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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un importante factor de riesgo en el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, entre las cuales se encuentra la aterosclerosis.

La incidencia de aterosclerosis es significativamente mas alta en hombres que en
mujeres hasta la menopausia, después de ésta, la incidencia se iguala para el hombre y
la mujer; este cambio es debido a la accion de esteroides sexuales en el perfil de
lipidos, los niveles séricos de colesterol-HDL tienden a disminuir vy los niveles séricos
de colesterol-LDL se aumentan en la mujer postmenopéusica.

Evidencias epidemiolégicas y experimentales muestran que el proceso oxidativo
in vive, incluyendo la oxidacién de LDL, juega un papel importante en el desarrolio de
aterosclerosis y que este proceso puede acelerarse en pacientes con diabetes metlitus
tipo 2, la oxidacién de LDL es el proceso clave durante el inicio de la aterosclerosis,
una de las principales propiedades de las LDL oxidadas es su disposicidn para
estimular la formacién de placas ateroscleréticas en las células endoteliales.

La tendencia a enfermedades aterosclerdticas se aumenta ain mas en mujeres
que ademds de suirir diabetes se encuentran en la etapa posmenopausica, ya que la
deficiencia de estrégenos produce cambios en el endotelio vascular y en el perfil de
lipidos.

La administracion de estrégenos en mujeres postmenopausicas podria disminuir
la incidencia de complicaciones cardiovasculares ya que se mejoraria la funcién
endotelial, aumentaria la concentracién sérica de colesterol-HDL y disminuiria la
concentracién sérica de colesterol-LDL, ademas, se ha observado que en estudios /n
vitro se reduce la susceptibilidad a la oxidacién de LDL.

Se han elaborado varios estudios sobre el efecto de fos estrégenos en mujeres
postmenopdusicas sin afeccién de diabetes, pero el efecto de los estrogenos en
mujeres postmenopausicas con diabetes mellitus estd poco documentado; de aqui la
importancia de realizar este estudio, para evaluar el efecto de los estrogenos en
mujeres postmenopausicas con diabetes mellitus tipo 2, las cuales presentan mayor
riesgo, ya gue la diabetes proporciona un medio mas favorable para ia oxidacién de
LDL, debido a una mayor presencia de especies oxidantes.

Siendo las enfermedades cardiovasculares una de las principales causas de
muerte en las mujeres postmenopausicas con diabetes, es importante buscar
tratamientos preventivos para reducir el riesgo de dichas enfermedades en este tipo de
pacientes, por 1o que son justificabtes los estudios que bugcan reducic o retardar el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en mujeres postmenopdusicas con
diabetes.




El objetivo de este estudio es analizar la susceptibilidad de jfas LDL a la oxidacion
in vitro en mujeres postmenopéusicas con diabetes mellitus tipo 2, para ello se
inciuirdn: 1) mujeres postmenopéusicas con diabetes mellitus tipo 2 sin evidencia de
complicaciones crénicas de diabetes y bajo control con dieta y/o hipeglucemiantes
orales, una parte de las cuales recibirén de manera continua estrégenos conjugados
mdas medrogestona y otra parte recibird placebo, 2} mujeres postmenopdusicas sin
diabetes que tomen estrégenos, 3) mujeres postmenopdusicas sin diabetes gque no
tomen estrdgenos, y 4) mujeres premenopausicas sin diabetes. Se aistarad la fraccién
correspondiente de LDL de los diferentes pacientes, se medira la oxidacién de LDL, se
obtendrédn los tiempos de retardo de fa oxidacién de LDL vy, se compararan dichos
tiempos entre los diferentes tipos de pacientes, viendo de esta manera el efecto de
estrégenos scbre la oxidacién de LDL.

£l beneficio de este estudio serd demostrar que en las LDL disminuye la
susceptibilidad a {a oxidacién en mujeres postmenopdusicas con diabetes mellitus tipo
2 que tomen estrégenos, para con eilo poder recomendar el uso de estrégenos como
tratamiento preventivo de la aterosclerosis.




ANTECEDENTES

FUNDAMENTOS BASICOS DE LA DIABETES
MELLITUS

La diabetes mellitus se considera una enfermedad metabdlica crénica,
degenerativa, caracterizada por hiperglucemia, como resultado del defecto en la
secrecidn o accién de la insulina o de ambas; con lo que se altera el metabolismo de
los carbohidratos, las proteinas y las grasas, se asocia con cambios en ios pequefios v
grandes vasos arteriales; que complican la enfermedad con lesiones renales, oculares,
nerviosas, aterosclerosis y susceptibilidad a infecciones." >

Durante las tltimas décadas la enfermedad cardiovascular ha llegado a ser la
causa mas importante de mortalidad y morbilidad entre los pacientes con diabetes, la
incidencia y la prevalencia de diabetes se modifican notablemente de acuerdo a fa
edad, la raza, el ambiente, el peso y la distribucién de grasa corporal.” La encuesta
Nacional de Enfermedades Crénicas, llevada a cabo por la Direccién General de
Epidemiologia de la Secretaria de Salud v el Departamento de Diabetes del Instituto
Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran”, mostré una prevalencia nacional de
diabetes de 7.2% en sujetos de 20-69 aios.” Seis estudios independientes muestran
que ta mujer mexicana tiene mas riesgo de padecer diabetes; no hay explicacion clara,
pero la paridad, el exceso de peso y posiblemente defectos genéticos en la accién de
la insulina, sean factores contribuyentes a este fenémeno. al

DIAGNOSTICO DE LA DIABETES MELLITUS.

La siguiente tabla muestra los criterios de diagnéstico segun la OMS vy el
National Diabetes Data Group:

a) Aduftos (no embarazo): criterios de diabetes

« Glucemia plasmética igual o superior a 200 mg/dl (1 1mmol/L)
asociada a los signos y sintomas cldsicos: polidipsia, poliuria,
polifagia y pérdida de peso.

e Glucemia plasmaética en ayunas igual o superior a 126 mg/dL (7.0
mmol/L) demostrada en, al menos, dos ocasiones.

. En la curva de tolerancia oral a ta glucosa (CTOG) la muestra
obtenida a las dos horas y al menos una méas durante el periodo




comprendido entre el tiempo O y 2 horas después de la ingesta oral
de 75 g de glucosa deben mostrar una concentracion de glucosa
superior o igual a 200 mg/dL.
b} Criterios de intolerancia a la glucosa
+ Glucemia plasmética en ayunas igual o superior a 110 mg/dL (6.1
mmol/L) pero menar de 126 mg/dL, o
« Glucemia a las dos horas en la curva de tolerancia oral a Ia glucosa
igual o mayor de 140 mg/dL {7.8 mmol/L) pero menor de 200
mg/dL.
¢) Criterios de diabetes mellitus gestacional

£l monitoreo de la diabetes mellitus gestacional puede no ser
necesario en ciertas mujeres embarazadas, siempre y cuando cumplan
con los siguientes requisitos: edad menor a 25 afios, peso corporal
normal, no tener historia familiar de diabetes y no ser miembro de un
grupo racial o étnico con alta prevalencia de diabetes (por ejemplo,
hispano, americano nativo, asidtico o afro-americano ).

El estudio debe ser realizado entre las semanas 24 y 28 de
gestacién, y la paciente no necesita hacer ayuno. El monitoreo
consiste en una carga oral de glucosa de 50 gramos sequida por la
determinacién de glucosa plasmatica después de 1 hora, un valor igual
o mayor a 140 mg/dL indica la necesidad de una curva de tolerancia
oral a la glucosa con un carga de 100 gramos de glucosa
El diagnéstico de diabetes gestacional se establece si dos de las
siguientes determinaciones resultan iguales o superiores a:

Ayuno Th 2h 3h
105 190 165 148 {mg/dL)

Referencia 1

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

La clasificacién que a continuacién se muestra es la proporcionada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y e! National Diabetes Data Group.

|. Diabetes tipo 1 (destruccién de células B, usualmente

deficiencia absoluta de insulina).
A. Mediada por inmunidad.
B. Idiopatica.

IL. Diabetes tipo 2 {puede variar de: una predominante resistencia
a la insulina con relativa deficiencia de la misma a un
predominante defecto de secrecién con resistencia a la
insulina).




III. Otros tipos especificos
A. Defectos genéticos de la funcion de células f.
B. Defectos genéticos en la accidn de la insulina.
C. Enfermedades exdcrinas del pancreas.
D. Endocrinopatias.
E. inducida por agentes guimicos o farmacos.
F. infecciones.
G. Formas no comunes de diabetes mediada por inmunidad.
H. Otros sindromes genéticos algunas veces asociados con
diabetes.
V. Diabetes mellitus gestacional (DMG).

Referencia 1

DIABETES TIPO 1.
PATOGENIA.

La diabetes tipo 1 se produce por la interaccién de una serie de elementos
ambientales que inciden sobre un organismo con unas caracteristicas de predisposicién
o susceptibilidad, en su mayor parte de base genética,” Este tipo de diabetes se
caracteriza por una pérdida de la poblacién de células § insulares, mientras el resto de
los distintos componentes celulares de los islotes de Langerhans del pdncreas estén
relativamente conservados, en consecuencia, la sintesis insulinica es baja y l0s valores
insulinémicos se hallan disminuidos, no hay respuesta celutar B al estimulo con
glucosa, aminoécidos, sulfonilureas o glucagon,™ sin insulina no hay freno en la
produccién hepatica de glucosa, lipélisis y cetogénesis,”® ésto ocasiona que se
metabolice la grasa corporal como fuente de energia y se liberen cuerpos cetonicos
{acido acetoacético y 4cido p-hidroxibutirico) hacia la sangre, de modo que scobreviene
una acidosis metabdlica sistémica. La hiperglucemia y la glucosuria causan
desequilibrios hidroelectroliticos, que pueden conducir al coma y a la muerte. Este tipo
de pacientes muchas veces experimentan aumento de la diuresis (poliuria), causado
por la glucosuria, v fa sed consiguiente {polidipsia), muchos pacientes tienen un apetito
insaciable {polifagia), pero pierden peso debido al metabolismo defectuosos de los
glicidos y por &l derroche de calorias. Con frecuencia, el comienzo de la enfermedad
coincide con situaciones de estrés metabdlico de un desorden agudo, como en una
infeccién.”

DIABETES MEDIADA POR INMUNIDAD (diabetes tipo 1A): La susceptibilidad
para desarrollar diabetes tipo 1A viene determinada por genes Cercanos a fa region
HLA-D del sistema mayor de histocompatibilidad; concretamente han sido involucrados
3 ioci, DP, DO vy DR. La expresion de DR2 se asocia a una menor incidencia de la
enfermedad, la expresién de DR3 o DR4 confiere un riesgo de desarrollar diabetes tipo
1 entre 3 y b veces superior al de la poblacién general, siendo 20 veces superior en os




heterocigotos DR3/DR4. Los genes de la subregion DQ codifican antigenos que se
expresan en forma de cadenas diméricas {cadenas a v B} en la superficie de las células
del sistema inmune que participan en la presentacién de los antigenos a los linfocites T
efectores: las cadenas o y f de DQ son probablemente los mayores determinantes de
susceptibilidad a la diabetes tipo 1; asi, se ha demostrado que la presencia de un
residuo aspartico en la posicibn 57 de la cadena B del HLA-DQ disminuye la
susceptibilidad para diabetes tipo 1, mientras que la sustitucion del aspartato por
amino4cidos neutros la incrementa, asi como la presencia de arginina como
aminoacido 32 de la cadena a.®®

Se han demostrado componentes de autoinmunidad celular dirigidos contra las
células P del péncreas tales como: anticuerpos citoplasmaticos antiinsulares,
anticuerpos antiinsulares de superficie, anticuerpos antiinsulares citotdxicos fijadores
de complemento, anticuerpos anti-GAD {glutamico-decarboxilasa) y anticuerpos gque
precipitan al reaccionar con una protelna de 37 Kd.ne®

DIABETES IDIOPATICA (diabetes tipo 1 B): Algunas formas de diabetes tipo 1
son de etiologia desconocida; sin embargo, algunos de estos pacientes tienen
insulinopenia permanente y son propensos a cetoacidosis, pero no presentan evidencia
de autoinmunidad, ni asociacién a la regién HLA."

DIABETES TIPO 2.

La diabetes tipo 2 suele ocurrir en adultos, y su prevalencia aumenta a medida
que avanza la edad, cuatro de cada cinco pacientes tienen un peso cOrporal excesivo,
las influencias genéticas son un factor clave en la instalacién de la enfermedad,” los
defectos genéticos en los receptores de insulina son los mas frecuentes, también se
han descrito, con menos frecuencia, defectos genéticos en la molécula de insulina
ocasionando una molécula mutada o una falla en el proceso de la proinsulina. %

PATOGENIA.

Los pacientes con diabetes tipo 2  muestran dos defectos fisiologicos: la
secrecién de insulina y la resistencia a la accién de la insulina en los tejidos efectores,
varios estudios sugieren que la resistencia a la insulina se presenta como lesioén inicial
y el defecto de secrecién de insulina se desarrolla mas tarde. La resistencia a la
insulina ocasiona una hiperinsulinemia para poder mantener los niveles de glucosa
normales o al menos una intolerancia a la glucosa, conforme pasa el tiempo los
mecanismos compensatorios decaen por una disminucion de la funcién de las células [
del pancreas, esta caida en la secrecién de insulina provoca la aparicion de
hiperglucemia durante el ayuno.'”

Presumiblemente, en estos sujetos no existe lesién de las células beta o ésta es
minima, la poblacién de células alfa aumenta, elevandose la retacién entre células alfa
y beta, lo que explica el exceso relativo de glucagon con respecto a la insulina que



caracteriza a la diabetes tipo 2 y que constituye un rasgo de todos los estados
hiperglucémicos. © )

La resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2 se asocia a una disminucién de
los receptores de insulina sin disminucién de la afinidad, pero principalmente la
resistencia es de tipo posreceptor {anomalia de la transmisién de las sefales), 1510 15
resistencia a la insulina en la diabetes tipo 2, también puede ser ocasionada por el
deposito de amilina en los islotes, éste material formado por un péptido de 37
aminoacidos se almacena normalmente con la insulina dentro de los grénulos
secretores y se libera en respuesta a los estimulos de secrecién de insulina, en
determinadas circunstancias la amilina posee un efecto inhibidor de la liberacién de
insulina inducida por la glucosa en las células beta, es capaz de desarrollar un potente
efecto inhibidor en la sintesis de glucégeno por la insulina y, también del consumo de
glucosa por las células del musculo esquelético.™




METABOLISMO DE LiPIDOS

Los licidos de la dieta son minimamente digeridos en la boca v el estémago, por
la lipasa lingual, a mayor parte de la digestién de la grasa alimentaria tiene lugar en el
intestino, en ef duodeno y el yeyuno proximal, la motilidad normal gastrica y
retropulsién de! contenido antral son los que llevan a la formacién de una emulisién
cruda, llamada quimo."*"

Las células en el yeyuno y duodeno producen una hormona, colestocinina, en
respuesta a la estimulacién de grasas y proteinas parcialmente digeridas, esta hormona
estimula el flujo biliar y la salida del jugo pancreatico para la secrecion de enzimas
pancreéticas, esto también causa un decremento de la motilidad gastrica, resultando
una disminucién del vaciamiento del contenido gastrico al intestino delgado; las células
del intestino producen una segunda hormona, secretina, en respuesta al bajo pH en el
intestino, esta produce ia liberacién desde el pancreas de una solucién rica en
bicarbonato que ayuda a neutralizar el pH del contenido intestinal, levando al pH
apropiado para la actividad de las enzimas 4 En el lumen intestinal la lipasa
pancredtica se une a la interfase aceite-agua de un sustrato emulsionado de
triglicéridos, las propiedades detergentes de las sales biliares permiten que la lipasa
pancredtica acceda a los lipidos insolubles en el agua, ta cofipasa, una proteina
existente en el jugo pancredtico, ayuda a mantener a la lipasa en intimo contacto con
la superficie de las gotas de triglicéridos.""*'®

La via principal de digestion de las grasas va desde los triglicéridos hacia 1,2-
diglicérido, a 2-monoglicérido y dcidos grasos por accion de la triglicérido lipasa, sélo
un pequefio porcentaje de grasa es hidrolizada a glicerol, quiza después de la
isomerizacién a 1-monoglicérido; los primeros estadios de la digestién grasa son
procesos reversibles y modifican la composicién gquimica de la grasa alimentaria
ingerida."?, Con respecto a los ésteres de colesterol, estos son hidrolizados a
colesterol libre y Acidos grasos libres, y esta reaccién es catalizada por la enzima
colesterol esterasa.’''® En cuanto a la degradacion de los fosfolipidos, la fosfolipasa
As remueve los acidos grasos del carbono 2 del fosfolipido produciendo lisofosfolipido,
el acido graso remanente en el C-1 es remoavido por la lisofosfolipasa, produciendo
glicerofosforil-base que puede ser excretado en las heces o ser absorbido."*'¥

No se sabe con certeza de que manera los monoglicéridos, acidos grasos y otros
lipidos presentes en las micelas del lumen intestinal son incorporadas por las células
mucosas; sin embargo, se acepta que las micelas se desintegran en contacto con el
ribete del cepillo de las microvellosidades de la membrana de las células mucosas,
permitiendo la incorporacién diferencial de los diversos componentes micelares. ha
Después que los monoglicéridos y los acidos grasos ingresan al reticulo endoplasmico
de las células mucosas, presumiblemente por difusién, los monoglicéridos y acidos
grasos derivados de los triglicéridos de cadena larga son rapidamente reesterificados a
triglicéridos por enzimas del reticulo endoplasmico; el colesterol y lisofosfolipidos son
también reesterificados por acidos grasos activados y la enzima lecitin: colesterol acil




transferasa.''?

TRANSPORTE DE LOS LIPIDOS.

A). VIA EXOGENA. Una vez que se han resinietizado los triglicéridos, estos
reaccionan con apolipoproteinas especificas, apo A-f, apo A-ll, apo A-IV y apo B-48
mas colesterol libre, colesterol esterificado y fosfolipides, formando quilomicrones
nacientes, que inicialmente se acumulan en el aparato de Golgi de las células y
después son secretados por pinocitosis inversa a los vasos linfaticos de la regién
abdominal y mas tarde a la circulacién sistémica. Cuando los quilomicrones ingresan a
la circulacién general intercambian algunos de sus componentes con las HDL: apo E,
apo C-ll y apo C-lll pasan de las HDL a los quilomicrones; apo A-l pasa de los
quilomicrones a las HDL,"” en los capitares de los tejidos periféricos, principaimente en
tejido adiposo, masculo y pulmén, se lleva a cabo la hidrélisis de los triglicéridos, por
accion de la enzima lipasa de lipoproteina, una enzima unida en el lado luminal del
endotelio capilar que es activada por la apolipoproteina C-ll e inhibida por la
apolipoproteina C-11,"® se forman entonces particulas mas pequefias, conocidas como
remanentes de quilomicrones, con menor contenido de triglicéridos y con una
proporcién importante de colesterol esterificado y apo E que recibieron de las HDL, a
su vez, les ceden a estos triglicéridos, colesterol libre y fosfolipidos, después de 1a
hidrélisis de los triglicéridos, regresan a las HDL las apoproteinas C-Il y C-lll que habian
recibido de ellas. " Los 4cidos grasos libres obtenidos a partic de los triglicéridos
pasan a las células de tejido adiposo y mdsculo donde son utilizados para sintesis de
triglicéridos, o como fuente de energia mediante Ia oxidacion de sus cadenas
hidrocarbonadas (oxidacién beta)."”

Los remanentes de quilomicrones asi formados son captados por el higado
mediante la apo E, sea a través de supuestos receptores especificos para esta
apoproteina o a través del receptor de LDL, dentro del higado tiene lugar el
catabolismo de los componentes lipidicos y proteicos de las particulas, este proceso
incluye la hidrélisis de ésteres de colesterol en colesterol libre que puede ser eliminado
por via biliar como tal o previa oxidacion en Acidos bitiares, o bien incorporado en las
lipoproteinas sintetizadas en el higado"® figura 1.

Existe otro mecanismo de depuracién de los remanentes y de los quilomicrones,
en caso de existir concentraciones elevadas o tiempo de circulacién prolongado de
estas particulas, que estos sean fagocitados por los macréfagos y células del misculo
liso de la pared vascular, las cuales tienen receptores para estas particulas,
convirtiéndose asi en células espumosas.'”

B). VIA ENDOGENA. Las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son
sintetizadas por el higado y su produccién puede ser estimulada por un incremento en
la disponibilidad de 4cidos grasos libres que llegan a los hepatocitos,?” las VLDL estan
formadas principalmente por triglicéridos, fosfolipidos y cantidades menores de
colesterol esterificado y colesterol libre, a diferencia de los quilomicrones fas VLDL
contienen apolipoproteina B-100, cuando las VLDL son liberadas del higado ellas son
particulas nacientes y deben obtener apo E y apo C-ll de las HDL de la circulacion.
Gran parte de los triglicéridos de las VLDL son hidrolizados en los capilares donde
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interactdan con 1a lipasa de lipoproteina, liberdndose 4cidos grasos libres que van ha
ser utilizados por musculo y tejido adiposo, después de la hidrélisis de triglicéridos, las
moléculas de VLDL ceden colesterol no esterificado, apoproteina C v fosfolipidos a las
HDL, recibiendo a cambic ésteres de colesterol, la apo B-100 permanece con la
particula de lipoproteina original, se forman entonces particulas mdas pequefias y
densas con menor contenide de triglicéridos v enriquecidas con ésteres de colesterol, a
las que se denomina remanentes de VLDL y lipoproteinas de densidad intermedia (IDL),
jos remanentes son captados por el higado a través de la apo E vy a continuacion
catabolizados. Algunos autores consideran que tas IDL son mas pequenas, tiene menor
cantidad de triglicéridos y estdn destinadas a convertirse en LDL.” Una vez liberadas
las particulas de DL del endotelio capilar tienen dos destinos metabdlicos, algunas de
gllas son depuradas répidamente por el higado, por endocitosis mediada por
receptores, que se denomina receptor de lipoproteinas de baja densidad, este receptor
fija lipoproteinas que contienen apoprotefna E o B-100 vy en consecuencia reaccionan
con las particulas IDL y LDL; alrededor de la mitad de las particulas |IDL no son
depuradas rapidamente por el higado, sino que permanecen en la circulacién donde la
mayor parte de los triglicéridos restantes son eliminados y se pierden todas las
apolipoprotefnas, excepto la apolipoproteina B-100 y la densidad de las particulas
aumenta hasta que pasan a ser lipoproteinas de baja densidad (LDL). 121 £n el hombre,
estas particulas circulan durante un tiempo relativamente prolongado {twz 1.5 dias) vy
finalmente son degradadas,®” el 60% de las LDL va a ser tomado por el higado a
través de un receptor de alta afinidad para la apo B-100, receptor de lipoproteinas de
baja densidad, 1a interioriza al hepatocito por un proceso de endocitosis, la fusion de la
membrana vesicular con la membrana lisosémica expone a las DL a una serie de
enzimas hidroliticas que degradan la apo B-100 a aminoacidos, los ésteres de
colesterol son hidrolizados por una lipasa 4cida, y el colesterol libre abandona los
lisosomas para ser utilizado en reacciones celulares. Dentro del hepatocito, el
colesterot libre origina disminucién en la sintesis y expresién dei receptor de LDL en las
células hepaticas, para evitar asi mayor captacion de colesterol circulante; asimismo,
se disminuye la sintesis de ia B-hidroxi-B-metilglutaril-CoA reductasa, enzima clave en
ia sintesis de colesterol, de esta manera se frena la sintesis; por otra parte se aumenta
la actividad de la enzima acil-colesterol-aciltransferasa {ACAT), que se encarga de
reesterificar el colesterol libre dentro del hepatocito, los ésteres de colesterol asi
formados son utilizados por el higado en la sintesis de acidos biliares, y de nuevas
lipoproteinas. "> '” Figura 1

Aproximadamente el 10% de las LDL son tomadas por las glandulas
suprarrenales, las cuales también tienen receptores para LDL; aqul el colesterol es
utilizado para sintesis de  hormonas esteroideas  (glucocorticoides vy
mineralocorticoides}, el 30% es depurado por  tejidos periféricos a través de
mecanismos independientes del receptor, bisicamente por macréfagos y células
endoteliales, las cuales, aun cuando no tienen receptores para la LDL nativa, si son
capaces de reconocer Y fagocitar a las LDL que han sufrido modificaciones
oxidativas,"* ' figura 1.




METABOLISMO DE LAS HDL.

“Las HDL son secretadas por el intestino delgado, de donde salen como HDLs o
naciente, 1a cual es discoide y estd formada por fosfolipidos, apo A-l, apo A-il, apo A-
IV y pequefas cantidades de apo E y apo C,"” una vez que las HDL se encuentran en
el plasma la principal lipoprotelna es ia apo A-l con aportes menores de apo E y apo
.72 tas HDL remueven el colesterol tanto de tejidos periféricos como de otras
lipoproteinas, incluyendo las LDL, trabajos recientes sugieren que ciertas subclases de
HDL pueden preferentemente aceptar colesterol de las células, también de acuerdo a
algunos reportes la composicién apoproteica de HDL afecta su disponibilidad para
aceptar colesterol de las céiulas, estos estudios muestran que las HDL gue sélo
contienen apo A-l son receptores més efectivos de colesterol de fas células que las
HDL que contienen apo A-l y apo A-i.%” Las HDL, ademas, intercambian con las
lipoproteinas ricas en triglicéridos {quilomicrones, VLDL, IDL v remanentes) colesterol
esterificado y apoprotefnas, recibiendo triglicéridos, colesterol libre y fosfolipidos por
medio de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETP). Ei procesc por
el cual fas HDL promueven la eliminacién del colesterol de fas celulas periféricas y
facilita su regreso al higado se denomina transporte reverso del colesterol,""" en este
procesc las particulas de HDL remueven colesterol de las células periféricas vy
convierten el colesterol libre a su forma esterificada por la accién de la enzima lecitin:
colesterol acil transferasa (L-CAT) la cual utiliza apo A-I como cofactor presente en las
HDL, esto permite almacenar el colestero! esterificado en el centra de la lipoproteina,
de este modo se forma la HDLz o madura, la cual es esférica. Los substratos de la L-
CAT son la fosfatidil colina y el colesterol libre y los productos son: la 2-lisolecitina y
el colesterol esterificado."? Subsecuentemente, los ésteres de colesterol pueden ser
transferidos de las HDL a otras lipoproteinas por la proteina de transferencia de ésteres
de colesterol {(CETP) o ser liberados al higado. En el cuerpo humano, e! higado y los
6rganos productores de hormonas esteroideas, son cuantitativamente los unicos
tejidos importantes que pueden metabolizar colesterol libre, en el higado el colesterol
puede ser secretado en la bilis como acidos biliares o como colesterol libre.”*?* Se
desconoce en detalie ei catabolismo de las HDL, pero estudios recientes han mostrado
que llegan hasta el higado, en donde, dependiendo de su contenido de triglicérido,
actta sobre ellas la lipasa hepética y son subsecuentemente catabolizadas, o quizd, se
remueve solo el exceso de fosfolipidos y regresan a fa circulacidén para continuar su
funcién.!'” )
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FIGURA 1. Transporte de los lipidos. CE: ésteres de colesterol, TG: triglicéridos. 2@



FISIOPATOLOGIA DE LA ATEROSCLEROSIS
“EN LA DIABETES.

Resuita un hecho indiscutible que la diabetes se asocia a enfermedades
cardiovasculares en un porcentaje alto de casos, de modo que su incidencia es de tres
a cuatro veces mas alta en personas con diabetes que en personas sin diabetes.” Los
enfermos de diabetes padecen enfermedades cardiovasculares en edad més temprana
y en mayor proporcidén que los no diabéticos, debido a la aterosclerosis acelerada a
causa de la propia diabetes y de los factores de riesgo asociados (hiperinsulinemia,
hipercoagulabilidad, proteinuria, hipertensién arterial, hiperlipidemias, habito de fumar,
etc.),'”® tabla 1.

TABLA 1. Factores de riesgo de enfermedad aterosclerética.

+ Aumento de la edad: La enfermedad no es comtin por debajo de los 30
anos.

+ Obesidad patolgica: mas del 30 % del peso corporal ideal.

+ Falta de ejercicio fisico

+ Factores altamente significativos:

¢ Sexo masculino: Los varones se afectan mas que las mujeres; la
incidencia del sexo es igual después de los 65 anos de edad.

& Historia familiar: Historia de cardiopatia congénita.

0 Hiperlipidemia: Es el principal factor de riesgo en pacientes
menores de 45 afios de edad. Las lipoproteinas especificas
implicadas en el aumento del riesgo son como sigue:

Colesterol total > 240 mg/dL
Trigticéridos totales > 250 mg/dL
Colesterol de LDL > 160 mg/di
Colesterol de HDL bajo < 35 mg/dL
Lipoproteina {a} alta en el plasma.

0 Hipertensién: Es el principal factor de riesgo en pacientes
mavyores de 45 afos de edad; estas personas tienen un riesgo
cinco veces mayor en comparacidn con personas normotensas.

¢ Tabaguismo: Diez cigarrillos por dia aumenta el riesgo tres veces.

0 Diabetes: La diabetes se asocia con un incremento.

Referencias 38, 39

La Organizacién Mundial de la Salud define la aterosclerosis como “una
combinacién variable de cambios en la intima de las arterias que contribuye a la
acumulacién focal de los lipidos, hidratos de carbono complejos, sangre y derivados
hematicos, tejido fibroso y calcio, asociados a manifestaciones clinicas”,”® 1o cual




termina por invadir la luz de arterias musculares, y en combinacidén con procesos
trombdticos puede comprometer la funcionalidad circulatoria de estos vasos. Ll
aterosclerosis es una enfermedad lentamente progresiva que comienza en la infancia y
tiene su méxima incidencia en la edad adulta.”®% %%

En México, la cardiopatia isquémica, desde 1980 se ubica como lider en esie
rubro y en los Ultimos afios se ha encontrado un aumento de hasta 30 veces, en 198b
fue de 23.8%, en el Gltimo decenio, uno de cada cinco mexicanos que fallecen
despuss de los 75 aiios lo hacen por cardiopatia isquémica.”**”

La enfermedad de las arterias coronarias, una manifestacion de la aterosclerosis,
incrementa con la edad y es mas alta en hombres que en mujeres, seguin un estudio
hecho por Framingham, tabla 2.

TABLA 2. Distribucion de la morbilidad por grupo de
edades de enfermedades de las arterias coronarias (EUA)
Edad Hombres{%!} Mujeres(%)
25-44 8.2 1.2
45-54 21.6 6.9
55-64 40.3 19.8
65-74 45.1 27.2
75-84 50.5 46.8

Referencia 31

En esta tabla puede observarse gue los Indices de morbilidad por cardiopatia
isquémica son significativamente mayor en los hombres hasta los 75 a 84 afios de
edad, entre los cuales la incidencia en hombres y mujeres se iguala,®" de modo que en
fa postmenopausia se pierde la proteccién propia del sexo.'’™ Tanto la diabetes como la
tolerancia disminuida a la glucosa acentia la extensidn vy la severidad de la
aterosclerosis con mucha mayor importancia en mujeres que en haombres.

No se comprende por completo la etiologia de la aterosclerosis acelerada en la
diabetes, pero es probable que sea multifactorial. 92 pass y Glomset en 18988
proponen su teoria de la reaccion a la agresion, donde afirman que las lesiones de
aterosclerosis se inician como respuesta a algun tipo de agresién al endotelio arterial,
la fesion puede ser sutil o una llamativa descamacion de células endoteliales. Las
lesiones de la pared arterial pueden clasificarse en varios grados:

+ Disfuncién del endotelio sin pérdida evidente de la integridad del mismo.

+Denudacion endotelial y dafo en la intima arterial, pero sin que la lesién
sobrepase la ldamina elastica interna; en consecuencia, la capa media esta indemne.

+Lla lesién sobrepasa la lamina elastica interna con dano de las capas intima y
media.

Debido a que las lesiones ateromatosas tienden a aparecer en los sitios de
bifurcacién arterial, se piensa que el dafio endotelial puede relacionarse con la presion
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ejercida por el flujo sanguineo sobre las patedes arteriales en estos sitios. Otros
posibles agentes causales de dafo endotelial incluyen: las LDL oxidadas, ias sustancias
quimicas contenidas en el humo del tabaco, la homocisteina, el estrés de
“desprendimiento” del endotelio por hipertension arterial v la infeccién {algunos tipos
de virus). Las lesiones focales producen un aumento de la permeabilidad a los
constituyentes del plasma, como los lipidos, y permiten ia adherencia de monocitos y
linfocitos T de la sangre al endotelio o al tejido conjuntivo subendotelial; el endotelio
sintetiza las Itamadas moléculas de adherencia que incluyen a VCAM-1, ICAM vy ECAM
{vascular, intercelular y endotelial moléculas de adhesion celular, respectivamente),
éstas son de naturaleza glucoproteica y facilitan la adherencia de los monocitos y
linfocitos T circulantes a la superficie endotelial y la migracion de los mismos al
espacio subendotelial, es posible que los propios leucocitos también produzcan estas
moléculas. Una vez adheridas al endotelio las céiulas mononucleares migran a través
de las uniones intercetulares de} mismo para localizarse en el subendotelio, este hecho
ocurre bajo la influencia de moléculas reguladoras del crecimiento o de sustancias
quimiotacticas producidas por el endotelio, los leucocitos adheridos y posiblemente los
miocitos, tabla 3. Las células musculares lisas sintetizan componentes de la matriz
extracelular, lo que produce acumulo de colageno, fibras elasticas y proteoglicanos, los
monocitos también penetran en la intima, se transforman en macréfagos, acumutan
lipido hasta transformarse en las células espumosas caracteristicas de la estria grasa.
Las agresiones unicas o de poca duracion se siguen de regeneracién de! endotelio,
restauracion de la funcién endotelial y regresion de la fesién; sin embargo, las
agresiones crénicas o repetidas llevan finalmente al desarrollo de una placa
ateromatosa,®® 3% * figura 2.

Tabla 3. MOLECULAS QUE INTERVIENEN EN LA ATEROSCLEROSIS

MOLECULA FUNCION ORIGEN
FACTORES DE
CRECIMIENTO
Favorece la migracién de las cé- Liberada por los
PDGF o FCDP lulas del musculo liso de la capa granulos alfa plaque-
{Factor de crecimiento media al espacio subendotelial tarios, sintetizada
derivado de las de la intima y permite et cambio también por células
plaquetas) de eostas células del fenotipo | endoteliales, macréfa-
contractil al sintético. gos y miocitos.
bFGF
{Factor de crecimiento
derivado de los
fibroblastos) inducen la proliferacion  del Se expresan en
HB-EGF musculo lise. arterias afectadas por
{Factor de crecimiento aterosclerosis.
epidérmico fijador
de heparina) continda...




MOLECULA

FUNCION

ORIGEN

IFG-1
{Factor de crecimiento
tipo insulina}

IL-1 {Interleucina 1}

TNFo
{Factor de necrosis
tumoral alfa)

TGFR
{Factor de crecimiento
y transformacién
beta}

QUIMIOATRAYENTES

CSFs
(Factores estimulan-
tes de colonias)
MCP-1
{Proteina quimiotacti-
ca de los monocitos)
Ox-LDL
{Lipoproteina de baja
densidad oxidada)
TGFR

PDGF
IGF-1

FGF

CITOCINAS

IL-1

TNFx

IFNy ({interferon gama)
-2

CSFs

Inducen la
misculo liso.

proliferacion  del

Inducen la quimiotdxis de
monocitos y su  migracién
transendotelial.

induce quimiotdxis de células de
musculo liso.

Potente mitdgenc vy quimio-
atrayente para ef endotelio.
Mitégeno para células  del
musculo liso.

Son moduladores de 1a
respuesta  inflamatoria que
ocurre una vez que el endotelio
ha sido expuesto a agentes
agresives. Es probable que
estas mismas citocinas puedan
tener un papel como mediadores
de la respuesta inmunitaria
inducida durante el proceso
aterogénico.

Se expresan en
arterias afectadas por
aterosclerosis,

Referencia 35




FIGURA 2. Representacion esquemadtica de una hipotética secuencia de acontecimientos e

interacciones celulares en 1a aterosclerosis.
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Aunque la aterosclerosis es un proceso complejo y multifactorial el hecho clave

del comienzo, es el acumulo de lipoproteinas los lipidos, particularmente el colesterol,
el origen y desarrollo, como han demostrado tanto tos

juegan un papel crucial en
estudios epidemiolégicos como anatomopatol6gicos ¥ experimentales.

FASES EVOLUTIVAS DE LA ATEROSCLEROSIS.

FASE 1. La aterosclerosis se inicia en {a primera década de la vida con la aparicién de
las llamadas estrias grasas, que Se consideran la fase inicial de la aterosclerosis v
pueden encontrarse hasta en nifios recién nacidos; sin embargo, muchas de ellas
desaparecen en las primeras décadas, otras, generalmente las cercanas a
ramificaciones de los vasos, progresan hasta ser lesiones fibrosas o ateromas
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complicados, especialmente en personas con hipertension e hiperlipidernias,”” figura
3. Las estrias grasas aparecen inicialmente en las paredes de la aorta torécica, a
manera de pequefas placas confluentes amarillo-griséceas, ligeramente elevadas,
histolégicamente se constituyen por células espumosas derivadas de células del
musculo liso, macréfagos, linfocitos T y un nimero reducido de miocitos.” La
formacién de la estrfa grasa comienza con la retencién de lipidos en gl espacio
subendotelial; las LDL se transportan a través del endotelic intacto y son atrapadas en
la matriz tridimensiona! de fibras v fibrillas de colageno segregados por las células de la
pared arterial, son las proteinas de la matriz extracelular, particularmente el
proteoglican segregado por las propias células vy, quizds, enzimas lipoliticas como la
lipoprotein lipasa y la esfingomielinasa las que producen el secuestro de las LDL. Las
células de la pared arterial segregan productos oxidantes procedentes de mdltiples
fuentes que inician la oxidacion de LDL atrapada en la matriz colageno subendoteliat,®
tabla 4.

Estria grasa

}

Flaca fibrosa Tabla 4. Desarrollo de la estria grasa.®®

}

1. Transporte de lipoproteinas

Placa compleja 2. Retencidn de lipoproteinas
! 3. Maodificacién de lipoproteinas
4. Adherencia de monocitos
Calcificacién 5. Migracién de monocitos
{quimiotaxis)
Rotura de la placa 6. Diferenciacién de monocitos

7. Formacién de células espumosas

Trombosis

l

EVENTO CLINICO

FIGURA 3. Modelo mostrando la
secuencia de eventos de estria grasa
al evento clinico.'®®

FASE 2. La verdadera lesién aterosclerosa es \a placa fibrosa y el ateroma {placa de
predominio graso}. En la formacion de {a placa es fundamental la proliferacion vy
emigracidon del mdsculo liso de la capa media a la intima, en que el masculo liso o la
matriz a que da lugar rodea el nacleo graso, formando la placa elevada de ateroma; si
domina el elemento fibroso se denomina placa fibrosa y si tieme un nicleo graso
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rodeado de una capsuia fibrosa se denomina fibroateroma o, simplemente, ateroma.
Las placas aparecen elevadas sobre el resto de la pared endotelial y lo hacen en las
zonas que han sido mas abundantes en estrias grasas, el elemento celular protagonista
es la célula del masculo liso que prolifera y emigra de la capa media a la intima. Las
células del musculo liso en la media estdn dispuestas en capas concéntricas de
miofilamentos, constituyendo el denominado fenotipo «contractil», en cambio, en ia
placa de ateroma, las células del musculo liso emigradas a la intima han perdido esta
apariencia, apenas tienen miofilamentos y si un abundante reticulo sarcoplasmico
constituyendo el denominado fenotipo «sintético» este fenotipo da origen a toda la
matriz proteica de la placa: coldgeno, sobre todo de tipo !, pero también tipos [, IV y
V y proteoglicanos y elastina.®* La placa fibrosa, que puede ser excéntrica o
concéntrica, aunque es mas frecuentemente concéntrica, es una placa estable que
permanece sin modificaciones durante afos, dando lugar al cuadro clinico de la angina
estable pero que puede progresar también por pequenas fisuras asintométicas que
producen lesién del endotelio, trombos de plaquetas y fibrina que se incorporan en la
placa, este crecimiento lento y subclinico puede conducir a la oclusién total del vaso,
que en el 75% de los casos es asintomatica porque se crea circulacion colateral
compensadora.
FASE 3. El ateroma. Microscépicamente la placa estd constituida por fibras de
musculo liso, miofibroblastos y células mioepiteliales proliferadas, fibras de colagena y
elasticas, proteoglicanos, fibrina, algunos fibroblastos, macrofagos y gran cantidad de
lipidos, especialmente colesterol; la proporcién y disposicién de todos estos
componentes es variable en cada placa, dependiendo de su localizacién y tiempo de
evolucién. La disposicién de la placa tipica consiste en:

a). Un casquete fibroso compuesto predominantemente por musculo liso,

leucocitos, tejido conectivo y material de membrana basal;

b). Una area celular interna formada por una mezcla de macréfagos, musculo liso

y linfocitos T; ¥

¢). Un nidcleo necrdtico profundo que contiene restos celulares, gotas lipidicas,

cristales de colesterol, proteoglicanos, depdsitos de calcio y, a veces, macréfagos

y células del musculo liso cargadas de lipidos.

Alrededor de la placa puede observarse una banda de proliferacion vascular, se
desconoce cual es el mecanismo en el que predominan las células del muasculo liso o
los macréfagos en cada placa; el colesterol aparece dentro de las células o en forma de
cristales acirculares en los espacios intercelulares, el lipido extracelular es de dos
formas: el mas abundante estd formado por vesiculas coalescentes de colesterol libre
que forman cristales de colesterol y el menos abundante de gotas de ésteres de
colesterol de &cido linoleico. El colesterol libre puede provenir de los macrdfagos,
cuyas estrias grasas hidrolizan los &steres de colesterol de las lipoproteinas y los vierte
en el espacio extracelular y las gotas de ésteres de colesterol de acido linoleico que
proceden por simple filtracién del plasma. La placa estd cubierta por varias capas de
células endoteliales, con el tiempo se produce una proliferacion de los vasa vasorum,
que pueden llegar hasta la intima de la arteria, la disminucion de la luz que produce la
placa de ateroma suele ser incompleta e irregular, sin llegar a cubrir toda la




circunferencia det vaso.®”

PLACAS COMPLICADAS.

Las complicaciones de las placas de ateroma son las siguientes: ®7 ¥

1. Caicificacién. Los ateromas en ia enfermedad avanzada sufren casi siempre una
calcificacién focal o masiva, la cual se localiza en la base de la placa aterosclerosa,
en las placas de arterias grandes y de las coronarias, principalmente, puede afectar
a toda la pared convirtiendo la arteria en un conducto rigido, que con el tiempo
puede osificarse.

2. Ulceracion. Cualgquier placa de ateroma de cualquier vaso puede ulcerarse por
reblandecimiento de la zona central de la placa, con salida de material y produccién
de embalias del contenido de la placa {émbolos de colesterol).

3. Trombosis. Es ia complicacién més importante de la aterosclerosis, ya que puede
causar ochusién completa de la arteria y producir un infarto, se forma principaimente
sobre placas ulceradas o en dilataciones aneurisméticas, en algunos casos, la
trombosis va seguida de una reendotelizacién con inclusion del trombo en la placa
de ateroma.

4. Hemorragia. En la placa puede producirse, especiaimente en las arterias coronarias,
por rotura de  su endotelio de revestimiento o de los capliares de pared delgada
que la irrigan, el hematoma resultante puede quedar localizado dentro de la intima o
romperse hacia la luz. Es frecuente observar en las placas macréfagos cargados de
hemosiderina por fagocitosis de sangre extravasada.

5. Aneurismas. La fibrosis de la placa y la sustitucién fibrosa del maiscule liso
condicionan una disminucién de fa elasticidad y resistencia de la pared de la arteria,
corno consecuencia de ello, se producen dilataciones aneurismaticas, que sSon un
foco de turbulencia y de trombosis, en las placas grandes ulceradas de la aorta,
junto a bifurcaciones arteriales, pueden formarse aneurismas disecantes. La rotura
de los aneurismas produce hemorragias agudas frecuentemente mortales.

Aungue cualquier forma de ateromatosis es grave, la “lesién complicada”, en
especial la trombosis sobreafiadida, es la que da a esta enfermedad su grave
significacion clinica.

LA ROTURA DE LA PLACA.

La rotura de la placa es el acontecimiento critico que cambia la evolucidn de la
aterosclerosis, parque pone en marcha el mecanismo de trombosis que mata al
paciente. La rotura de la placa y {a trombosis subsiguiente da lugar al cuadro clinico de
los sindromes coronarios agudos o malignos, caracterizados por: angina inestable,
infarto de miocardio y muerte subita. 69

Ambrose y Fuster han demostrado que la disrupcién de la placa y la trombosis
subsiguiente ocurre en el 75% de los casos en placas con estenosis coronaria
angiogréfica leve o moderada. En general no son las estenosis severas las que rompen,
sino que las placas vulnerables son placas pequefas, probablemente con un nuacleo
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lipidico excéntrico localizado en la intima, v si las obstrucciones severas que afectan a
muchos vasos tienen alto riesgo, es debido a que actian de marcadores de otras
multiples lesiones pequefias, a veces inaparentes, que son tas mas proclives a
producir infaric de miocardio. ©

Estudios anatomopatolégicos han mostrado reiteradamente que las placas
aterosclerosas, durante mucho tiempo, tienen un crecimiento expansivo, hacia fuera de
la luz; por lo tanto, la mayorfa de las placas obstructivas pasan una fase que dura afios
o décadas del denominado «remodelado» sin compromiso de la luz. 36)

DIAGNOSTICO DE LA ATEROSCLEROSIS.

Observacién angiografica de deformaciones de la fuz vascular.
Sondas Doppler para medir la velocidad de flujo.
Evaluacién de los cambios electrocardiograficos inducidos por la prueba de esfuerzo

{os defectos de la perfusién miocdrdica demostrables con técnicas de imagen

mediante isétopos (talio 201) radioactivos suelen ser atribuibles a aterosclerosis.

¢ la pletismografia digital con ejercicio a menudo desenmascara una aterosclerosis
importante de las extremidades inferiores.

A pesar de que existen diversos tipos de pruebas, la deteccidén de la
aterosclerosis suele hacerse cuando aparece alguna complicacién clinica debida a la
disminucién importante del flujo en un vaso, en la actualidad el indicador més fiable de
aterosclerosis es la cardiopatia isquémica {sindnimo de cardiopatia coronaria ¥y
cardiopatia ateriosclerética). ***
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PARTICIPACION DE LAS LDL EN EL
PROCESO DE ATEROSCLEROSIS

Una fuerte asociacion entre la elevacion de los niveles plasmaticos de
fipoproteinas de baja densidad (LDL) y el riesgo de enfermedad cardiovascular esta bien
reconocido; sin embargo, la via que liga a las LDL con la enfermedad cardiovascular
atn no es clara. Estudios recientes indican que la modificacién oxidativa de las LDL
suele verter LDL mas aterogénicas; el dafio oxidativo que sufren las LDL afecta tanto a
su componente lipidico como a su apoproteina {apo- B).“”

Las propiedades aterogénicas de las LDL oxidadas (LDL-Ox) incluyen:*"
Propiedades quimicas y fisicoquimicas.

e Pérdida completa de antioxidantes.

Pérdida més o menos completa de acidos grasos poliinsaturados.

Pérdida de fosfatidil colina y ésteres de colesterol,

Incremento del contenido de lisofosfatidil colina y oxisteroles.

Incremento del contenido de hidroxi- e hidroxiperdxidos de acidos grascs

poliinsaturados.

Incremento del contenido de conjugados dieno.

e Incremento del contenido de malonaldehido, hexanal, hidroxinonenal, y otros
aldehidos.

e Pérdida parcial de grupos amino libres en apo B.

® Fragmentacion de apo B a péptidos pequefios.

e Malonaldehido e hidroxinonenal aparecen como epitopes en apo B que son
reconocidos por anticuerpos especificos.

o Incremento de fa movilidad electroforética y aumento de la densidad.

¢ La apo B presenta un rearreglo conformacional en su estructura®®"

Propiedades biolégicas.

e Incremento de la captacién y degradacién por macréfagos.

Es citotoxica a la mayoria de las célutas.

Quimioatrayente de monocitos y células del musculo liso.

Inhibe 1a activacién de 6xido nitrico por ia guanilatociclasa.

Estimula la produccidn del factor quimicatrayente de monocitos (MCP-1), moléculas
de adhesién endotelial de leucocitos (ELAM), factor de crecimiento de monocitos
{M-CSF) y granulocitos (G-CSF) y factor tisular {FT) esencial para la coagulacion.

e Es inmunogénica y puede dar lugar a la farmacién de autoanticuerpos.

e Puede alterar las vias de coagulabilidad.

» Puede alterar las propiedades vasomotoras de las arterias coronarias.
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AUn no es claro como 1a LDL se oxida in vive, como se inicia el proceso o como
se propaga; sin embargo, se puede describir el mecanismo de oxidacién de las LDL en
dos etapas, una primera etapa de oxidacidn parcial y una segunda etapa de oxidacion
total.™® -

La primera etapa ocurre en el espacio subendotelial antes del reclutamiento de
jos monocitos, en ésta se han propuesto varias vias por las cuales se inicia la
oxidacién de las LDL:

1) las células dei musculo liso, células endoteliales o macréfagos pueden generar
intracelularmente lipoperéxidos por accién de la 15-lipoxigenasa, los cual son
transferidos a las LDL,

2) las células de la pared arterial segregan productos oxidantes (tiol, NO2} procedentes
de multiples  fuentes que producen la oxidacién directa de los lipidos de la LDL
atrapada en la matriz coldgeno subendotelial,

3) especies oxigeno reactivas tales como anién superéxido o radicales hidroxilo {O2%,
H:02, »OH), pueden ser secretadas al medio iniciando asi la peroxidacion de
lipidos de {as LDL."“%*

Una vez que una minima cantidad de perdxido es generada dentro de las LDL,
estudios in vitro han mostrado que la peroxidacién puede ser amplificada por tales
catalisis como metales de transicién o proteinas hem.“

La segunda etapa comienza cuando, una vez reclutados, los monocitos se
convierten en macréfagos y contribuyen, con su enorme capacidad oxidativa, a la
oxidacién completa de LDL y de su porcion proteica, la apo B, estas modificaciones en
las LDL hacen que no sea reconocida por los receptores naturales de LDL, sino que lo
sea por unos receptores scavenger, barrendero o receptor de LDL-acetifada vy se
transformen en células espumosas, cargadas de colesterol, que constituyen la base
celular de la estria grasa. La clave de la formacion de la célula espumosa es el receptor
del macréfago que, al perder la lisina la carga positiva por acetilacién de su amino
terminal, reconoce la carga negativa de la proteina del LDL {apo B), el receptor {tipo l y
tipo I} es un trimero que recuerda a la estructura de la triple hélice del colageno.*" *¥

La peroxidacién de los lipidos se define como la deteriorizacién oxidativa de los
lipidos, principalmente los que contienen 4cidos grasos poliinsaturados, figura 4. El
ataque de los radicales libres sobre las membranas da comienzo a la peroxidacién de
los lipidos y el mecanismo se describe a continuacion:

1. La iniciacién de la primera cadena de la secuencia de |a peroxidacidon consiste en
que un radical de oxigeno suticientemente reactivo, como el radical hidroxilo (sOH)
o el anién superdxido {02%), extrae un dtomo de hidrogeno de un grupo metileno {-
CHz) de la cadena lateral de un acido graso poliinsaturado de una membrana celular
o de una lipoproteina, generando un radical lipidico.

2. Este radicat lipidico se estabiliza reorientandose para formar un dien conjugado, en
condiciones aerébicas se combina con Oz, vy da lugar a un radical peroxif o radical
peroxi {lipido-CHOO}.

3. Los radicales peroxi sustraen &lomos de hidrogeno de otras moléculas de lpidos vy
continGan la reaccién en cadena de peroxidacion de los lipidos.



4. radical peroxi también puede combinarse con el hidrégeno que sustrae de otro
acido graso y da lugar al hidroperéxido lipidico {lipido-COOHY}.

5. Diversos compuestos metdlicos (Cu®”, Fe"") reaccionan con los peroxidos de
lipidos, para dar tugar a la fisién de un enlace O-O vy forman un radical alcoxi {lipido-
Cco).

Ambos radicales peroxi (lipido-CHOQ) vy alcoxi {lipido-CQO) estimuian la reaccion

en cadena sustrayendo ulteriores 4tomos de hidrégeno. ! 43 4%

FIGURA 4. Principales eventos que ocurren durante la oxidacién de LDL.
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Durante la modificacién oxidativa hay una amplia conversion de lecitina a
lisolecitina catalizada por la fosfolipasa Az, los inhibidores de esta fosfolipasa Az
bloquean la generacién de lisolecitina y ta propagacion de perdxidos de lipidos, v asi se
previene la modificacién oxidativa de LDL completamente. “?

Se ha observade que la LDL madificada es inmunogénica, pues S$e han
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encontrado autoanticuerpos contra esta LDL, los epitopes hallados en la LDL oxidada
son malonaldehido-lisina {MDA-lisina) y 4-hidroxionenal-lisina (HNE-isina). Los
autoanticuerpos contra estos epitopes han sido encontrados en suero humano, Yia
aislé una IgG de lesiones ateroscleroticas de conejos WHHL (Watanabe hereditable
hiperlipidemic) y humanos que reacciona con la LDL modificada {con malonaldehido y
LDL oxidada con cobre) pera no con la LDL nativa. “'*? Algunos estudios “**®' sugicren
que el complejo antigeno-anticuerpo existe dentro de las plaquetas de la pared arteriai,
los macréfagos toman también éstos complejos, permitiendo de este modo la entrada
y acumulacién de colesterol en el macréfago. “* El anticuerpo contra la LDL modificada
también se une a la albamina, hemoglobina, polilisina y 4cido e-amino caproico.*'*?

Rosenfeld mostré en un anélisis. por Western Blot y radioinmunoensayo (RiA)
que residuos de MDA-lisina y HNE-lisina se encuentran en la apo B de la LDL oxidada
con cobre y en la LDL extraida de la pared arterial de conejos WHHL, {o cual siguiere
que tales epitopes de la apo B son formados in vitro e in vivo."”

MECANISMOS Y CINETICA DE OXIDACION DE LDL.

Ei curso de la oxidabilidad de LDL puede ser seguido por la medicion :

1) de la formacién de TBARS (thiobarbituric acid reactive substances),

2) de la formacién de hidroperdxidos de lipidos,

3) de la formacién de conjugados dienos,

4) de la formacidn de aldehidos,

5) del incremento en a fluorescencia a 430 nm,

6) 1a desaparicion de antioxidantes o dcidos grasos poliinsaturados (AGPH),
7) de la fragmentacion de apo B,

8) de la movilidad electroforetica de LDL,

9) de la inmunoreactividad.*" *®

Cada uno de estos procedimientos debe efectuarse a diferentes tiempos para
poder predecir el estado de oxidacion y la posible relacion entre los diferentes eventos.

La eleccién del método debe hacerse segun el objetivo del estudio, pues de
acuerdo a éste los métodos ofrecerdn ventajas vy desventajas en cuanto al
procedimiento y resultados que ofrecen; por ejemplo, el método para la medicion de
TBARS y fluorescencia tiene baja especificidad,*® en la medicién de la
inmunoreactividad en algunas ocasiones no se alcanza a detectar la reaccién debido a
las bajas concentraciones de la LDL modificada en el plasma; otros inconvenientes
pueden ser el tamafio de la muestra, tiempo para realizar la prueba, sensibilidad de los
métodos, costo, etc.""

In vitro |a oxidacién de LDL puede ser realizada por células o en un medio libre
de células con trazas de métales de transicion {cobre o hierro); las propiedades de la
LDL oxidada tanto por células como por métales son muy similares."®

En base al andlisis cronolégico de oxdacién de LDL por iones Cu"' la
oxidabilidad de LDL puede ser dividida en tres fases: 41, 381
1) fage lag o fase de retardo,

2) fase log o fase de propagacion y



3) fase de descomposicion.

Durante la fase tag la LDL agota progresivamente sus antioxidantes,
primeramente a-tocoferol y finalmente B-caroteno (otros antioxidantes son: y-tocoferoi,
licopene, criptoxantina, lutein, zeaxantina), durante este periode sélo una minima
cantidad de peroxidacién de lipidos ocurre {0.3nmmol/mg LDL/min.), “- %2

Cuando los antioxidantes de la LDL son agotados se da el inicio de la fase de
propagacién, en la cual se acelera la peroxidacion de lipidos de una manera
exponencial. El cambio de la fase lag a la fase de propagacién y el incremento
exponencial de la oxidacién es mediada por la descomposicién, catalizada por iones
Cu”’*, de los hidroperéxidos preformados durante la fase lag a radicales lipidicos (LOs,
LOOs), la cual inicia con la rotura de las cadenas, formando nuevas series de cadenas
de radicales libres.

Durante la fase lag, fase de propagacién y principios de la fase de
descomposicién, el curso del tiempo de formacién de dienos refleja completamente la
formacién de hidroperéxidos de lipidos. El segundo incremento de absorbancia a 234
nm ocurre poco después de alcanzar el maximo de absorbancia, esto no es debido a la
formacién de nuevos perdxidos, sing que es atribuido a un incremento de productos de
degradacién (por ejemplo: a,p-carbonilos insaturados que absorben también a 234 nm.

Se define el tiempo maximo de formacién de dienos como el final de la
propagacién y el inicio de la fase de descomposicién, temporalmente ambas fases se
sobrelapan y no pueden ser completamente disociadas una de la otra. " *%

Los cambios que dan inicio a la fase de descomposicién incluyen: “"

1). Incremento en la produccién de aldehidos

2). Generacién de croméforos fluorescentes en la apo B y en lipidos de LDL
3). incremento de la carga negativa de superficie

4). Fragmentacién y modificacién de apo B

5). Formacién de lisofostatidos y oxidienos

6). Perdida de grupos amino libres en apo B.

La descomposicién de hidroperéxidos de lipidos a aldehidos es un fenémenc
general durante la peroxidacién de lipidos en sistemas bioldgicos, y muchos hallazgos
sugieren que esos aldehidos actdan como “segundos mensajeros téxicos”.

€] fuerte incremento de la fluorescencia a 430 nm de apo B y la pérdida de
grupos amino libres es probablemente la causa para las reacciones de aldehidos con
grupos €-amino de residuos de lisina. Similarmente, el fuerte incremente de la carga
negativa de superficie de LDL es probablemente debido a la pérdida de carga positiva
de grupos amino o formacitn de aductos de Michael con ., p-aldehidos.

La unién covalente de aldehidos a apo B estd probablemente también, en al
menos una parte, envuelta en la formacién de los epitopes caracteristicos de los
receptores scavenger de los macréfagos los cuales reconocen la LDL-oxidada. “*?

Alternativamente, algunas de las funciones de los radicales carbonilo pueden ser
producidas por radicales libres (LOe, 1 00s) mediando la degradacion de aminodcidos
en apo B. Los radicales lipido-alcéxido son probablemente la causa de la fragmentacién
de apo B, pues al incrementar la formacién de dienos, aumenta la fragmentacién de
apo B.“"
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IMPORTANCIA DE LAS SUBPARTICULAS DE LDL.

El tamaiio y densidad de las subparticulas de LDL varia substanciaimente. Dos
patrones principales han sido descritos:

s Subclase A: grandes y ligeras.

e Subciase B: pequefias y densas.

El predominio de las LDL pequefas y densas ha sido asociado con un incremento
en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y diabetes mellitus. El tamano de la
LDL es mas pequeho en mujeres con diabetes que en mujeres sin diabetes y la
asociacién entre el tamafio y la diabetes esta relacionado més fuertemente en mujeres
que en hombres. La densidad de la particula de LDL esté relacionada con el contenido
de triglicéridos. "

La prevalencia de LDL pequefas y densas incrementa considerablemente con la
edad, obesidad y con la diabetes mellitus no dependiente de insulina. Las LDL densas
son menos comunes en las mujeres jovenes, después de la menopausia, la
concentracion de tas LDL densa se incrementa, esto puede en parte explicar el
aumento en el riesgo de enfermedades cardiovasculares en mujeres postmenopausicas.
@7 | a razén por la cual las LDL pequefias y densas son mds aterogénicas no es clara,
pero existen dos suposiciones para explicar este hecho: 1) la particula de LDL puede
ser oxidada mas rapidamente o 2) la depuracién de estas LDL es mas lenta. “n

4n

FACTORES QUE POTENCIALMENTE AFECTAN LA OXIDABILIDAD DE
LDL IN VIVO.

A. Factores intrinsecos a LDL

1. Composicion de  &cidos grasos  ({particularmente acidos  grasos
poliinsaturados).

2. Contenido endogenc de antioxidantes (B-caroteno, vitamina E, ubiguinol-10};
exogeno [probucol).

3. Actividad de fosfolipasa Az,

4. Otros, incluyendo tamafio de la particula, propiedades inherentes de apo B,
Jocalizacion de acidos grasos {fosfolipidos en la superficie o trigiicéridos en el
nacleo o ésteres de colesterol). ™

B. Factores extrinsecos a LOL.

1. Variacién potencial en la actividad celular de prooxidantes (p.e. variacion
genética en la expresidn en macréfagos de la actividad de 15-lipoxygenasa ¥
secrecion celular de anién superdxido)

2. Concentracién plasmaticas vy fluxdo extracelular de componentes prooxidantes
(p.e. concentracion de trazas de metales).

3. Concentracion plasmatica y fluido extraceluiar de componentes antioxidantes
{p.e. ascorbato, urato}.

4. Concentraciéon de otros faciores que influencian la oxidacion de LDL {p.e.
HDL).



5. Factores que influencian e! tiempo de residencia de LDL en la intima (p.e.

factores que incrementan la unién como Lp (a); glicosilacién no enzimatica de
LDL). “2 -

DEFENSA NATURAL ANTIOXIDANTE.

Hemos desarrollado defensa antioxidante para protegernos de los radicales
libres, los cuales involucran:

A) la superéxido dismutasa {SOD) convierte el superéxido de hidrégeno. Estas
enzimas se encuentran en las mitocondrias y en el citosol.

B) Las catalasas, que se encuentran en los peroxisomas de la mayoria de los tejidos,
eliminan el peréxido de hidrégeno originado por las oxidasas de los propios
peroxisomas.

C) Las glutatién peroxidasas son las enzimas mayores Y las més importantes que
quitan el hidrégeno del peréxido de hidrégeno generado por la SOD, tanto en el
citosol como en las mitocondrias, eliminando el peréxido de hidrégeno. El peréxido
de hidrégeno se reduce a agua empleando como agente reductor el tripéptido
glutatién {GSH)} que se transforma en su forma oxidada. {GSSG). La giutatién
reducida (GSH) se encuentra en todas las células humanas.

D) Como la defensa antioxidante no es completa, hay enzimas reparadoras que
destruyen las proteinas alteradas por radicales libres, quitan los &cidos grasos
oxidados de las membranas y reparan e} ADN dafiado por los radicales libres. Todas
estas defensas son intracelulares.

E) Algunas defensas extracelulares incluyen: la transferrina vy lactoferrina {que
transportan el hierro), la ceruloplasmina (que transporta cobre), esta proteina puede
actuar como pro-oxidante de LDL, la albdmina {liga iones de cobre y recoge radicales
libres.

F) Algunos antioxidantes son extra e intracelulares. La vitamina E {a-tocoferol, TH)
esta situado en las membranas celulares y en las lipoproteinas, bloquea la reduccién
en cadena de la peroxidacién de los lipidos barriendo los radicales peroxi
intermedios. El radical tocoferol es mucho menos reactivo para atacar cadenas
laterates de acidos grasos adyacentes y se puede reconvertir en a-tocoferol por la
vitamina C. La vitamina A {retinol), su provitamina el B-caroteno, y el selenio son
factores dietéticos antioxidantes, ¢'#*
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ESTROGENOS: FUNDAMENTOS BASICOS E
IMPORTANCIA EN LA ATEROSCLEROSIS.

Hay tres estrégenos humanos naturales: 17f-estradiol, el principal estrégeno
producido por el ovario; estriol, el principal estrégeno producido por la placenta; y
estrona, un metabolito del 17f-estradiol.

ACCIONES FISIOLOGICAS.

Los estrégenos se requieren para la maduracién normai de la mujer, estimulan el
desarrollo de la vagina, el Utero y de las trompas de Falopio, asi como de los
caracteres sexuales secundarios, también estimulan el desarrolo del estroma vy el
crecimiento de los conductos en las mamas y son la causa de la fase de crecimiento
acelerado y del cierre de las epifisis de os huesos largos que ocutre en la pubertad,
cantidades mayores producen pigmentacion de la piel que predomina en la regién de
los pezones, areolas, y en la zona genital. “***" Los estrégeno también desempefia
una funcién importante en el desarrollo dei revestimiento del endometrio.

La exposicion continua a los estrégenos por periodos prolongados conduce a
una hiperplasia anormal del endometrio que por lo general se relaciona con patrones
anormales de hemorragia. Cuando la produccién de estrégenos esta apropiadamente
coordinada con la de progesterona durante el ciclo menstrual humano normal, ocurre la
hemorragia periédica y la esfacelacion del revestimiento endometrial, #4840

Los estrégenos tienen numerosos efectos metabdlicos importantes: contribuyen
en parte al mantenimiento de la estructura normal de la piel vy ios vasos sanguineos en
las mujeres, disminuyen la velocidad de resorcion de hueso, antagonizando el efecto de
la hormona paratiroidea sobre el mismo aungue no estimulan su formacién, pueden
tener efectos importantes sobre la absorcién intestinal porque reducen la movilidad
del intestino. Las alteraciones en la composicion de los lipidos del plasma causadas por
los estrégenos estan caracterizadas por un aumento en las lipoproteinas de alta
densidad, una reduccién ligera en las lipoproteinas de baja densidad y una disminucion
en los valores de colesterol plasmatico, las concentraciones plasmaticas de triglicéridos
estan aumentadas. Los estrégenos tienen muchos otros efectos: facilitan la pérdida de
liguido intravascular hacia el espacio extracelular produciendo edema y modulan el
contro! de la funcién del musculo liso por el sistema nervioso simpdtico. £48.49.30)

MENOPAUSIA.

Entre los 45 a 55 afios, el ciclo sexual comienza a ser irregular y en muchos de
los ciclos no se produce ovulacién, después de unos cuantos meses O anos, los ciclos
cesan completamente, este periodo, durante el cual cesan los ciclos y fas hormonas
sexuales femeninas disminuyen con rapidez casi hasta llegar a cero, se llama



menopausia o climaterio, durante todo este periodo se produce una pérdida gradual y
progresiva de la funcién ovérica, asi como diversos cambios endocrinolégicos,
sométicos y psicoldgicos, 303

La menopausia es la consecuencia del agotamiento de los foliculos ovéricos, el
numerc de dvulos es muy escaso y, probablemente, su funcion es nula, la detencién
de! desarrollo folicular determina un descenso de 1a produccidén del estradio! y de otras
hormonas, que a su vez anulan la retroalimentacién negativa sobre los centros
hipotalamo-hipofisarios, por su parte, los niveles de gonadotropinas en el plasma se
elevan: la concentracién de la hormona foliculo estimulante aumenta de forma mas
precoz e intensa que la de la hormona luteinizante. “**%*"

En el momento en que sobreviene la menopausia, la mujer debe reajustar su
vida, desde la estimulada en forma fisiolégica por estrégenos y progesterona hasta una
que se encuentra desprovista de estas hormonas. La falta de estrégenos produce a
menudo cambios fisiolégicos importantes en el cuerpo, como:

1}. “Sofocos” caracterizados por rubefaccién extrema de la piel

2). Sensacion psiquica de disnea

3). lrritabilidad

4). Fatiga

5). Ansiedad

6). En ocasiones diversas alteraciones psicéticas

7}. Sintomas vasomotores

8). Atrofia genitourinaria

9). Osteoporosis

10).Enfermedades cardiovasculares'”~*°"

Estos efectos pueden disminuir con el empleo de la terapia de reemplazo
estrogénico durante la menapausia. “***"

TERAPIA DE REEMPLAZO ESTROGENICO.

Dentro de los beneficios de la terapia de reemplazo estrogénico se observan:
prevencion de la osteoporosis, de ta atrofia genitourinaria, de los sintomas
vasomatores y disminucién del riesgo de enfermedades cardiovasculares. #9523

Después de la menopausia aumentan los niveles de colesterol total vy
paralelamente a esto incrementan los niveles de colesterol de LDL. ®% Por décadas se
ha observado gque la mujer pierde su resistencia natural a enfermedades
cardiovasculares después de la menopausia, esto es debido a la pérdida del efecto
protector de los estrégenos, la terapia de reemplazo estrogénico ha mostrado un
efecto cardioprotector en mujeres que presentan ya un dafio o en mujeres sanas, el
mecanismo exacto por el cual los estrégenos confieren proteccién no es bien
conocido, aunque se ha observado un efecto directo en los lipidos séricos. ®' %*%%
Tabla 5.

En un estudio in vitro se ha observade que la adicién de estrogenos, a fa
muestra en estudio, prolonga la fase de retardo de 1a oxidacién de particulas de LDL y
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TABLA 5. Efectos de la Terapia de Reemplazo Estrogénico

EFECTOS FAVORABLES EFECTOS DESFAVORABLES
« Disminucidn de! colesterel total e Aumento de triglicéridos
e incremento del colesierol de HDL » Aumento de VLDL
{HDLz y HDLs) + Neoplasia

s Decremento del colesterol de LDL

¢ Reduccién de la oxidacién de LDL in
vitro

+ Decremento de la apo B

« Aumento de apo A

s Decremento de lipoproteina {a)

Reduccién del tono vascular

Preservacién de la funcién endotelial

« Incremento de ia liberacién de
prostaciclinas

+ Decremento de la formacion de
tromboxano Az

s Decremento de fibrindgeno

» Disminucién en {a presién sanguinea

+ Decremento de la glucosa sanguinea
en ayunas e insulina,

Referencias 56, 57, 58,59, 60

que de acuerdo a la dosis anadida la fase de retardo se ira ingcrementando, es decir,
cuanto mayor sea la cantidad afadida de estrégenos més grande serd la fase de
retardo,® el mecanismo por el cual se obtiene este efecto benéfico no esta bien
establecido pero se cree que los estrogenos actlan como agentes antioxidantes;
recordemos que la vitamina E es un antioxidante natural en el organismo humano, por
lo cual se supone, que el 17B-estradiol al tener una estructura similar a la de la
vitamina E, actué de forma similar, ambas moléculas tienen un grupo hidroxilo fenélico
del cual un atomo de hidrégenc con su electrén desapareado puede ser transferido al
radical peroxil del lipido, esto puede prevenir la propagaciéon de la oxidacion de los
4cidos grasos en las LDL.®"%

EFECTOS ADVERSOS.

Entre los posible efectos colaterales, el mas preocupante es el aumento del
riesgo de carcinoma endometrial, el riesgo relativo en las usuarias de estrégenos varia
entre seis y ocho veces, el riesgo aumenta con la duracion y la dosis de los
estrégenos, pero disminuye cuando se administra en combinacion c<on  uR




progestageno. ®" Una dosis de 0.625 mg de estrégeno conjugado es suficiente para
producir este efecto aterogénico y la administracién combinada de un progestageno
por mas de 10 dias muestra una reduccién marcada de dicho efecto de los estrégenos
solos.® En conclusién, en cada paciente deben evaluarse los riesgos y beneficios
particulares segn su estado y asi tomar la decisién mas conveniente. 49

FARMACOLOGIA DE LOS ESTROGENOS.

MECANISMO DE ACCION.

Las hormonas se difunden en forma pasiva a través de las membranas celulares,
se distribuyen en las células y finaimente se fijan a un receptor nuclear para
estrégenos, este receptor que se encuentra en varios tejidos (aparato reproductor
femenino, mama, hipéfisis e hipotdlamo), es una proteina fijadora de DNA homdloga
con los receptores de otras hormonas esteroideas, vitamina D, éacido retinoico y
hormonas tiroideas, una vez activado por el ligando, el receptor de estrégenos se fija a
secuencias especificas de DNA (elementos de respuesta a las hormonas} que estimulan
ta transcripcion de genes adyacentes.®*%¥

RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD.

En los estrégenos naturales y semisintéticos pertenecientes a los esteroides, la
actividad estrogénica va ligada al cardcter aromético del anille A, figura 5, siendo
necesario un grupo oxhidrilo en la posicién 3 y un grupo oxhidrilo o cetdnico en el
carbono 17, justamente, la deshidrogenacion del oxhidrilo en la posicidn 17
{transformacién del estradiol en estrona) o bien la hidroxilacion del anillo D ({estriol)
disminuye la actividad estrogénica, mientras que el agregada de un grupo etinilo en la
posicién 17 {etinilestradiol) la potencia sobremanera y la hace muy activa por via
bueal. “® EI descubrimiento de los estrégenos sintéticos demuestra que el nicleo
esteroide no es necesario para la actividad estrogénica; sin embargo, la disposicion de
las férmulas de estos estrégenos muestran su similitud con los esteroides, la
esterificacién de uno o dos oxhidrilos prolonga la accion de los estrégenos,
especialmente cuando se utiliza la via intramuscular.*® Figura 5.
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FIGURA 5. Estrogenos naturales y sintéticos'
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ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION.

Los estrégenos usados en terapéutica son en general facilmente absorbidos a
través de ia piel, mucosas y tracto gastrointestinal, cuando se aplican para una accién
local, la absorcién a menudo es suficiente para causar efectos sistémicos. Los
estrégenos son liposolubles, por lo que al ser administrados intramuscularmente su
absorcién es lenta y prolongada lo que ocurre especialmente cuando se emplean los
gésteres de los estrégenos, tanto naturales como sintéticos; en esta forma, su accién
resulta méds potente, cuanto mas larga y mdltiple es la cadena lateral, mas prolongada
es la accion. #4884

La inactivacién del estrégeno se realiza principalmente &n el higado, una cierta
proporcién del estrégeno se excreta en la bilis vy luego es reabsorbida en el intestino,
durante la circulacién enterohepéatica, el estrégeno se degrada por conversion a
productos menos activos como estriol y otros numerosos estrégencs por oxidacién a
sustancias no estrégenas y por conjugacion con los acidos sulfdrico y glucurénico.
(49,641

Los estrégenos naturales circulan en la sangre en asociacisn con albdmina y
globulina filadoras de hormonas sexuales, una proporcién importante de estrdgeno se
encuentra en forma de conjugados, en particular sulfato, que son excretados por el
rifGn, 13884
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IMPORTANCIA DE LA COLABORACION DE
PROGESTAGENOS CON LOS ESTROGENOS.

La progesterona es el progestageno méas importante en la especie humana; sin
embargo, se secretan también junto con ella pequefias cantidades de otros
progestagenos como 17a-, 20a- y 20p-hidroxiprogesterona, que en esencia tienen las
mismas acciones pero actividad mas débil, es sintetizada en el ovario, testiculos y
suprarrenales a partir del colesterol circulante, grandes cantidades también son
sintetizadas y liberadas por la placenta durante el embarazo. #8350

ACCIONES FISIOLOGICAS.

La progesterona liberada durante la fase luteinica de! ciclo Tleva al desarrollo de
un endometrio secretor, la declinacién abrupta de la liberacién de progesterona por el
cuerpo amariilo al final del cicio es la principal determinante del comienzo de la
menstruacién, en circunstancias normales, el estrégeno antecede y acompafa a la
progesterana en sus acciones sobre el endometrio y es esencial para el desarrollo del
patrén normal. La progesterona influye sobre las glandulas endocervicales y modifica
la abundante secrecion acuosa de las estructuras estimuladas por ef estrégeno dando
un escaso material viscoso, la maduracién inducida por el estrégeno del epitelio vaginal
humano es modificada por fa accién de la progesterona acondicionandolo para el
embarazo.® La progesterona tiene poco efecte sobre el metabolismo de proteinas,
estimula la actividad de !a lipoproteina lipasa y parece favorecer los depésitos de
grasas, los efectos en el metabolismo de carbohidratos son mas intensos; ia
progesterona aumenta los valores basales de insulina y la respuesta de ésta a la
glucosa, por lo general, no se modifica ta tolerancia a carbohidratos; en el higado, se
favorece el almacenamiento de glucégeno, posiblemente para facilitar el efecto de la
insulina, también estimula la cetogénesis. La progesterona puede competir con la
aldosterona en al tdbulo renal causando una disminucién en la reabsorcion de sodio,
esto conduce a un aumento en la secrecion de aldosterona por la corteza supratrenal,
también se altera el funcionamiento de los centros respiratorios, la respuesta
ventiladora al CO2 estd aumentada, es responsable del desarrollo aiveolar del sistema
secretor de los pechos, causa la maduracién y los cambios secretorios en el
endometrio que se observan después de la ovulacién, abate las concentraciones
plasmaéticas de muchos aminoacidos y produce un aumento en la excrecion urinaria de
nitrégenc; finalmente, también se han observado efectas depresores & hipnéticoes
sobre el encéfalo. %

Poco se sabe acerca de los efectos de los progestagenos en las mujeres
postmenopausicas, sin embargo, se han usado en combinacion con los estrogenos en
la terapia de reemplazo hormonal para reducir el riesgo de cancer endometrial; ya que
muchos de los efectos de los progestagenos son contrarios a los efectos de los
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estrégenos, se han realizado varios estudios para evaluar las ventajas y desventajas del
uso de estrégenos en combinacién con los progestagenos (progesteronal. (47.56.50.59)
Existe una serie de estudios, acerca de la terapia de reemplazo hormonal, en los cuales
se han evaluado diversos efectos tales como: el metabolismo de lipidos, presién
sanguinea, metabolismo de carbohidratos y coagulacion/hemostasia, la progesterona
induce la actividad de la lipasa hepética y la degradacién de C-HDL; sin embargo, este
efecto es contrarrestado por los estrégenos, de tal manera que se observa un aumento
en el nivel de HDL, aunque tal aumento, ya no es tan alto como el que se observa al
administrar solamente estrégenos, e! catabolismo de las VLDL se disminuye vy la
concentracion de triglicéridos se reduce por la progesterona, en general, la elevacién
de triglicéridos por la accién de los estrégenos es eliminada con la adicidn de la
progesterona, los niveles de C-LDL se incrementan con la progesterona, pero {a accidn
de los estrégenos es mayor, de tal manera que los niveles de C-LDL decaen; en cuanto
a los otros pardmetros medidos, metabolismo de carbohidratos y presién sanguinea, no
se observa el efecto de la progesterona, es decir, el efecto obtenido al administrar
estrégenos solo es el mismo que al administrar los estrogenos combinados con
progesterona,'7:55:58.59

A pesar de los efectos encontrados de la progesterona y los estrogenos en el
perfil de lipidos, la administracién de progestagenos es ampliamente recomendada en
la terapia de reemplazo estrogénico, para la disminucion del riesgo de céncer
endometrial; el cual es el principal efecto adverso de los estrégenos.

FARMMACOLOGIA DE LOS PROGESTAGENOS.

MECANISMO DE ACCION.

Los progestdgenos se difunden libremente en el nacleo celular donde se fijan a
los receptores de la progesterona y afectan la transcripcién de un limitado grupo de
genes, la accién antiestrégenica de los progestagenos estd mediada en parte por ia
induccién de la 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa {que cataliza la oxidacién de
estradiol a estrona, que es menos potente) y de la estrégeno sulfotransferasa {que
cataliza la sulfatacién y la inactivacién de los estrégenos); también esta reprimida la
expresion de los receptores para estrogenos y, se promueve la diferenciacion celular a
expensas del crecimiento, que es estimuiado por los estrégenos, %%

RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD.

1). La actividad progestacional depende de la existencia de un doble enlace en 4-5 y
un grupo cetégenico en la posicion 3. EI pregnandiol sin doble enlace y con grupos
oxhidrilos en 3 y 20 es inactivo.

2} . La hidroxilacién de la progesterona en [a posicién 17 disminuye su actividad, pero
la esterificacién {capronato de hidroxiprogesterona) la aumenta y prelonga mucho
los efectos.

3). La sustitucién de la cadena lateral a nivel del carbono 17 en la progesterona por
una cadena acetilénica l(etisterona) disminuye la potencia progestacional, pero hace
a la sustancia muy activa por via bucal.“®
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ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA
PREGNANDIOL

Estructura de diversos progestagenos. ¥

ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION.

La progesterona es absorbida rapidamente después de administrarla por
cualquier via, su vida media en el plasma es de aproximadamente 5 minutos y
pequefas cantidades son almacenadas temporalmente en la grasa del cuerpo. Es
metabolizada casi completamente en un solo paso por el higado vy, por esa razon, es
bastante ineficaz cuando se administra por via bucal. (48,64

En el higado la progesterona es metabolizada en pregnandiol y conjugada con el
acido glucurénico, es excretada en la orina como glucurdnido de pregnandiol.'®**

EFECTOS ADVERSOS,

Los principales efectos adversos asociados con el uso de progestdgenos son:
aumento en el peso corporal, edema y depresion, en algunas ocasiones puede ocurrir
tromboflebitis y embolia pulmonar.®”
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HIPOTESIS

Evidencias epidemioldgicas y experimentales indican que el proceso oxidativo in
vivo, incluyendo la oxidacién de LDL, juega un papel importante en el desarrollo de
aterosclerosis y que este proceso se favorece en las mujeres postmenopausicas,
debido a la pérdida de estrégenos que actlan como agentes protectores, y que el
proceso se acelera adn mas en mujeres postmenopausicas con diabetes mellitus.

Se ha observado que los estrégenos disminuyen la susceptibilidad a la oxidacién
de LDL in vitro, cuando son adicionados al medio en estudio; sin embargo, el efecto in
vive no es bien conocido, por ello la importancia de realizar este estudio para evaluar
el efecto de los estrégenos sobre la oxidabilidad de LDL in vitro, en mujeres
postmenopausicas con diabetes tipo 2 después de haber recibido la terapia de
reemplazo hormonal,

El tiempo que tarden en oxidarse (tiempo lag) las LDL, el cual se obtendra de la
medicién de la oxidabilidad de las LDL de los diferentes tipos de pacientes, serd la
herramienta que nos permita establecer la diferencia de la susceptibilidad a la
oxidacién de LDL.

Por los resultados obtenidos de estudios in vitro se cree que los estrogenos
actdan como antioxidantes y de este modo disminuyen la susceptibilidad a la oxidacidn
de LDL.

El estudio se realizard en mujeres postmenopdusicas con diabetes tipo 2, debido a
que es el tipo de diabetes mas frecuente en nuestra pobiacion.




OBJETIVO

Evaluar el efecto de la terapia de reemplazo hormonal, en la susceptibilidad a la
oxidacién de LDL jin vitro en mujeres postmenocpéusicas con diabetes tipo 2
controladas.

Analizar y comparar la resistencia a la oxidabilidad de LDL, por la determinacién
del tiempo lag (o tiempo de retardo}, en:

1. Mujeres postmenopausicas con diabetes tipo 2 controladas, que tomen estrégenos
conjugados mas medrogestona,

2. Mujeres postmenopausicas sin diabetes que tomen estrégenos conjugados,

3. Mujeres postmenopausicas sin diabetes que no tomen estrdgenos y

4, Mujeres premenopausicas sin diabetes.
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PARTE EXPERIMENTAL

DISENO DEL ESTUDIO.

El estudio se Hevé a cabo con un disefio prolectivo doble ciego placebo
controlado experimental paralelo con distribucién aleatoria. Fue aprobado por el Comité
de Estudios en Humanos del instituto Nacional de la Nutricién “Salvador Zubiradn”
{INNS2) v cada paciente aceptd en forma voluntaria participar en el estudio dando su
consentimiento por escrito.

Se incluyeron 25 pacientes con diabetes mellitus tipo 2, que acudieron a la
consulta externa del INNSZ, postmenopdusicas y sin evidencia de complicaciones
erénicas de diabetes mellitus (retinopatia proliferativa, albuminuria o neuropatia
visceral) y bajo control con dieta y/o hipoglucemiantes orales {sulfonilureas, biguanidas
o mezcla} con buen control metabdlico definido como HbA:w. < 8. Otros criterios de
inclusién fueron edad entre 45 y 60 afios, climaterio demostrado por ausencia de
menstruaciones en los altimos seis meses y exadmenes de laboratorio compatibles
{hormona luteinizante y hormona foliculo estimulante anormalmente altas), colesterol
total menor de 300 mg/dL. Se consideraron criterios de eliminacion: aparicion durante
el estudio de descontrol glucémico, consumo de otros medicamentas que afecten el
metabolismo de lipidos, triglicéridos séricos por arriba de 300 mg/dlL, alteracién de
pruebas de funcién hepatica durante el tratamiento o consumo diario de mas de una
racién de alcohol por dia.

Con el fin de asegurar la estabilidad del buen control metabdlico, a su ingresc se
incluyeron en una fase de estabilizacién durante la cual consumieron una dieta
isocalérica fase | segun las recomendaciones del Programa Nacional para la Educacioén
en Colesterol (NCEP), prescrita por un Licenciado en Nutriologia, la misma dieta fue
consumida a lo largo del estudio, la adherencia a la misma fue confirmada en cada
visita. Al término de esta fase las pacientes fueron sorteadas para recibir de manera
continua estrogenos conjugados (0.625 mg/dia} mas medrogestona (5 mg/dia los
altimos diez dias de cada ciclo) o placebo durante 12 sernanas. Los pacientes fueron
revisados cada cuatro semanas y en cada visita se midid HbAic, glucemia, lipidos
séricos v pruehas de funcion hepatica.

Como pacientes control se incluyeron: 1) 5 mujeres postmenopausicas sin
diabetes de pacientes, de edad entre 4% y 60 afios gque tomaran estrGgencs
conjugados (0.625 mag/dia), con pertii de lipidos normal, 2} 9 mujeres
postmenopéusicas sin diabetes de edad entre 45 y B0 afios con perfil de tipidos
normal, que no tomaran estrégenos, 3) 9 mujeres premenopausicas sin diabetes de
edad entre 24 y 35 afos con perfil de lipidos normal. Se considerd el perfil de lipidos
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normal como: colesterol total menor de 200 mg/dL, triglicéridos séricos menores de
150 ma/dL, colesterol de HDL mayor de 35 mg/dL y colesterol de LDL menor de 130
mg/dL.

METODOS.

1.Para la medicion de glucosa se utilizd el método descrito por Trinder (glucosa
oxidasa GOD-PAP, estuche reactivce de laboratorios Beehringer-Mannheim). El
coeficiente de variacion inter-ensayo fue de 3.17%.

2. Et colesterol total se midié por el método descrito por Siedel (CHOD-PAP, estuche
reactivo de laboratorios Boehringer-Mannheim). El coeficiente de variacién inter-
ensayo fue de 2.89%.

3.Los triglicéridos fueron medidos por el método de hidrélisis enzimatica y
determinacion enzimética subsecuente del glicero! formado (GPO-PAP, estuche
reactivo de laboratorios Boehringer-Mannheim). El coeficiente de variacién inter-
ensayo fue de 4.99%.

4. Para determinar el colesterol-HDL se utilizé el métode de precipitacién con &cido
fosfotingstico y Mg** {estuche reactivo de laboratorios Boehringer-Mannheim). El
coeficiente de variacion inter-ensayo fue de 3.7%

5. Para colesterol-LDL se utilizd el método de precipitacién con polivindl sulfato
{estuche reactivo de laboratorios Boehringer-Mannheim). El coeficiente de variacion
inter-ensayo fue de 5%.

5. Para la medicién de HbA1c, se utilizé el sistema DCA 2000. Este analisis se basa en
la inhibicién de la inmunoaglutinacién de particulas de latex.

7. Las pruebas de funcionamiento hepatico (AST, ALT y ALP) se realizaron en un
autoanalizador Beckman Synchron CX® s,

Antes del inicio del tratamiento v en la semana 12 se midié la distribucién de
subclases de LDL, usando un gradiente de densidades y ultracentrifugacion en un rotor
SW40 de acuerdo a lo descrito por Lossow y modificado por Aguilar. De cada
gradiente se obtuvieron veinte muestras en las cuales se midié la concentracion de
colesterol y triglicéridos. Las LDL fueron clasificadas como grandes vy ligeras {1.019-
1.035) o pequedas y densas (1.036-1.063) de acuerdo a la densidad de cada fraccién.

De cada clase de LDL (ligeras y densas) se tomd una alicuota para medir la
oxidabilidad de acuerdo al método descrito pot Esterbaver.”® La cinética de la
oxidacion de LDLU fue seguida por la continua medicién de los cambios de absorbancia
a 234 nm, cada 10 minutos. El tiempo lag {tiempo de retardo) para la oxidacién de
LDL es definido como el intervalo de tiempo entre el inicio {tiempo 0) de la oxidacién y
el cambio de pendiente durante el seguimiento de la oxidacién, por lo que el tiempo lag
se obtiene de la grafica de cinética de la oxidacion de LDL. Es importante destacar
que cada sujeto exhibe sus propias caracteristicas en la cinética de oxidacién de LDL y
que muestra a muestra la variacion puede ser un serio problema al comparar los
resultados, si los datos de la cinética se obtienen de diferentes preparaciones de LDL.
Una solucion a este problema es usar en cada experimento el dieno contra el perfil de
tiempo como marcador de tiempo para la tongitud de la fase lag vy la fase de
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propagacion. Los conjugados dienos se desarrollan en la LDL por la oxidacion de acidos
grasos poliinsaturados con dobles enlaces aislados produciendo hidroperéxidos de
4cidos grasos poliinsaturados con dobles eniaces conjugados (=dienos), que absorben
a una longitud de onda maxima de 234 nm. La medicién de dienos no requiere
extraccién de los lipidos, ya que puede ser realizada directamente en la muestra que se
esta oxidando, pues la LDL y sus remancntes son completamente solubles en fase
acuosa durante la oxidacién.*" La concentracidn apropiada para la medicién de la
oxidacién es de 0.1-0.5 mg LDL/mL PBS/ 5uM Cu®" y el solvente debe ser
suficientemente transparente a 234 nm™"

ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados se expresan como promedios * desviacién estandar (SD). Las
comparaciones de los tiempos lag entre los grupos en estudio se realiza mediante un
anélisis de varianza (prueba de ANOVA, tabla 5 de resultados), para datos no
paramétricos. Como la prueba de ANOVA solo nos dice si hay diferencia ¢ no,
utilizamos la prueba de DUNCAN para saber cuales grupos difieren (tabla 6 de
resultados). Los resultados fueron considerados como estadisticamente significantes
cuando p < 0.05
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RESULTADOS

No se encontraron diferencias significativas en las caracteristicas de los
grupos de mujeres con diabetes tipo 2 que recibieron placebo vy sustitucién
hormonal, catorce recibieron placebo y once reempiazo hormonal. Las mujeres con
diabetes tipo 2 que se incluyeron en el estudio presentaron un control metabdlico
satisfactorio, al inicio del estudio, demostrado por la determinacién de glucosa,
HbA1c y perfil de lipidos, cuyos valores se encontraron dentro de los limites de
inclusién, descritos en el disefio del estudio, tabla |. Durante y al final del estudio
este grupo de mujeres se mantuvo en buen control metabdlico, los cambios
observados son minimos, pero importantes, pues la HbA1¢ presento un ligero
aumento {p=0.04} en las mujeres que recibieron sustitucién hormonal y el
colesterol-LDL disminuyé (p<0.05), el resto de las caracteristicas se mantuvo sin
cambio significativo.

TABLA |. Caracteristicas de las mujeres postmenopdusicas con diabetes tipo
2 que recibieron tratamiento

BASAL POSTERIOR AL TRATAMIENTO
PLACEBO TRH FLACEBO TRH
{(n=14) (n=11) (n=14) (n=11)
Edad 55 + 3.1 57 + 1.96
Evolucion 4+ 4 48 + 2.8 - -
Peso 68 + 9.6 69 + 13 68 + 9.5 67.5 + 13
Glucosa 112 + b2 122 + 34 95 + 12 109 + 28
{mg/dL)
HbAlc 65 + 1 6.6 + 0.9 6.3 + 0.9 7.5 +1*
continda...
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BASAL POSTERIOR AL TRATAMIENTO
PLACEBO TRH PLACEBC TRH

Colesterol 219 + 33 277 + 46 220 + 32 210 + 33
total {mg/dL)
Triglicéridos 157 + 73 137 + 51 145 + 50 186 + 64
{mg/dL)
c-LDL 136 + 33 160 + 41 | 137 +27 124 + 38*
{mg/dL)
C-HDL 50 + 13 51 + 13 49 + 10 54 + 11
{mg/dL}

TRH Terapia de reemplazo hormonal (Estrégenos conjugados +
Medrogestona)

Datos presentados como promedio + DE.

s p < 0.05 basal vs tratamiento.

Las mujeres control fueron divididas en tres grupos de la siguiente manera:
e GRUPO 1: Nueve mujeres premenopausicas sin diabetes.
e GRUPO 2: Nueve mujeres postmenopausicas sin diabetes que no tomen

estrégenos.

« GRUPO 3: Cinco mujeres postmenopausicas sin diabetes que tomaran

estrogenos.

Los valores de glucosa y perfil de lipidos de las muijeres de los grupos control
se encontraron dentro de los valores normales: glucosa de 70-110mg/dL,
triglicéridos menor de 160mg/dL, colesterol total de 150-200 mag/dL, colesterol-
HDL mayor de 35 mg/dL y colesterol-LDL menor de 130 mg/dL, tabla Il. Las
mujeres premenopausicas incluidas fueron de edad entre 25 y 30 afios y la edad de
las mujeres postmenopausicas fue de 45-60 anos.
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TABLA 1. Caracteristicas de las mujeres control

MUJER}ES PRE- MUJEBES POST- MUJERES POST-
MENOPAUSICAS MENOPAUSICAS SIN  MENOPAUSICAS CON
SIN DIABETES ESTROGENOS SIN ESTROGENOS SIN
DIABETES DIABETES
{n=9) {n=29) in=5)
Glucosa (mg/dL} 76 + 2.4 86 + 10 82 + 10
Colesterol total 178 + 19 195 + 26 248 + 24
{mg/dL) o
Triglicéridos 72 + 20 137 +_52 150 + 60
{mg/dL)
C-LDL {mg/dL) 106 + 15 117 + 25 165 + 18
C-HDL {mg/dL) 59 + 17 51 + 14 63 + 9
Datos presentados como promedio + DE.
Las gréaficas I, I' y I, de oxidabilidad corresponden a las mujeres control, las

graficas la a li muestran la oxidabilidad de las nueve mujeres premenopausicas,
tanto de las LDL ligeras como densas; las gréaficas lla a lli muestran la oxidabilidad
de LDL ligeras y densas, de las nueve mujeres postmengpdusicas sin diabetes que
no tomaron estrégeno y las gréficas Ila a llle corresponden a las cinco mujeres
postmenopdusicas sin diabetes que tomaron estrégenos. En todas las gréficas de
estos tres grupos control se puede observar que la cinética de oxidacion es similar,
tanto para las LDL pequefias y densas como para las LDL grandes y ligeras, dentro
de! mismo grupo; esto es, el tiempo de retardo es semejante y, la fase de
propagacién {fase log) se inician casi al mismo tiempo y con similar pendiente.

Las graficas IV a V representan la oxidabilidad de LDL de las catorce mujeres
con diabetes tipo 2 que tomaron placebo, las graficas IVa a IVn corresponden al
estado basal de éste grupo y las gréficas Va a V- corresponden a la oxidabilidad
medida al final de la administracion de placebo. Las graficas V| a VIl representan ta
oxidabilidad de las once mujeres con diabetes tipo 2 que recibieron la terapia de
reemplazo estrogénico, las graficas Vla a VIk corresponden al tiempo basal y las
graficas Vila a VIjj corresponden al estado post-tratamiento. En estas gréaficas,
tanto las del grupo que tomé placebo (graficas IV y V) como las que recibieron la
terapia de reemplazo hormonal (graficas VI y VIl}, se puede observar que la
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oxidabilidad de las LDL ligeras difiere claramente de la oxidabilidad de las LDL
densas: también es notoria la gran variacién entre las graficas del mismo grupoe, es
decir, en algunas graficas es facil de distinguir la fase de retardo y la fase de
propagacion, estas variaciones pueden deberse, en parte, a que cada persona
exhibe sus propias caracteristicas en la cinética de oxidacion de LDL y muestra a
muestra la variacién puede ser un serio problema al comparar los resultados, si los
datos de la cinética se obtienen de diferentes preparaciones de LDL.

GRAFICAS DE OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES PREMENOPAUSICAS.
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GRAFICAS DE OXIDABILIDAD DE LOL DE MUJERES PREMENOPAUSICAS
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GRAFICAS DE OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS SIN ESTROGENOS
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GRAFICAS DE OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS SIN ESTROGENDS
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GRAFICAS DE GXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON ESTROGENOS
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OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2
ESTADO BASAL DEL GRUPO QUE TOMO PLACEBO
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OXIDABILIDAD DE L DL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2
ESTADO BASAL DEL GRUPO QUE TOMG PLACEBO
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OXIDABHIDAD DE LOL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPC 2
ESTADO POST-TRATAMIENTO DEL GRUPO QUE TOMO PLACEBO
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OXIDABILIDAD DE LOL DE MUJERES POSTMENQPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2
ESTADO POST-TRATAMIENTO DEL GRUPQ QUE TOMO PLACEBO
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OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2.
ESTADO BASAL DEL GRUPC QUE TOMO ESTROGENGCS
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OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2
ESTADO BASAL DEL GRUPO QUE TOMO ESTROGENOS
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OX{DABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2.
ESTADO POST-TRATAMIENTO DEL GRUPO QUE TOMO ESTROGENOS
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OXIDABILIDAD DE LDL DE MUJERES POSTMENOPAUSICAS CON DIABETES TIPO 2.
ESTADO POST-TRATAMIENTC DEL GRUPO QUE TOMO ESTROGENOS
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El tiempo de retardo (o tiempo lag} se obtiene de las graficas y comprende el
intervalo entre la adicion de Cu**, es decir, de! tiempo O, y el punto en el cual
ocurre el cambio de pendiente de la curva de oxidabilidad, tablas Il y V.

TABLA ill. Tiempo lag de mujeres postmenopausicas con diabetes tipo 2

BASAL POSTERIOR AL TRATAMIENTO
LDL LDOL LDL LDL
LIGERAS DENSAS LIGERAS DENSAS
PLACEBO 90 + 28 min. | 95 + 37 min. 108+ 38 min. | 109+ 39 min.
TRH 91 + 41 min. 76 + 34 min. 80 + 36 min. | 84 + 17 min.
Datos promedio + DE
TRH: Terapia de reemplazo hormonal
TABLA IV. Tiempos lag de mujeres control.
CONTROL LDL LIGERAS LDL DENSAS
Mujeres 80.1 + 17.4 min. 71 + 15.1 min.

premenopausicas

Mujeres sanas

62.9 + 9.0 min.

54.4 + 11.8 min.

postmenopausicas sin
estrégenos
Mujeres sanas 103.3 + 15.3 min. | 83.3 + 15.3 min.
postmencpausicas con
estrégenos

Datos presentados como promedio + DE.

Al determinar y analizar los tiempos de retardo de los diferentes grupos
control, vemos que, para el mismo grupo control no hay diferencia significativa
entre LDL ligeras y densas {p>0.0b}, tabla V.
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TABLA V. Comparacién de LDL ligeras contra LDL densas de grupos control

CONTROLES E z p

Mujeres premenopéusicas 0.6623 0.2546

Mujeres postmenopausicas 1.4570 0.0720
sin estrégenos

Mujeres postmenopausicas 1.3093 0.0951
con estrogenos

Sin embargo, al analizar los tiempos de retardo en las mujeres con diabetes,
tanto las que recibieron placebo como la TRH, no presentaron cambios, es decir,
éste fue similar al inicio y al final del estudio, tanto para las LDL ligeras como para
las LDL densas, tabla 3.

Al comparar las LDL ligeras de los tres grupos control se encontraron
diferencias significativas, {(p=0.0012) al igual que al comparar las LDL densas de
los tres grupos (p=0.0092), tabla VI. De la tabla VI sélo se puede saber si al
menos uno de los grupos difiere de los demas, pero en la tabla VIl se hace una
comparacion més especifica grupo por grupo, para averiguar cuales grupos son
diferentes, de aqul se obtienen, que para las LDL ligeras, los tres grupos entre si
difieren uno de otro, pero en las LDL densas, vemos que entre mujeres
premenopausicas y mujeres postmenopausicas con sustitucién de estrdgenos no
hay diferencia, es decir, que los tiempos lag son similares en este caso, este
resultado era de esperarse, pues de esta manera se ve la influencia de los
estroégenos.
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TABLA VI. Comparacion de los tiempos lag. entre
grupos, de las LDL ligeras y LDL densas de los grupos

control
LDL LIGERAS LDL DENSAS
{l vs It vs lIl) {tvs It vs )
F 10.06** 6.15**
p 0.0012 0.0092

I. Mujeres premenopausicas

1i. Mujeres postmenopdusicas sin estrégenos
lll. Mujeres postmenopausicas con estrdgenos
*+* Diferencia altamente significativa

TABLA VII. Comparacién grupo por grupo de los tiempos /ag de los controles.

LDL LIGERAS LDL DENSAS

| I Il | il UL

i * * " NS *

{. Mujeres premenopéusicas

H. Mujeres postmenopéusicas sin estrégenos
IH. Mujeres postmenopdausicas con estrdgenos
* Diferencia significativa

NS No hay diferencia significativa



DISCUSION DE RESULTADOS

La afeccidon cardiovascular es la principal causa de muerte en pacientes con
diabetes, se inicia a edad mas temprana y las manifestaciones son mas graves que en
las personas sin diabetes, no se conoce por completo la etiologia acelerada de la
aterosclerosis en la diabetes, pero se sabe que la hiperlipidemia tiene una participacion
importante. :

En las mujeres postmenopéusicas se aumenta la incidencia de enfermedades
cardiovasculares, debido en parte, al cambio en el perfil lipidico, ya que la
concentracion de colesterol-LDL se aumenta notablemente, lo que favorece la
formacion de placas ateroscleréticas, pues las particulas de LDL son primordiales
en el inicio de la formacién de dichas placas; se ha observado un incremento de la
subpoblacién de particulas de LDL pequedas vy densas, que son las mas
aterogénicas, también se ha observado que la susceptibilidad a la oxidacidn de las
particuias de LDL se incrementa. La pérdida de estrégenos en la postmenopéusia
favorece el desarrollo de las placas ateroscleroticas, debido a que los estrégenos
confieren cierto efecto protector al desarrollo de aterosclerosis. E! riesgo de
aterosclerosis se aumenta de 2 a 5 veces cuando existe la presencia de diabetes,
y se incrementa 15 veces mas si ademdés hay la presencia de dislipidemia.'®®

Dade el alto indice de mortalidad por enfermedades cardiovasculares en
mujeres postmenopéusicas con diabetes y la falta de estudios para prevenir o
controlar dichas enfermedades, es importante y justificable la bisqueda de nuevas
terapias preventivas, que cuanto menos resgos y mas faciles resulten de usar, mas
favoreceran a la poblacién en general; como es el caso de la terapia de reemplazo
hormonal, que aungque uno de sus principales inconvenientes es el riesgo de cancer
endometrial, si se lleva el seguimiento adecuado este riesgo puede disminuir o
desaparecer. Se ha observado que la terapia puede disminuir hasta en un-50 % el
riesgo de enfermedades cardiovasculares en mujeres sin diabetes."”

Se han realizado varios estudios®®®8"#288587 para averiguar el mecanismo
protector de los estrogenos, tales mecanismos involucran el metabolismo de lipidos
y carbohidratos, pardmetros de coagulacidn y presion sanguinea; el mas importante
a considerar es el que involucra la participacién de lipidos, se ha encontrado que el
uso de estrégenos disminuye el colesterol-LDL, esta aseveracion es confirmada en
nuestro estudio, ya que se obtuvo dicha disminucién del C-LDL después de la
terapia de reemptazo hormonal, al disminuir la concentracion de C-LDL de alguna
manera se esta disminuyendo el riesgo de aterosclerosis. Las estrogenos también
pueden tener efecto protector al actuar como antioxidantes; estudios™'®" in vitro
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han mostrado que los estrégenos prolongan el tiempo lag de la oxidabilidad de las
particulas de LDL, lo que nos lleva a pensar que in vivo ocurre un mecanismo
similar. En nuestro estudio es claro gque el tiempo lag de las LDL de mujeres
premenopausicas es mayor que el de las LDL de mujeres postmenopéusicas sin
estrégenos, tanto para las LDL ligeras como densas, esto puede deberse a que las
mujeres premenopausicas aun conservan su proteccion natural que les confiere los
estrégenos, lo que provoca que las LDL sean menos susceptibles a {a oxidacion vy
que las mujeres postmenopéusicas tengan mayor susceptibilidad a la oxidacién por
la pérdida de tal proteccién. Las mujeres postmenopausicas sin diabetes que
tomaron estrégenos presentan mas largo el tiempo de retardo que las mujeres
postmenopdusicas gue no tomaron estrégenas, con lo que podemos demostrar el
efecto protector de los estrégenos en la oxidabilidad de LDL, pues, este grupo de
mujeres postmenopdusicas que tomé estrégenos de aiguna manera se protegid
contra dicha oxidacién, tal proteccién, por tamaiio del tiempo lag, parece ser
similar a la de las mujeres premenopéusicas.

La proteccién que cfrecen los estrégenos puede ser: que éstos actlen como
antioxidantes, compitiendo con los componentes de las particulas de LDL por los
agentes oxidantes {dentro de la particula de LDL} o disminuyendo los agentes pro-
oxidantes {fuera de la particula de LDL}.

En las mujeres con diabetes tipo 2 que tomaron estrogenocs,
desafortunadamente no se observaron cambios en el tiempo de retardo, pues este
fue igual al inicio y al final del estudio, y ademas, fue similar al obtenido en las
mujeres postmenopéusicas con diabetes tipo 2 que tomaron placebo. En la
diabetes se genera un medio rico en agentes oxidantes que favorecen la oxidacién

"de LDL, los cuales no se hayan en mujeres sin diabetes, por lo que la sustitucién
de estrégenos puede no ser suficiente para proteger a las LDL de la oxidacién; sin
embargo, in vitro 1a adicién directa de estrégenos a la mezcla en estudio, muestra
una prolongacion en el tiempo de lag,® ®” pero fa cantidad que se requiere para
prolongar el tiempo lag es de aproximadamente 45 veces mayor a la concentracion
obtenida en plasma después de la administracién de estrogenos ya menos del 5%
del estrégeno se hallé asociado a la particula de LDL:'®" estos datos indican que
concentracién de estrégenos es muy baja para tener un efecto directo en la
oxidacién de LDL, pero tal vez tienen su efecto protector al disminuir las especies
oxigeno reactivas, y no directamente sobre las particulas de LDL, también puede
ser que el efecto protector de los estrégenos se deba al efecto que tienen sobre la
concentracién de C-LDL, ya que la disminuyen, o al aumento del C-HDL que
provocan. Otro de los factores que pueden favorecer la oxidacion de LDL en
mujeres con diabetes es la glicosilacion de LDL; a pesar de que el grupo de
mujeres con diabetes se mantuve bajo buen control metabélico, el aumento en la
HbA1c nos hace pensar que este proceso de glicosilacion de LDL puede llevarse a
cabo; la glicosilacién de las apoproteinas dificulta se internalizacion y degradacién
por los fibroblastos, al mismo tiempo gue se reconoce un aumento de la fraccion
no esterificada del colesterol unido a la particula de LDL, el efecto de la
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glicosilacion de las lipoproteinas ocasiona que no sean reconocidas por el receptor
normal de LDL, con lo que aumenta su vida media plasmatica y permite que sean
atrapadas por macr6fagos y por tanto, se formen células espumosas.®® Niveles
altos de glucosa pueden ademas generar especies oxigeno reactivas lo que
proporciona un medio oxidative enriquecido que favoreceria la oxidacién de LDL.t8Y

Otro de los factores que estan involucrados en la oxidacién de LDL son las
subclases de LDL, ya que en las mujeres postmenopausicas con diabetes presentan
un predominio de las LDL pequefias y densas, las cuales son mas aterogénicas;
esta propiedad puede ser porque dichas particulas se oxidan mas rapido, tal vez
por su mayor contenido de triglicéridos, o bien porque su metabolismo es mas
lento.®” Algo que lama la atencién, es que a diferencia de lo reportado en la
bibliografia®®? no se hallé diferencia en la oxidabilidad entre las LDL ligeras vy
densas de las mujeres control, se esperaba que las LDL ligeras tuvieran un tiempo
de retardo mas prolongado que las LDL densas.

Finalmente podemos decir que la terapia de reemplazo hormonal aumenta
significativamente, /n vitro, el tiempo lag en las LDL de mujeres postmenopéusicas
sin afeccién de diabetes; pero que en las mujeres postmenopdusicas con diabetes
no se obtiene el mismo resuitado debido probablemente al aumento de especies
oxigeno reactivas propiciadas por la diabetes.
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CONCLUSIONES

Se concluye, gque la terapia de reemplazo hormonal {TRH}, estrégenos
conjugados mas medrogestona, ofrece resultados favorables en mujeres
postmenopausicas sin afeccion de diabetes, ya que el tiempo lag en la oxidabilidad
es mayor que en las mujeres postmenopausicas gue.no toman estrégenos y, que el
tiempo lag de las mujeres postmenopausicas con la TRH es similar al obtenido en la
oxidabilidad de LDL de mujeres premenopausicas.

La TRH no ofrece un mejoramiento significativo en la oxidabilidad de LDL de
mujeres postmenopéausicas con diabetes tipo 2, pero si se observa un cambio
importante en el perfil de lipidos, ya que la concentracion de LDL disminuye, con lo
que probablemente disminuiré la formacion de placas aterosclerdticas.

En fas mujeres postmenopdausicas con diabetes tipo 2, el mecanismo es mas
complicado, debido a ia mayor presencia de especies oxigeno reactivas generadas
por la misma diabetes.

Aunque el mecanismo de proteccién sigue siendo incierto, es indudable, que
la terapia de reemplazo hormonal ocasiona una disminucién significativa del riesgo
de aterosclerosis; sin embargo en mujeres postmenopausicas sin diabetes la
protecci6n es mayor que en las mujeres postmenopéusicas con diabetes tipo 2.

Un paso a seguir podria ser el estudio de la administracién combinada de la
terapia de reemplazo hormonal con un agente antioxidante, como la vitamina E;
también podria ser la cuantificacion de especies oxigeno reactivas en las particulas
y su entorno, para validar el efecto antioxidante de los estrégenos.
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METODOS

APENDICE

DETERMINACION DE GLUCOSA

METODO:

FUNDAMENTO:

Trinder sin desproteinizar

Glucosa + 02 + HaQ _SWWEOSAOXOASA | Gluconato + Hz20:

2H:0 + 4-aminofenazona + fenol _PEROXIDASA |

4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 4 H20

DETERMINACION DE COLESTEROL

METODO:

FUNDAMENTO:

Enzimatico colorimétrico.
Esteres de colesterol + HyQ —COLESTERQLESTERASA ,
Colesterol + RCOOH

Colesterol + 02 COLESTEROL OXIDASA . Colestenona + H202

2 H:02 + 4-amonifenazona + fenol —FEROXPASL

4-{p-benzoquinona-monocimino)-fenazona + 4 H:20
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DETERMINACION TRIGLICERIDOS

METODO:

FUNDAMENTO:

Hidrélisis enzimatica de los triglicéridos y determinacién
enzimatica subsiguiente del glicerol formado (reaccion
colorimétrica}

Triglicéridos + 3 H:0 P2, Giicerol + 3 RCOOH

Glicerol + ATP —GHCEROLGNASA ,  Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato + 02 —S%8— Dihidroxiacetona-fosfato
+ H20

H:02 + 4-amonifenazona + 4-clorofeno| _FEROXIDASA |

4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 2 H20 + HCI

DETERMINACION DE COLESTEROL DE HDL

FUNDAMENTO:

La adicién de &cido fosfotingtico e iones de magnesio a la
prueba provoca la precipitacion de los quilomicrones, VLDL vy
LDL. El sobrenadante de la centrifugacion contiene las HDL,
cuya concentracion de colesterol es determinada
enzimaticamente.

DETERMINACION DE COLESTEROL DE LDL

METODO:

FUNDAMENTO:

Precipitacién con polivini{sulfato (PVS).

El polivinitsulfato provoca la precipitacién de ias LDL. Ei valor de
colesterol LDL se calcula a partir de la diferencia entre los
valores de colesterol en el suero y el sobrenadante de la
precipitacién.
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MEDICION DE LA OXIDABILIDAD DE LAS LDL.

1. Las lipoproteinas a medir deben ser almacenadas a -80 °C. No deberan
permanecer en refrigeracién por mas de 24 horas.

2 Se determina la concentracién de apoproteinas por nefelomaetria.

3 Se incuban de 50-100 ug de proteina mas 5 pumol Cu* méas 1 mL de PBS a 37
°C. Checar pH (7.4). Se requiere de agitacién ocasional de las muestras. La
concentracion de Cu* se estima agregando bulL de solucion de Cu* por cada
mililitro de solucién con LDL y PBS.

4. Se mide la absorbancia a 234 nm cada 10 minutos.
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