la mayor

parte de la produccidn de los ésteres de colesterol en
el plasma. Su actividad se incrementa "in_vivo" por apo
A-1 y apo C-I. Su importancia fisiolégica se aprecia en
dos enfermedades secundarias a deficiencias heredadas

la deficiencia de LCAT y la deficiencia de apo A o tam
bién 1lamada hipoalfolipoproteinemia (Enfermedad de Tan

gier). (62).

* 17 beta hidroxi-17 metil-2 oxa-5-alfa-androstan-3-ona.
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1.4, LAS APOPROTEINAS.

El término apolipoproteina se refiere al compuesto pro
teico de las lipoproteinas y se designa a estos compg
nentes como libres de lipidos. Su composicidn en cada
familia de lipoproteinas es heterogénea. En la actua
lidad se duda sobre la adopcién prematura de un siste
ma de nomenclatura, debido a los recientes descrubri
mientos de mdltiples proteinas y por el estado incample
to de su caracterizacidn sin embargo, Alaupovic (3) ha
sugerido un sistema de designacién (A, B, C) basado en

la teoria de su organizacibén biol6gica,

a4). Apoproteina A-I:

Bs la proteina principal de LAD en humanos y otras es
pecies estudiadas, Activa a la LCAT y puede tener una
funcién en la regulacidén y fluidez de las membranas. In
teractia con la fosfatidilcolina mis fidcilmente que con

la esfingomielina,

b). APO_A-II:

Representa aproximadamente el 30% de las apos de LAD.
Se encuentra solo en cantidades pequefias en otras fami
lias de lipoproteinas. Interactda mis fédcilmente con
la esfingomielina que con fosfatidilcolina quedando por

definirse su papel fisiblogico.
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c). APQ B:

Constituye el 90% de las proteinas de LBD. Es también
una proteina importante de los quilomicrones y LMBD.
Tiene un papel importante en el transporte de 1los tri

glicéridos desde el intestino-e higado al plasma.

d). AP0 C-I:

Es la mis pequefias de las apoproteinas caracterizadas.
Representa el 10% de las apos de LMBD y el 2% de las
apo-LAD., Activa a la LCAT.

e). AP0 C-II:

Comprende entre el 5 al 10% del totat de apo-LMBD y en
contriindose en pequefias cantidades en apo-LAD. Se re
combina con la lecitina para formar lipoproteinas dis
coidales que sec asemejan a la LAD nativa. Es una poten
te activadora de la lipasa lipoproteica del tejido adi

poso, pero no de 1a hidrolasa triglicérida hepidtica.

f}. APO Q-III:

Es la mis abundante de las apos C y representa entre el
25 y el 30% de las apos-LMBD y el 2% de las apos-LAD.
Bajo condiciones apropiadas "in vitro" puede inhibir la
lipasa lipoproteica. Se desconoce su significado big

l6gico,
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g). APO D:
Parece constituir el 5% 6 menos del total de las apo
LAD. Kostner ( 36) ha mencionado la activacidn de LCAT

por apo D.

h). APQ E:

Se conoce como una apoproteina "rica en arginina". Re
presenta entre el 6 y el 12% de las apo-LMBD en suje
tos normales. Parece que estd involucrada intimamente
en el transporte de colesterol pero se desconocen

los detalles de esta funcidn.

CICLO DE LAS APOPROTEINAS:

En el plasma de sujetos normales cn ayunas el 90% de
la apo A estd asociada con LAD, el 90% de 1a apo B
esti en LBD y la apo C estd equitativamente distribufi
da entre LMBD y LAD. Durante la absorcién ée grasas
el intestino elabora proteinas A y B cuando los quilp
micrones son secretados. Las apo C sin embarge no
son sintetjzadas por la mucosa intestinal y la LAD de
be proveerlas a los quilomicrones. Cuando los trigli
céridos de los quilomicrones son hidrolizados en los
tejidos muscular y adiposo, el ciclo de 1la apo C re

gresa a la LAD. La apo C aparentemente tiene elevada
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afinidad por las lipoproteinas ricas en triglicéridos,
pero su vida media en sangre se acorta cuando la LAD

es anormal;

No estd claro si la apo A es resintetizada después de
que los lipidos de LAD son catabolizados, tampoco hay
evidencias de que apo B recicle ya que no se intercam
bia entre las lipoproteinas ni se reincorpora a los

quilimicrones o LMBD de nueva sintesis.
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1.5, PROGESTINAS SINTETICAS Y LIPOPROTEINAS EN SUERO:

Mientras que los efectos de los estrdgenos sobre los 11
pidss y lipoproteinas en suero han sido objeto de varios
estudios, existe relativamente poca informaci6n sobre la
influencia y repercusiones de la progesterona y sus de
rivados en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas san

gufneos (29, 35),

Los 1ipidos y lipoproteinas en suero han recibido mucha
atencifn por la relaci6n que tienen con enfermedades car
diovasculares y la aterosclerosis. Las concentraciones
de LBD estfin claramente relacionadas al desarrollo de en
fermedad coronaria (44, 56), La LAD por el contrario ,

estd inversamente relacionada a riesgo cardiovascular -
(11, 45, 46) particularmente en sujetos de edades mayg
res de S50 afios en quienes el colesterol total no es "un

.

factor de riesgo" importante(23).

Estudios epidemiolégicos han demostrado que nifios de am
bos sexos menores de 14 afios tienen patrones lipoprotei
cos similares. Durante la pubertad, los valores de co
.lesterol sérico disminuyen en los sujetos masculinos re
flejando cambios pronunciados de la LAD. Por el contra
rio, LAD-colesterol queda inalterada durante la pubertad

en las mujeres y se incrementa levemente con la edad
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(8, 39, 42). Las mujeres en edad fértil tienen valores
menores de LBD que los hombres significando un riesgo
menor de enfermedad coronaria. Por otra parte, la aso
ciacién entre LMBD y este riesgo es todavia materia de
controversia (27). Estudios epidemioldgicos han demos
trado que muchos factores influyen sobre las concentra-
ciones de lipoproteinas en suero, de tal forma que el
tabaquismo, la obesidad, tratamiento con agentes beta
bloqueadores, dietas ricas en carbohidratos y dietas ri
cas en grasas poli-insaturadas reducen los niveles de
LAD (53). El1 ejercicio fisico regular y el consumo de
alcohol, son factores asociados con niveles aumentados

de LAD (16, 17, 25, 32, 33, 37, 38, 40, 41).

Los quilomicrones se encuentran normalmente bajos du
rante ¢l ayuno, sin embargo no han sido asociados a en
fermedades vasculares, aunque se ha sugerido la  parti
cipacibn de los "remanentes'" de los quilomicrones en

la formacién de ateromas.

Para evaluar los efectos de los anflogos de la proges
terona en el metabolismo de los 1lipidos y lipoproteinas,
se debe prestar especial cuidado al hecho de que los
efectos progestacionales de estos esteroides sintéticos,
estin acompafiados por otras acciones farmacolégicas que

difieren de aquellas derivadas de la hormona nativa (16,
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35). También debe tenerse en cuenta las dosis utili
zadas, duracién del tratamiento, uso concomitante de
otros firmacos, edad y estado clinico de las usuarias,
asi como también los métodos utilizados para 1la cuanti

ficaci6n de lipidos y lipoproteinas.

En los dltimos afios se han realizado varios ~estudios
para evaluar el efecto de las formulaciones utilizadas
en la anticoncepcibn sobre lipoproteinas en el suero.
A ecste respecto se ha observado tanto el aumento y dis
minucién en los lipidos durante el tratamiento. Esto
es debido parcialmente a las variables combinaciones far
macelticas empleadas para el control de la fertilidad,
en las diferentes preparaciones comerciales durante los
Gltimos 10 a 15 afios, Por ejemplo, se ha disminuido el
contenido de estrégenos sin pérdida del efecto anticon
ceptivo, notfiindose sin embargo una frecuenci? menor en
la aparicién de fenbmenos tromboembélicos (7, 42). Por
otra parte la dosis utilizada del progestigeno ha sido
variable y desde el comienzo de los afios 70, solo deri
vados de 1la testosterona (derivados de 1la 19-nortestos
terona) han sido utilizados en las preparaciones anti

conceptivas (63, 67).

Entre los progestigenos mis utilizados de la serie 19-

nortestosterona se encuentran la noretindrona (17 alfa



Z24-

etinil-17 beta hidroxi-4en, 3 ona) (noretisterona) y el
levonorgestrel (d-18-etil-17 alfa etinil-17 beta hi-
droxi-4 gonen-3 ona) (48) los cuales han recibido ma
yor atencién con referencia a sus efectos sobre el me
tabolismo de 1lipidos y lipoproteinas. La férmula estruc
tural de los derivados de la 19-nortestosterona se mues
tra en la fig, 2. El acetato de noretindrona (17 alfa eti
nil, 17 beta acetoxi, 4 en, 3 ona) en un derivado de la nore
tisterona con idénticas propiedades biolSgicas excepto
en su mayor potencia. Difiere del levonorgestrel por
la sustitucién del grupo etilo por un grupo metilo en
el carbone nimero 13 de la molécula del esteroide. Ade
mis de sus propiedades progestacionales, ambos poscen
actividades androgénicas asi como anti-estrogénicas (16,
55-56). Varios estudios relacionados a los efectos de
los derivados de la 19-nortestosterona sobre las 1lipo
proteinas obtenidas del suero de mujeres menopalsicas,
han demostrado su estrecha relacidén con la reducciénen
LAD-colesterol (9, 11, 19, 24, 27, 34). Esta disminu
cibn en LAD-colesterol es dependiente de una variedad
de factores como la dosis y la presencia o no del com
ponente estrogénico. Estos hallazgos han demostradola
dependencia de LAD a los compuestos hormonales con ac
tividad estrogénica. Los efectos de estos progestige-

nos sobre los triglicéridos, LMBD y LBD son menos cla
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ros., Algunos investigadores han encontrado disminucibn
en los triglicéridos del suero y en LMBD-colesterol con
un incremento en LBD-colesterol {63, 70, 74). Gustafson
(26) combinando noretisterona con etinilestradiol infor
ma la disminucidén en triglicéridos, asi como en IMBD - co

lesterol aunado al incremento en LBD-colesterol.

Se ha demostrado que el acetato de noretindrona es efec
tivo en disminuir los niveles de triglicéridos en suero
de pacientes con hipertrigliceridemia, cste efecto va
acompafiado de una actividad incrementada de la lipasa
liberada con heparina, aunque el mecanismo mis probable
es la inhibicidén de 1la sintesis de triglicéridos hepiti

cos,
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Bl conocimiento de los mecanismos que regulan cl metabo
lismo de lipidos y lipoproteinas nos ha permitido esta
blecer que los componentes hormonaies en anticoncepcién
son factores que predisponen al proceso de formacidn de
ateromas secundarios a los depbsitos de colesterol en
asociacién con otros eventos de riesgo bien conocidos .
Bstos hechos de observacién han redituado en estudios
prospectivos tendientes a confirmar la relacién  entre
el uso y dosis de esteroides sintéticos y el metabolis
mo de lipidos y lipoproteinas, poniendo especial énfasis

en el componente progestacional.

En apoyo a estas observaciones se encuentra el hecho de
que los estrégenos guardan relacién directa con las con

centraciones de LAD-colesterol, mientras que los proges

tigenos estfin inversamente relacionados con ellas,

A este respecto existe controversia en los cambios de 11
pidos y lipoproteinas que ocurren durante el ciclo mens
trual normal. Demacker y cols (15) no informan cambios
significativos en las concentraciones de colesterol,tri
glicéridos, LBD-colesterol y LAD-colesterol durante el

ciclo menstrual normal. Sin embargo otros investigado-
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res (33) refieren la presencia de cambios caracteriza
dos por la disminuci6n de colesterol plasmidtico y LBD
colesterol en la fase ldtea. La mayoria de estos cam
bios han sido descritos después de la elevacidn de 17-
beta estradiol que ocurre en la mitad del ciclo sin em
bargo, es importante mencionar que la metodologia em
pleada no tiene la especificidad, sensibilidad y exac-
titud necesarias por no contar con un procedimiento mis
adecuado para el fraccionamiento de las diferentes fa

milias de lipoproteinas,

Hasta ahora no se conocen estudios sobre el pérfil de
lipidos y lipoproteinas en la poblacidén normal femeni
na Mexicana. En el presente trabajo decidimos investi
gar las variaciones en las concentraciones en suero de
lipidos y lipoproteinas en niveles bajo control hormgo
nal de la fertilidad, asf como 1los cambios en sus con
centraciones circulantes durante el ciclo menstrual nor

mal.
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OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos en el presente estudio son:

A).

B).

A,

B).

Confirmar si existen o no variaciones en las con
centraciones de lipidos y lipoproteinas durante
el ciclo menstrual de mujeres adultas sanas enla

poblacién Mexicana,

Analizar los cambios en el patrén de lipidos y
lipoproteinas en el suero de nujeres  normales,

bajo control hormonal de la fertilidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

La cuantificacién en suero de colesterol, trigli
céridos, fosfolipidos, asi como sus contenidos -

en las diferentes fracciones: LAD, LBD y LMBD,

El empleo de levonorgestrel en dos diferentes do
sis (250 y 150 ugrs) y la noretindrona (1 mgr)

combinadas con etinilestradiol.
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111, MATERIALES Y METODOS

I1I1.1). Material Clinico:

Bl estudio se llevé a cabo de la siguiente manera: Se
incluyeron cuarenta y cinco mujeres voluntarias sanas en
edad reproductiva con promedio de 24.4 + 4.4 (DE) afios
de edad, rcuniendo los siguientes criterics de seleccidn:
La presencia de ciclos menstruales regulﬁres en los dlti
mos seis meses previos al estudio (los ciclos regulares
se consideran de una longitud entre 24 y 35 dias segfin
el criterio de la 0.,M,S5.) sin antecedentes en el uso de
nign método anticonceptivo hormonal, asi como de lactan
cia por lo menos tres meses previos al comienzo del es
tudio. Las pacientes con antecedentes de parto o abor-
to durante el Gltimo afio, presencia de enfermedades me
tabdlicas como la diabetes o cualquiera otra’ endocrino-
patia, untecedentes de enfermedad tromboemb&lica  (in
cluyendo enfermedades cerebrovasculares), hipertensién
arterial (considerando como tal la presién sistdlica ma
yor de 140 6 1la presi6n diastdlica mayor de 90 mm. de
hg.) y enfermedades hepiticas recientes incluyendo 1la
ictericia recurrente del embarazo no fueron jpcluidas
en el estudio, asi como la historia de la ingesta de

barbitdricos, anticonvulsionantes, antibibticos, este
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roides sistémicos o droga de uso profildctico. A to
das las participantes en el estudio se les informd de
los fines y objetivos del proyecto y se obtuvo pbr es

crito la aceptucifn de cada una de ellas.

Las participantes en este estudio fueron divididas en

dos grupos para cumplir con los siguientes objetivos:

Objetivo A: Variaciones de Lipidos y Lipoproteinas du
rante el Ciclo Menstrual:

Para investigar las fluctuaciones en las concentraciones
de lipidos y lipoproteinas en mujeres normales de edad
reproductiva, se incluyeron diccinuecve mujeres en  las
cuales se obtuvo una muestra de sungre durante la fase
proliferativa y veinticinco mujeres fueron incluidas en

la fase ldtea, '

Objetivo B: Efecto de Hormonales Combinados' en el Pa
trén en Suero de las Diferentes Fracciones de Lipidos y
Lipoproteinas:

Para el cumplimiento de este objetivo se incluyeron vein
cuatro mujeres normales en edad reproductiva en las cua
les previamente se establecieron las concentraciones cir
culantes de las diferentes fracciones de lipidos y lipo
proteinas durante la fase lfitea del ciclo menstrual. El
efecto de la administracién de tres preparaciones hormo

nales conteniendo de manera combinada el estrdgeno y la
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progestina en las concentraciones circulantes de las di
ferentes fracciones de lipidos y lipoproteinas, se valo-
r6 a los tres meses de tratamiento. Las voluntarias fue

ron distribuidas en los siguientes grupos:

Grupo 1: Administraci6n durante tres meses de 250 ugrs
de levonorgestrel combinados con 50 ugrs de etinilestra-

diol.

Grupo I11: Administracibén durante tres meses de 150 ugrs
de levonorgestrel combinados con 30 ugrs de etinilestra-

diol,

Grupo I11: Administracibén de 1 miligramo de acetato de

noretindrona combinado con 50 ugrs de etinilestradiol,

Las tabletas fueron tomadas diariamente durante tres se
manas seguida por una semana con placebo. La duracién
fue de tres ciclos consecutivos. Se tomaron muestras pa
ra la determinacifn de 1ipidos y lipoproteinas, antes del
tratamiento y durante el tercer ciclo de tratamiento con

anticonceptivos orales.

Al momento de la admisibn se llenaron las historias cli
nicas. Los detalles de las participantes, incluyendo -
edad, talla, peso, indice de Quetelet* (22) y superficie

corporal segln Boyd, tanto del grupo de la fase prolife
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rativa y del grupo que tomé anticonceptivos orales se

muestran en las Tablas II y IT1,

111.2), Metodologia:

Las muestras sanpguineas se¢ colectavon en las visitas
subsecuentes de cada participante a la Clinica de Pla
nificacibn Familiar del Departamento de Biologia de 1a
Reproduccibn del Instituto Nacional de 1a Nutricicn Sal
vador Zubir&n. Las participantes asistieron en estado
de ayuno de 12 a 14 horas previas a 1a coleccién de luas
muestras, s6lo se ingirié agua y se evitd el cigarille
durante la noche previa a la coleccién de la muestra .

Todas las muestras fueron colectadas en la mafiana y se
eyitd el ecjercicio fisico antes de la coleccién de lus
muestras, las participantes descansaron por lo menosdiez

minuteos antes de la coleccidn.

Se obtuvieron 20 cc de sangre a través de 1a vena ante
cubital por medio de una jeringa pléstica y agujas de
sechables, evitindose ta éstasis sanguinea con la fi
nalidad de preveer la hemoconcentracién, las muestras
se transfirieron a tubos de vidrios limpios y el suero
se obtuvo al centrifugarse a 3000 rpm durante 15 minu

tos a 4°C.

* 1,0.= peso (en kg)/estaturaz (en cms).



TABLA I1: DETALLES CLINICOS DE LAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

Gpo. Fase Indice de Sup, Cor, Dea del

Peittes [3 ) o Qeeiet ity LA
1 21 153 1 23.5 1.5 10
2 23 165 58 2.3 1.64 12
3 22 160 58 22.6 1.62 0
4 19 160 59 23.0 1.64 12
5 27 148 44 20.0 1.36 10
6 23 158 55 2.0 1.87 1
7 33 158 50 20.0 1.49 9
8 20 159 54 0.3 1.55 8
[ .23 157 59 3.9 1.63 5
10 21 151 57 25.0 1.58 5
1 22 160 58.5 2.8 1.6 9
[H 33 168 65 23,0 1.75 "
13 32 154 52 21.9 1.5 9
14 31 148 52 3.7 1.49 4
15 23 159 49 19.3 1.4 13
16 28 ‘150 47 20.8 1.4 n
17 25 150 46 20,4 1.40 [
18 32 158 49 19.6 1.47 8
19 23 155 44.6 18,5 1.39 4
20 20 157 50.5 20.4 1.49 5

X + DE: 254 4.7 1,56 + 0.0 53.1 +5.6 21,6 +1.7 1.53 4 0,1

. La superficie corporal se calculé de acuerdo a la férmula de Boyd adaptada para ser usada
en “una calculadora Hewlet Packard Modelo 67.



TABLA 11T, DETALLES CLINICOS DE LAS PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO.

Grupo Edad Talla Peso Sup. Cox
Indice de =2 Dia del

{‘Cl\:zn (afios) (cms ) ( Kgs) Quetelet P?égeng‘ ) Ciclo
i 25 157 56 22.7 1.5 17
2 29 158 66 26,4 1.7 21
3 20 155 49 20.4 1.4 26
4 23 152 44 19.0 1.3 23
5 28 144 51 24.5 1.4 24
6 26 155 54 4.5 1.6 25
7 26 148 59 26.9 1.6 2
8 27 149 49 22.0 1.4 22
9 18 144 4y 23.6 1.4 19
10 20 157 51 20.6 1.5 27
1" 32 160 61 23.8 1.6 3
12 30 163 53 19.9 1.5 16
13 19 157 58 23.5 1.6 3t
14 18 159 Sy 23.3 1.6 2
15 22 147 S2 24.0 1.4 26
16 24 144 51 24.5 1.4 24
17 206 154 55 23.1 1.5 27
18 26 156 63 25.8 1.6 16
19 20 159 49 9 1.4 18
20 20 157 o1 24.7 1.6 29
21 22 156 59 24,2 1.6 27
22 31 158 48 19.2 1.4 16
23 19 148 44 20.0 1.3 23
24 25 170 58 20,0 1.6 22
25 20 158 58 23.2 1.6 2

X & DE: 23.8 ¢4 154 + 0,0 54,5 ¢ 5.7 2.7 423 1.54 ¢ 0.1

* La superficie corporal se calculdé de acuerdo a la férmula de BOYD, adaptada para se usada
en una calculadora Hewlet Packard, Modelo 67,
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CUANTIFICACION DE LIPOPROTEINAS:

Para fraccionar las lipoproteinas del suero se utiliza
ron tubos de centrifuga en los cuales se vertieron 5
ml de una solucién de clorurc de sodio a una densidad
de 1.063 gms por ml agregindose 4 ml de suero y 3 ml
de cloruro de sodio a una densidad de 1,006 gm por ml
Los tubos se transfirieron al cabezal (Titanium 50 )
para su ultracentrifugncién utilizindose una ultracen-
trifuga BECKMAN L8-70. La ultracentrifugacién se lle
v6 a cabo a 100 000 x g durante 22 horas a 4°C. Al
finalizar, los tubos de centrifuga fueron cortados en
3 segmentos previamcnte'establecidos correspondiendo
al segmento superior la porciém conteniendo LMBD, el
medio a LBD y el inferior a LAD. Las 3 fracciones fue

ron congeladas a -20°C para su andlisis posterior.
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CUANTIFICACION DE COLESTEROL:

El colesterol total fue determinado por el método CHOD-PAP

enzimitico de Roschlau (59) de 1la casa Boehringer-Mannheim,

Material de prueba: Suero, plasma con heparina o EDTA.

CONTENIDO: CONCENTRACIONES:
Solucidn amortiguadora 0.4 nl/1; pH 7.7
de fosfato de potasio
1
Fenol 20 mmol/1,
Metanol 1.85 mmol/1.

Solucibn amortiguadora

de fosfato de potasio 0.4 mmol/Y pH 7.7
2 4-Aminofenozona 2 mmol/1
Metanol 1.85 mmol/1
llidroxipolietoxidodecano 0.4 %
Colesterolesterasa 240 U/ml
3 Colesteroloxidasa 12 U/ml

z
Peroxidasa 2 8 U/ml
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/
El fundamento de la prueba es el siguiente:

Esteres de colesterol + HZO colesterolesteragg coleste
7

rol + AC Grasos.

Colesterol + 0Z colesteroloxidasa 134-c01estenona +
. —>
H,0

272"

2 ”202 + 4-aminofenazona + fenol peroxidasa

—_—

4-(p-benzoquinona-monoimino) - fenozona

+ 4 ”20'

Método de Determinacién:

Longitud de onda: Hg 546 nm (470-560 nm),
Espectrofotémetro:. 500 nm.

Cubeta: 1 cm de paso de luz.

Temperatura de incubacién: 20-25°C & 37°C.

Medida frente al blanco reactivo (BR)

Se sospecha hipercolesterolemia a partir de 220 mg/100

ml 6 5.7 mmol/l. Y el colesterol esti elevado a par

tir de 260 mg/100 m1 & 6.7 mmol/1.
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METODO _DE ~ DETERMINACION

Pipetear en una cubeta

Blanco

reactivo Prueba
Material de prueba 0.02 ml
Solucidn 4 2.00mt 2,00 m1

Mezclar, incubar BR v prueba 30 min a 20-25°C & du
rante 15 min a 37°C. Leer la extincidn de la prue-
ba frente al BR dentro de 2 horas= Eprueba.

Cilculo

La concentracién (C) del colesterol en la prueba se
calcula segin:

LONGITUD DE ONDA mg/100 ml mmol/1.
g 546 nm C=855 X Eprvebn  C°21 X Bpnuena
S00 nm C=585 x Eprueba C=15.1 x Eprueba

CONTROL DE CALIDAD:

Para efectos de control de la exactitud se emplearon -
muestras comerciales con valores previamente conocidos
utilizédndose el PRECILIP como referencia para valores
ligeramente bajos o normales y el PRECILIP E.L para va
lores altos. El coeficiente de variacifn intra-anflisis fue menor

del 4%.
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CUANTIFICACION DE TRIGLICERIDOS.

Los triglicéridos se determinaron por el método enzimi
tico modificado de Wahlefeld (71). Material de prue-

ba: Suero, plasma con heparina o EDTA.

REACT IVQS:

CONTENIDO " CONCENTRACIONES DE
" LAS _SOLUCIONES

Solucitén amortiguadora

1 Solucién amortiguadora de 20 mmol/pl 7
fosfato
Sulfato de magnesio 4 mmol/1
dodecilsulfato sédico 0.35 mmol/1
NADH/ 10 m.o1/1

2 ATPR/ 22 mmol/1
PEP/ o 18 mmol/1
LDH/ 2 300 U/ml

3 PK/ = 50 U/ml
Lipasa/ 24000 U/ml
Esterasa/ = 30 U/ml

4 K 2 150 U/ml
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FUNDAMENTO DE LA PRUEBA:

Es una determinacién enzimitica de los triglicéridos des

pués de la hidrélisis enzimdtica:

lispasa/esterasa
S
K4

Triglicéridos glicerol + 4cidos grasos.

Glicerol + ATP 8K glicerol-3-fosfato + ADP.

ADP + PEP 25 piruvato + ATP.

Piruvato + NADH + H* 2 [-ractato + NAD®.

Método de determinacién:

Longitud de onda: Hg 365 nm, 340 nm, o Hg 334 nm,
Micro o scmimicrocubeta: 1 cm de paso de luz
Temperatura de incubacién: 20-25° C,

Medida frente al aire o agua destilada (Disminucibn de‘
Extincién).
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Pipetear en recipientes de reaccidn

Blanco Prueba Prueba
Mezcla de reaccién {20 -25°C) 2,50 ml -
Material de prueba 0,05 ml -

Mezclar bien

Pipetear del blanco prueha - 1,00 ml
Suspensi6n 4 - 0,005 ml

Mezclar y dejar estar aproximadamente 10 min a 25°C.
Leer las extinciones de la prueba y del blanco prueba,

-E -B
EBP Eprueba BR=E.

El i1fmite de dilucidn corresponde a la siguiente dife
rencia de extincidn:

llg 365 nm O £=0,400
Hg 334/340 nm D E=0,800
6 a una concentracifn de anroximadamente 550 mg/100 ml,

Cdlculo

La concentracidn (C) de los triglicéridos se ca'~ula
bt
segin;

Longitud de onda Hp 365 nm 340 nm Hg 334 nm
c{ mg/100 ml) . O MBIxAE  7ixAE 75 xAE
c{ mmol/1}. 151 x&E  8.13xAE  8,28x AE

CONTROL DE CALIDAD:

Se utilizd el PRECILIP como referencia para velores 1i
geramente bajos o normales y el PRECILIP E.L. para valg
res altos. EIl coeficiente de variacibén intra-anilisis
fue menor del 4%,
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CUANTIFICACION DE FOSFOLIPIDOS.

Los fosfolipidos se determinaron por el método colorimé

trico de la reaccidn Molibdato/vanadato (75).

Material de Prueba:

Suero, plasma con heparina o EDTA.

CONTENIDO CONCENTRACIONES DE LAS
SOLUCIONES
Vanadato
i Vanadato amdnico 21 nmol/1
Acido nitrico 0.28 N
Molibdato
2 Molibdato aménico 40 nmol/1
Acido sulfiirico 2.5 N
. Standard
3 0.5 mg/100 ml & 161 umol/1
Fosforo
Standard
4 5 mg/100 ml & 1.61 mmol/1
Fésforo

Adicionalmente: Acido tricloroacético 1,2 mol/l.
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PREPARACION DE LAS PRUEBAS

DESPROTEINIZACION

Pipetear en un tubo de centrifuga de 10 mt

Prueba 0.2 ml

Acido tricloroacético (1,2mol/1) | 2.0 ml

Mezclar bien, dejar estar 10 minutos a 20-25°C y centrifu
gar 10 minutos. Verter ¢l sobrenadante claro en un tubo
de ensayo seco y emplear 1.0 ml para la determinacién.

METODO DE DETERMINACION

Pipetear en tubos de ensayo

Blanco Prueba
Sobrenadante de la despro
teinizacidn, - 1.0 ml
Acido tricloroacético
(1.2 mol/1). 1.0 ml -
Solucién 1 1.0 ml 1.0 ml
Solucibn 2 1.0 ml 1.0 ml
o e¢n lugar de las solucio
nes 1y 2 emplear la mezcla 5. 2.0 ml 2.0 ml

Mczclar y al cabo de 10 minutos medir la extincién de la

prucba (Eprueba) frente al blanco.
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FUNDAMENTO DE LA PRUEBA:

En solucién de 4cido nftrico, el fosfato forma un

plejo coloreado con molibdato y vanadato.

METODO DE DETERMINACION:

Longitud de onda: 405 nm (400-420 nm)
Cubeta: 1 cm depaso de luz.
Temperctura: 20-25° C.

Medida frente a un valor en blanco,

com
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La concentracién {(c) del fésforo
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inorginico de la determinacién

sin standard (405 nm) se calcula segfin:
Material
de mg/100  ml nmol/1 g/l
Prueba,
Suero =42, 2xE c=13.6xE -
Plasma prucba prueba
Orina - c=27.3prrueba c=8'4SXEprueba

La concentracidn (c) del fésforo inorgfinico de la determinacién
con standard (400-420 nm) se calcula segin:

.

Material

de mg/100 ml nmol/1 g/l
Prueba. .
Suero c=5 SxEErueba c=1 BXEp_meba v
Plasma g "k )

standard standard

. E E

Crina - €=35,5x prueba ¢=1,1x prueba

Estandard

Estandard

Control de Calidad:

Igualmente se emplearon las muestras comerciales previamente men

cionadas

variacioén intra-anilisis menor del 4%.

para el control de exactitud, siendo el coeficiente de
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CONTROL DE CALIDAD:

El porcentaje de recuperaci6n de los lipidos en las di
ferentes fracciones (LMBD, LBD y LAD) comparadas con
las del suero total fue del 80 a 100%. Esto se tomd co

mo control de calidad a lo largo de todo el estudio.

Todos los procedimientos analiticos cumplieron con los
criterios de control de calidad, siendo el coeficiente
de variacién menor del 4% del 10% intra- e inter-anali

sis respectivamente.

ANALISIS ESTADISTICO:

El significado estadistico de las diferencias entre los
valores obtenidos antes y en el tercer mes posterior a
la administracidén de los anticonceptivos orales fue eva
luado por la prueba de la t pareada. Las diferencias
entre los valores de lipidos y lipoproteinas en fase
proliferativa y en fase lltea fueron valoradas por la

prueba de t no-pareada de student.
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IV RESULTADOS

Variaciones de Lipidos y Lipoproteinas durante el Ci

clo Menstrual:

Como se muestra en las tablas IT y ITI nohubo diferen
cias significativas en las caracteristicas que a con
tinuacién se mencionan entre las participantes del gru
po de la fase proliferativa y las del grupo de la fa
se ldtea: Edad (25 +_ 4.7 afios versus 23.8 + 4.1 afios),
talla (156 + 0.0 cms versus 154 + 0.0 cms}, peso (53.1

+ 5.6 kgs versus 54,5 + 5,7 kgs), indice de Quetelet-

(21,6 + 1.7 kgs/cms2 versus 22.7 + 2.3 kg/cmz), lo
cual indica que la poblacién estudiada fue homogéneay
ademds indica el adecuado estado de salud de cada una

de las participantes en el estudio.

En la Fig. 4 se presentan los valores promedios (+ D.E.}
de los lipidos en suero durante la fase folicular y la
fase ldtea expresados en mmol/l y normalizados por m?
de superficie corporal segfin la férmula de Boyd, Como
puede observarse no hubo diferencias estadisticamente-
significativas en el colesterol total en el suero entre
la fase proliferativa y entre la fase 1lfitea (p 0.10)
como tampoco hubo diferencias significativas en los tri

glicéridos del suero. Los fosfolipidos del suero se

cbservaron disminuidos en una forma altamente signifi-
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Figura 4: Variaciones de los lipidos durante el ciclo
menstrual expresados en mmol/l/metro cuadra
do de superficie corporal.No existieron di-"
ferencias en el colesterol total ni en 1las
concentraciones de triglicéridos en el sue
ro de mujeres durante el cicle menstrual,
Las concentraciones de fosfolipidos en sue

ro se observaron disminuidas durante la fa_
se ldtea ( p<0.0005).
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cativa durante la fase lfitea cundo se compararon con
la fase proliferativa (1.67 + 0.29 mmol/litro versus -

2.15 +_ 0.44 mmol/1); p < 0,0005.

Las variaciones del contenido de colesterol en las dis
tintas fracciones de lipoproteinas (LAD, LBD y IMBD) du
rante el ciclo menstrual se representan en la figura

5. Como se puede observar, LBD-colesterol en forma si
milar a lo que ocurrié con el colesterol total en sue
ro, disminuy6 en la fase lGtea comparada a la fase pro
liferativa, siendo esta disminucién muy significativa-
(p €0.025). Aunque LAD-colesterol disminuyé en la fa
se ldtea (0.98 + 0.39 mmol/1 versus 1.06 + 0.33 mmol/1)

esta disminuci6n no fue significativa (p(¢ 0.30).

La LBD-fosfolipidos y LAD-fosfolipidos en forma seme
jante disminuyeron durante la fase ldtea resultando am
bas significativas (p¢0.01 y p ¢ 0.05 respectivamente)

cuando se compard con la fase proliferativa (Tabla 1V).

Efecto de Hormonales Combinados en el patrdn en Suero

de las diferentes fracciones de lipidos y lipoproteinas.

Los valores basales de colesterol, triglicéridos y fos
folipidos en suero asi como su contenido en las dife
rentes fracciones de lipoproteinas (LBD, LAD y LMBD)

en las usuarias participantes en este estudio se mues

tran en la Tabla Vv,



TABLA. 1V

VALORES DE LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS EN EL SUERO DURANTE EL CICLO MENSTRUAL.

FASE Colesterol total* Fosfolipidos* Triglicéridost

BEL -

€O s |wep | o | o [sEro | wep | w0 | o | sEro | wep | tm | 1
PROLIFE | 3,34+ | 0,228 18940106+ (2154 |07+ ] 0.644[1.07+ | 074+ 036s| 0,224/ 0.2+
RATIVA, | 0.6 0.09 | 0.56 0.33 0.44 0,09 0.21 0.36 0.28 | "0.15 0.16 | 0.2
PsE  [3.0e 0284 158 f0.084 1672 0030 0.5 2f0.0¢ Jor7s | 03854 0,21 +f003 s
LUTEA 0.6 0.15 | 0.45 0.39 0.29 0.09 0,131 0,184 | 0,33 0,19 0.09 }0.0%

Los valores son expresados por ruw/l/m2 superficie corporal,

*Los vnlu;es son expresados por mot/1/m? superficie corporal.

*p < 0.0

Mp € 0,05




-47-

Como puede observarse todos los valores basales se en

cuentran dentro de los limites normales.

No hubo modificaciones significativas en términos de
triglicéridos y fosfolipidos en el suero ni en su con
tenido en las diferentes lipoproteinas de mujeres in

ducidas en los tres grupos estudiados. (Tabla V).

Se observ6 una disminucibn leve aunque significativa
en LBD-colesterol en las participantes del grupo III
después de la administracidn de 1 mg de acetato de no
retindrona combinada con 50 microgramos de etinilestra
diol durante 3 meses (p ¢ 0.05). El valor individual
mis bajo de LBD-colesterol en este grupo durante el
seguimiento fue de 1,5 mmol/1. El rango normal de
nuestro laboratorio de LBD-colesterol es de 2.1 + 1.1

mmol/1.

LAD-colesterol se mantuvo en niveles bajos (p < {.035)
en las participantes del grupo I después de tresmeses
de administracién de 250 microgramos de levonorgestrel -
combinado con 50 microgramos de etinil estradiol (Ta
bla V y Fig. 6)., El valor individual de LAD-coleste-
rol en este grupo después del seguimiento fue de 0.8
mmol/1l; el rango normal de nuestro laboratorio de LAD

colesterol es de 1.0 + 0.7 mmol/1.
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Figura 5. Variaciones del contenido de coleste
rol en las diferentes fracciones de™
lipoproteinas (LAD, LBD y LMBD)} del
suero de mujeres durante el ciclo
menstrual. Los valores son expresa_
dos en mmol/l/ metro cuadrado de su
perficie corporal. LBD-colesterol dis
minuyd en la fase llitea cuando se com
paré con la fase proliferativa del ci
clo menstrual { p €0.025), LAD-coles_
terol fue ligeramente menor durante Ta
fase 1dtea con un valor no significa_
tivo de p«< 0.30.




TABLA V

EFECTOS DE LOS DIFERENTES ANTICONCEPTIVOS ORALES SOBRE EL METABOLISMO DE LIPIDOS Y LIPOPROTEINAS .

Grupo 1A% Grupo II Grupo 111
Basal 3er. mes Basal 3or. mes Basal Jer. mes
Suoro | 4.7 + 1.1+ 14,6 * 0.7 5.04 + 0.904,8 +1.2 | 4.3+ 0.8[4.2¢1.01
Colesterol L‘BD 2.4 0.7 | 2.7 0.6 2,6 +#0.6]2.6+ 0.4 2.5 % 0.7{2.3 % 0.8%
Total LAD 1.6+ 0.5 | 1.3+ 1.40af 1.8 + 0.4 [0.3 0.2 | 1.0 404513402
D J o4 +0.2 Jo3e0t |03 s02]03002 |0.320.2[022¢ 00
SUERO | 1.2+0.6 [1.3 403 [ 1.1 s00]1.2204 |09+ 0.0]02¢ 0.6
Triglicéri | pp 03400 |2.7+07 |03 +0.0]/0.320.1 |0.2¢0.0[03%01
dos- LAD 0.240.1 |0.2%0.6 | 0.2 +03{0,2+01 |0.220.0}0220.1
MBD | 0.6 +0.4 | 0.6+ 0.2 | 0.5 +0.0[0.620.2 |0.440.1{06203
Suero | 2.5+ 0.4 | 2,5+ 0.7 | 2.8 +0,3{3,1 20,6 | 2.3+0.1[258#03
Fosfolfpi  [LBD 0.8 +0.2 [0.8+0.2 {07 v0.2[0.7+04 [0.7+01{083s01
dos LAD 1.4 403 (13403 [1.5 +0.2]0.90.7 [1.240.0]1.220.0
LMBD | 0.1+ 0.0 [0.3+0.2 | 0.5 +0.5{062+05 |0.3+0,2{032+02
* p<0,05.
*p €0,025,
*a% (X + DE)

+ mmol/1.
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En el grupo II se observd una leve disminucién aunque
no fue significativa en LAD-colesterol después de 1la
administraci6én de 150 microgramos de levonorgestrel -
combinado con 30 microgramos de etinilestradiol (p<

0.5) Figura 6.

En el grupo III los niveles de LAD-colesterol no mos

traron diferencias significativas (p < 0.49) sin enm
barge, las concentraciones en suero fueron ligeramente
mis elevadas en comparacién con las observadas al ini

cio del estudio.



. TENCEN WES

7
z BASAL
520 I:]
€
E -
il
Q
[+ 4
W04
o
w
]
8
o
1
a
<
i
GRUPOT orurOll GRUPO IIL
1p <0.025

Figura 6 : Efecto de los anticonceptivos orales sobre
LAD-colesterol después de tres meses de uso.
LAD-colestercl se mantuvo en nivele~ bajos
( p€0,025) en las participantes del ,rupo
1 después de tres meses de administracién de
250 ugrs de levonorgestrel combinado con 50
ugrs de etinilestradiol.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo demuestran las fluctua
ciones que existen en los 1fpidos y lipoprotefnas en el
suero de mujeres normales durante el ciclo menstrual,

Bsto implica que es de gran importancia el momento de
la toma de muestra sanguinea para la interpretacién de
las concentraciones 2n suero de lipidos y lipoprotef -
nas en mujeres que no emplean anticonceptivos hormona
les, Estas variaciones de lipoprotefinas confirman ob
servaciones previas de la disminucién en LBD-colesterol
as{ como en apo-B durante la fase litea en mujeres con

ciclos menstruales normales (33).

Es necesario mencionar algunas difercencias entre los re
sultados obtenidos en algunos estudios previos y los re
sultados del presente trabajo. Demacker y colaboradores
(15) investigando las fluctuaciones de 1fpidos y 1lipo
proteinas durante el ciclo menstrual normal en diez myu
jeres sin antecedentes del uso de ningdn método para el
control de la fertilidad demostraron que las concentra
ciones totales de colesterol, LBD-colesterol y LAD -co
lesterol no se modificaron significativamente. En nues
tro estudio hemos encontrado una disminucién significa
tiva de LBD-colesterol en la fase llitea, asf como de -

los fosfolfpidos en el suero, lo cual estd de acuerdo
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con las observaciones de Kim y Kalkhoff (33). Estos
mismos investigadores demostraron también la disminu
cibn significativa de las concentraciones de colesterol
total en suero durante la fase 1dtea, hallazgo que no

pudimos encontrar en nuestro trabajo,

Estas diferencias en los resultados pueden por lo me
nos explicarse a la gran variabilidad en las concentra
ciones de 1{pidos en mujeres normales en edad reproduc

tiva asf como en la metodologfa empleada.

A este respecto es interesante sefialar los cambios hor
monales que ocurren durante el ciclo menstrual normal,
los cuales podrfan ser los responsables de las fluctua
ciones observadas de 1fpidos y lipoproteinas informadas
previamente por difercentes grupos de investigadores (15,
33). Se ha scilalado que la disminucién de LBD-coleste
rol durante la fase ldtea es secundaria a la clevacién
de 17 beta estradiol en la fase ovulatoria. Es un hecho
bien conocido el importante efecto supresor de los es
trégenos sobre el colesterol y el efecto de su adminis
tracién sobre el perfil de las lipoprotefnas en el sue
ro de las mujeres oforectomizadas o pos-menopdusicas

(33). El efecto de los estrégenos sobre el metabolis-
mo de 1fpidos y lipoproteinas, asf como el mecanismo -

responsable de los cambios observados durante el ciclo
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menstrual podrian estar relacionados al efecto estrogé
nico asi como a su metabolismo hepitico, Aunque no es po
sible excluir otras influencias hormonales que alteren el
metabolismo de 1ipidos durante el ciclo menstrual es o
po factible que progesterona tenga 'algﬁn efecto sobre
(LBD)-colesterol. A este respecto diversos estudios

(37) realizados en mujeres oforectomizadas recibiendo
tratamiento con progesterona no han demostrado cambios
significativos sobre el pérfil de lipidos en el suero,
sin embargo, otros investigadores han podido demostrar

una reduccibn significativa en las concentraciones de
triglicéridos totales en el suero sin ningin cambio en
las concentraciones de colesterol total. Esta accién so
bre las concentraciones de los triglicéridos se ha ex
plicado en base a un efecto antagonista de la progeste
rona sobre la sintesis de triglicéridos a nivel hepiti
co el cual es estimulado por los estrdgenos contribuyen
do también otros factores como el incremento en la en

zima lipasa lipoproteica (37).

Los efectos sobre las concentraciones de lipidos y 1i
poproteinas atribuidos a la progesterona han sido deri
vados de modelos experimentales en el humano {mujeres
posmenopiusicas) utilizando compuestos sintéticos con
actividad progestacional; existiendo poca informacién

sobre aquellos obtenidos utilizando progesterona natural.



-52-

En nuestro estudio a diferencia de lo informado en la
literatura, las concentraciones de LAD-colesterol no mos
traron cambios significativos durante las diferentes fa
ses del ciclo menstrual estudiadas. Estas diferencias

bien podrfan explicarse en base al nlimero de la muestra
y a la metodologfa empleada para la cuantificacidn de

las diferentes fracciones de lipoproteinas incluyendo los
parfmetros utilizados para la normalizacién de cada va

lor individual.

La demostracibn previa del efecto del estradiol sobre

las concentraciones en suero de LAD-colesterol se ha co
rrelacionado en diversos cstudios con la baja frecuencia
en la formacibén de ateromas en mujeres en cdad reproduc
tiva. A este respecto se decidié como objetivo fundamen
tal en cste estudio, investigar los cambios producidos

en los 1ipidos y lipoprotefnas en sucro de mujeres hajo
control de la fcrtilidadAempleando preparados comercia-

les disponibles en nuestro pafs.

De los resultados obtenidos con la utilizacién de dife
rentes combinaciones dc estrégenos y progestinas sobre
el metabolismo de 1fpidos y lipoproteinas podemos hacer
las siguicntes consideraciones: En cl presente trabajo
sc confirmé la disminucibén de luas concentraciones en sue

ro de LAD-colesterol secundarias al uso de levonorges -
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trel a dos diferentes dosis utilizadas (150 y 250 ugrs).
Estos resultados estin de acuerdo a informes previos en
los cuales sc ha demostrado que el componente estrogéni
co en las formulaciones anticonceptivas no antagonizan
el efecto producido por la progestina sintética (9, 46)
a diferentes dosis administradas. Se ha sugerido (37)
que la disminucién en LAD-colesterol por preparados ora
les conteniendo levonorgestrel se acompafia de un incre-
mento significativo en la actividad de la lipasa hepdtji
ca liberada por la heparina plasmitica, una enzima que
ha sido asociada al metabolismo de LAD en especial a la
subfraccibn LAD,. Estos cambios que ocurren tanto en
LAD, y en la actividad de la lipasa hepdtica secundarios
al efecto progestacional son opuestos a aquellos que ocu

rren durante el tratamiento estrogénico (46).

Para el caso de LBD-colesterol, la utilizacipn de levo
norgestrel a dos diferentes dosis administradas de mane
ra combinada con etinilestradiol no mostré diferencias
significativas sin embargo, fue posible observar un l¢
ve incremento de LBD en el grupo de mujeres rercibiendo
250 ugrs de levonorgestrel (2,46 + 0.78 mmol/l basal a
2.79 + 0.69 mmol/) tres meses después). Estos resulta

dos confirmaron estudios previos en los cuales la admi

nistracidén de compuestos progestacionales resulta en la
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elevacién de las concentraciones circulantes de LBD,
Estos hallazgos podrian en parte explicar el mecanismo
a través del cual los anticonceptivos orales se encuen
tran parcialmente relacionados a la presencia de fen§
menos tromboembdlices, Sin embargo, los cambios obser
vados en nuestro estudio en las diferentes fracciones-
de lipoproteinas secundarios al uso de anticohceptivos
orales no se correlacionan con aquellos obtenidos en
enfermedades cardiovasculares secundarias a una  alte
racién en el metabolismo de lipidos y lipoprotefnas.

(10,21,41).

Los resultados obtenidos en el grupo de mujeres que re
cibieron acetato de noretindrona (1 mgr) asociado dema
nera combinada con etinilestradiol (0.05 mg) durante tres
meses consecutivos ocasiond una disminucién significa
tiva en las concentraciones circulantes de LBD-coleste
rol. Este hallazgo estd de acuerdo con observaciones
previas tanto en el humano como en animales de experi
mentacidén, las cuales sugieren propiedades estrogéni
cas a la molécula de noretindrona, Sin embargo, no se
puede descartar al componente estrogénico de la formu
lacién anticonceptiva como el responsable de este efec
to. Nuestros resultados son contradictorios a los es
tudios informados por otros autores en mujeres posmeno-

pdusicas o bien en condiciones clinicas caracteriza
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das por la pérdida de la funcién ovirica (oforectomia).

Estas diferencias podrian también explicarse en base a
la metodologia empleada para la determinacién de las
diferentes fracciones de lipoproteinas asi como por la

duracibn de la exposicién a los preparados hormonales.

Los hallazgoes obtenidos en nuestro estudio de los efec
tos del acetato de noretindrona sobre las concentracic
nes circulantes de LBD-colesterol se asemejan a aque
1los producidos por esteroides con actividad estrogéni
ca, A este respecto estudios recicntes (39, 40, 55, y
56) sugieren que la noretindrona o sus metabolitos éjer
cen algunos de sus efectos a nivel del sistema nervio
so central via un mecanismo de accidén estrogénico (40),
En apoyo a estas observaciones se ha demostrado la bio
transformacidn de noretindrona a otros metabolitos con

potentes propiedades estrogénicas (55).

La utilizacibén de los derivados tetrahidro de noretis
terona (3 beta 5 alfa noretindrona; 3 alfa 5 beta nore
tindrona; 3 alfa 5 beta noretindrona y 3 beta 5 beta
noretindrona) en estudios de uni6n a receptores intra
celulares han demostrado que el metabolito 3 beta 5
alfa reducido de 1a noretindrona compite eficientemen
te con (SH)-estradiol por la unibn a su receptor espe

cifico en Utero de la rata inmadura.
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Estos resultados explican en parte los efectos estrogé
nicos de noretindrona sobre el metaholismo de 1ipidos
y lipoproteinas observadas en el presente estudio y su
gieren un mecanismo de accién similar a los encontra
dos utilizando otros parimetros de valoracién como el
indice litogénico de mujeres que reciben esta progesti

na,

En apoyo a nuestras observaciones se encuentra el es
tudio de Lithell (46) en el cual la utilizacibn de ace
tato de noretindrona y etinilestradiol no resulté en
clevacidn significativa de las concentraciones circulan
tes de LBD-colestrol. Las discrepancias de los resul
tados en el presente estudio con los sefialados anteriormente in
dican la falta de informacién adecuada de los efectos
secundarios de preparaciones hormonales utilizados en
anticoncepcidn sobre el metabolismo de lipidos  1lipo
proteinas surgiendo 1a necesidad imperiosa de realizar
estudios bien controlados en un grupo homogéneo de 1la
poblacién valorfindose los efectos producidos por las
preparaciones hormonales de mayor uso en la  entidad

geogrifica a estudiar.
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RESUMEN

Se evalub el efecto de los anticonceptivos orales conte
niendo etinil estradiol combinado con dos progestinas
derivadas de la 19 nortestosterona (levonorgestrel y ace
tato de noretindrona) sobre el metabolismo de los 1ipi
dos y las lipoproteinas. El levonorgestrel fue utiliza
do en dos diferentes dosis, 150 y 250 ugrs y el acetato

de noretindrona en dosis de 1 mgr.

Asi mismo se investigd la influencia de los cambios hor
monales durante el ciclo menstrual normal sobre los mis
mosvpatrones lipoprotefcos. Los resultados mostraron
que en la fase ldtea del ciclo menstrual hubo disminucidn
de las concentraciones de LBD-colesterol, LBD-fosfolipi
dos y LAD-fosfolipidos junto con una disminucidn en las
concentraciones de los fosfolipidos totales.. Las concen
traciones del colesterol total en suero y de los trigli
céridos no se modificaron cuando se comparan la fase pro

Tiferativa y la fase lGtea de ciclos menstruales normales.

Con respecto al uso de anticonceptivos orales, aquellos
que contenian levonorgestrel provocaron disminucidén en
las concentraciones del suero de LAD-colesterol la cual
no fue dependiente de 1a dosis. El anticonceptivo que

contenia 1 mgr de acetato de noretindrona combinado con
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0.05 mg de etinilestradiol causé disminucién en las con
centraciones de LBD-colesterol, 1o cual podria reflejar
un efecto estrogénico de este derivado de la 19 -nortes
tosterona o bien de alguno de sus metabelitos redugidos
en el anillo A, Finalmente se concluye que no sélo se
debe tener precaucifn para escoger la dosis y la combi
nacién de estrdgenos/progestina, sino que se debe tener
en cuenta otros factores que de por si influyen en el
metabolismo de los lipidos y lipoproteinas como seria

la entidad geogrifica a estudiar. Ademis se menciona

que es importante seleccionar el dia de la toma de mues
tra sanguinea para las determinaciones de los lipidos y
lipoproteinas, puesto que éstas fluctdan en las diferen

tes fases del ciclo menstrual normal.
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