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INTRODUCCION

CONSIDERACIONES GENERALES

A. Historia

Desde finales del siglo XIX se conoce el
efecto beneficioso de la administracién
oral de extracto ovdrico en el tratamiento
de alteraciones de la menstruacién y de la
menopausia artificial; (Goldzieher and
Rudel 1974) pero no es hasta el afio 1929
cuando se consigue aislar el primer es-
trégeno. (Butenandt and Ziegner 1930)

En ese afio, Butenandt y Doisy comunica-
ron por separado el aislamiento de la Es-
trona a partir de orina de mujeres emba-
razadas. Unos afios después, en 1936,
Doisy consigui6 aislar el Estradiol a par-
tir de foliculos de cerda. (McCorquodale,
1936) Ya en el afio 1943 se comercializa-
ron por primera vez los Estrégenos Con-
jugados Equinos (Goldzieher, J. W. 1974)
y, desde entonces, se ha desarrollado y
comercializado multitud de fdrmacos a
base de estrégenos, tanto naturales como
sintéticos.

Paralelamente al conocimiento de la
quimica de los estrégenos se descubrie-
ron los receptores estrogénicos, gracias a
los avances tecnoldgicos que permitieron
el marcaje radiactivo de esteroides. (Cou-
se, 1999) Asi, Jensen pudo determinar la
existencia de un componente proteico in-
tracelular que se unia especificamente al
Estradiol marcado con tritio, al que de-
nomino receptor de estrogenos (ER). (Ca-
no and Hermenegildo 2000)

Tras estos pasos iniciales, el conocimiento
de la accién de los estrégenos ha avanza-
do enormemente, al igual que el de otras
hormonas esteroideas. Desde el descu-
brimiento de la interaccién con los recep-
tores nucleares se ha pasado a la descrip-
cién de cambios en la transcripciéon de
diversos genes y de varios subtipos de
receptores.

Asimismo, el descubrimiento de acciones
rdpidas, no genémicas, de las hormonas
esteroideas ha llevado consigo el estudio
y descripcién de complejas vias de sefia-
lizacién intracelular involucradas en las
mismas.

De igual manera, la investigacién de las
acciones de las hormonas femeninas so-
bre tejidos reproductores se ha ampliado
a la de sus efectos sobre diversos tejidos
no reproductores, entre ellos el sistema
cardiovascular, tema del que serd objeto
de esta tesis doctoral.

A continuacién se describirdn brevemen-
te unos conceptos generales sobre los es-
trégenos naturales y sus mecanismos de
accion para centrarse posteriormente en
las acciones vasculares de los estrégenos.
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I. Consideraciones generales

B. Sintesis de los estrogenos

Los estrégenos naturales B-Estradiol (Ea),
Estrona (E1) y Estriol (E3) son esteroides
con 18 dtomos de carbono derivados del
colesterol.

Tras la unién a receptores de lipoprotei-
nas, el colesterol es captado por las célu-
las de la esteroidogénesis, para ser poste-
riormente almacenado y transportado
para su intervencion en la sintesis de es-
teroides. Este movimiento intracelular es
facilitado por el citoesqueleto y proteinas
de transporte intracelular.

COLESTEROL
(27 Carbonos)

i o“
Derivados pregnano
(21 Carbonos)

4

Derivados androstano
(19 Carbonos)

4

Derivados estrano
(18 Carbonos)

(&
}
c
A

PROGESTAGENOS
CORTICOIDES

= ANDROGENOS

,__—-—9 ESTROGENOS

Se han identificado varias proteinas pos-
tuladas como reguladoras de la transfe-
rencia intracelular aguda de colesterol,
pero la més estudiada y la que se descri-
be como la principal es la proteina regu-
ladora de la esteroidogénesis aguda (Ste-
roidogenic Acute Regulator, StAR). (Lin,
Sugawara et al. 1995)

Durante el proceso de la esteroidogéne-
sis, debido a la reduccién del nimero de
adtomos de carbono de 27 a 18 se van a
sintetizar distintos esteroides, los Proges-
tdgenos y Corticoides con 21 dtomos de
carbono, los Andrégenos con 19 y los Es-
trégenos con 18. (Fig. 1)

Fig 1.

Produccion de las distintas
hormonas esteroideas a partir
de la molécula de colesterol
Todas las hormonas esteroideas
tienen una estructura bdsica, con
minimas diferencias que dan
lugar a acciones bioquimicas
diferentes.

Los esteroides sexuales se divi-
den en 3 grandes grupos en fun-
cion del ntiimero de atomos de
carbono que poseen. Asf, los cor-
ticoides y gestdgenos presentan
21 4tomos de carbono (21C),
siendo la estructura bdsica el
pregnano. Las series con 19C
incluyen a los andrégenos, basa-
dos en un ntcleo androstano, y
los estrégenos, basados en un
nucleo estrano, presentan 18C.
Modificado de Fritz, M.A. (2011)
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Es importante sefialar que una vez que se
forma pregnenolona, la sintesis ulterior
de esteroides en el ovario puede seguir 2
caminos, la via de los A5-3B-hidroxieste-
roides o la via de la A4-3-cetona. La pri-
mera (A5) es a través de la pregnenolona
y la dehidroepiandrosterona (DHA) y la
segunda (A4) a través de progesterona y
17a-hidroxiprogesterona.

Estas vias de la esteroidogénesis se pro-
ducen gracias a las enzimas del citocromo
p450, que catalizan las cadenas laterales
de las distintas moléculas.

La aromatizacién es el dltimo paso en el
proceso de formacién de estrégenos. Esta
reaccion es catalizada bdsicamente por el
complejo enzimdtico P450 aromatasa,
presente en el reticulo endoplasmatico
liso.

Asfi, a partir de 3 reacciones consecutivas
de hidroxilacién, la Estrona y el Estradiol
se forman a partir de sus precursores
Androstendiona y y Testosterona, respec-
tivamente. (Fig. 2)

Fig 2.
Estructura y produccion de
estrégenos enddégenos.

La Androstendiona y Testoste-
rona son precursores obliga- 0
dos de los estrégenos. El com-
plejo enzimadtico de la P450

2N\

aromatasa cataliza su conver- $

sion a estrogenos.

En este proceso en 3 pasos, se
utilizan 3 moléculas de oxige-
no y 3 equivalentes reducidos
de NADPH.

Modificado de Fritz, M.A. (2011) 0

Testosterona

Androstendiona

INTRODUCCION

El paso final de hidroxilacién en la aro-
matizacion no requiere acciéon enzimatica.

Se han desarrollado inhibidores suma-
mente especificos de P450arom que per-
miten el bloqueo intenso de la produc-
cién de estrégenos, con aplicaciones cli-
nicas que incluyen el tratamiento del can-
cer de mama (e.g., anastrozol) y la hemo-
rragia intrauterina disfuncional. El com-
plejo  aromatasa  también  incluye
NADPH-citocromo P450 reductasa, una
flavoproteina ubicua para la transferencia
de equivalentes reductores.

Las reacciones de la 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa y la 5a-reductasa se pro-
ducen por accién de enzimas no-P450. La
17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa se
une al reticulo endoplasmatico y la 5a-
reductasa a la membrana nuclear. La 17(-
hidroxiesteroide deshidrogenasa convier-
te Estrona en Estradiol, Androstendiona
en Testosterona, DHA en Androstendiol,
y viceversa.

0
Wi 4

R S——
Aromatizacion

Aromatizacion

| 7B-Estradiol
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I. Consideraciones generales

C. Fuentes enddgenas de estrogenos

Las principales fuentes de E; en la mujer
son las células de la teca y de la granulo-
sa del ovario, y los derivados luteiniza-
dos de dichas células. De acuerdo con la
teorfa de las “dos células” para explicar
la sintesis de estrégenos, las células de la
teca secretan andrégenos, que difunden
hacia las células de la granulosa, para ser
aromatizados a estrégenos (Hillier, Whi-
telaw et al. 1994). Hay evidencia, sin em-
bargo, que ambos tipos de células pueden
formar tanto andrégenos como estrége-
nos (Lieberman 1996). La E1 y el E3 se sin-
tetizan primariamente en el higado, a
partir del Eo.

La actividad de aromatizacién se ha po-
dido detectar, asimismo, en el musculo,
grasa, tejido nervioso y células de Leydig
testiculares.

Durante la gestacion, el Es se sintetiza en
el sincitiotrofoblasto mediante la aroma-
tizacion de la 16a-hidroxiandrostendio-
na. Este altimo deriva del sulfato de 16a-
dehidroepiandrosterona, producido por
el higado fetal y desulfatado en la placen-
ta. 16a-dehidroepiandrosterona, a su vez,
se deriva del sulfato de dehidroepian-
drosterona producido en las glandulas
suprarrenales fetales.

La combinacién de la gldndula suprarre-
nal y el higado fetal con la placenta se ha
llamado la “unidad feto-placentaria de
biosintesis de esteroides”. (Gruber,
Tschugguel et al. 2002)

Los distintos niveles séricos de estas
hormonas establecen , asimismo, distin-
tas fases en la vida de la mujer.

5k La pubertad en las nifias se inicia tras
la produccién de gonadotropinas
mediante pulsos nocturnos de baja
amplitud, que incrementan la concen-
tracién sérica de E» desde 15 a 35 pg/
mL.

3k En la vida fértil de la mujer, estable-
cidos los ciclos menstruales, la pro-
duccién de estradiol varia ciclicamen-
te, alcanzando los niveles séricos ma-
yores en fase periovulatoria. La pro-
duccién y las concentraciones de E»
disminuyen al mdximo previamente
a la menstruacion.

5k Durante la perimenopausia, la de-
plecién de foliculos ovdricos lleva a
un firme descenso en la produccién
ovdrica de estradiol, aunque las con-
centraciones de E» en suero varian
considerablemente.

5k En la mujer postmenopausica, los
niveles de E; sérico a menudo son
menores de 20 pg/mL, procediendo
en la mayoria de los casos de la con-
version periférica de testosterona. La
E1 es el estr6geno predominante en
estas mujeres. La sintesis de estroge-
nos en tejidos no gonadales se incre-
menta en funcién de la edad y el in-
dice de masa corporal.

Se conoce poco acerca de los factores que
regulan la produccién de estrégenos en la
mujer postmenopdusica, pero algo mds
en la edad fértil, ya que interviene la
produccién de gonadotropinas.
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Hay genes sensibles a FSH que gobiernan
la expresion de enzimas esteroidogénicas.
(Richards 1994) Este control tréfico se
modifica gracias a factores paracrinos.

El IGF (Adashi, Resnick et al. 1991), por
ejemplo, facilita la accién de la FSH en el
desarrollo folicular, y los factores de cre-
cimiento derivados de la teca o los an-
drégenos influyen, de forma reciproca, en
la accién de la FSH sobre las células de la
granulosa.

El ARN mensajero del receptor androgé-
nico de las células de la granulosa tiene
una “down regulation” por la FSH. Esta
relacién inversa es parte del mecanismo
que determina qué foliculo serd el domi-
nante en la secrecién de estrégeno en
cualquier ciclo menstrual. (Kol and
Adashi 1995)

En tejidos periféricos, la producciéon de
diferentes estrégenos y su interconver-
sion dependerd de la expresién y de la
actividad local de la aromatasa, 17[3-hi—
droxiesteroide deshidrogenasa y sulfata-
sas de estrona. Polimorfismos en los ge-
nes que codifican enzimas esteroidogéni-
cas influyen en la produccién de estrége-
nos.

La evaluaciéon de dichos polimorfismos
respecto al riesgo de padecer cdncer o la
necesidad de terapia estrogénica posibili-
tardn en el futuro un manejo terapéutico
individualizado en la mujer postmeno-
pausica. (Gruber, Tschugguel et al. 2002)
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D. Transporte y metabolismo de
los estrogenos

Este apartado desarrolla el esquema ex-
puesto en la Fig 3, en el que nos ceiiire-
mos al transporte y metabolismo del E,
hormona en estudio en esta Tesis Docto-
ral.

Los principales esteroides sexuales, Es-
tradiol y Testosterona, en su mayor parte
circulan por la sangre unidos a una pro-
tefna transportadora producida en el hi-
gado, la SHBG (Sex Hormone-Binding
Globulin). Otro 30% de ellos se une la-
xamente a la albtimina, lo que deja apro-
ximadamente un 1% de esteroides sin
unién, que circulan libres. Un pequeiisi-
mo porcentaje también se une a la globu-
lina ligadora de corticoesteroides.

El hipertiroidismo, el embarazo y la ad-
ministracién de estrégenos aumentan los
niveles de SHBG, mientras que los corti-
coides, los andrégenos, los progestage-
nos, la hormona de crecimiento, la insuli-
na y el IGF-I los reducen. (Fritz and Spe-
roff 2011)

Existe una relacién inversa entre niveles
circulantes de SHBG y peso corporal, por
lo que un aumento significativo de peso
puede disminuir los niveles SHBG y pro-
vocar cambios importantes en los niveles
de esteroides sexuales libres.

Otro mecanismo importante que dismi-
nuye la SHBG circulante es la resistencia
a la insulina y la hiperinsulinemia (sin
relacion con la edad ni con el peso
corporal).(Preziosi, Barrett-Connor et al.
1993) En consecuencia, el aumento de los
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I. Consideraciones generales

niveles circulantes de insulina disminuye
los de SHBG y tal vez este sea el principal
mecanismo que media el impacto del
aumento de peso sobre la SHBG. La dis-
tribucion de la grasa corporal influye sig-
nificativamente sobre los niveles de
SHBG. La grasa central o androide estd

Acciones
gendmicas y
no genémicas

a distintos

niveles

Acimulo de
estrogenos
lipoides en

grasa

Complejo

Degradacion
de estrégeno

localizada en la pared abdominal y en el
mesenterio visceral. Esta distribucién se
asocia con hiperinsulinemia, hiperandro-
genismo y bajos niveles de SHBG. (Peiris,
Sothmann et al. 1989) Probablemente, el
mecanismo comun para estos cambios
sea la hiperinsulinemia.

Metoxi-Estrogenos
A Catecol
O-metil-transferasa

COMT

20H-Estrogenos
|6axOH-Estrogenos

AN

(

<‘ * Disociacion

[E-ER]

Estrogeno

libre

Estrégeno\

lipoide
A

Sintesis de
ésteres grasos
de estrogeno

en sangre

Albumina

R

| 7B-Estradiol

v/7 Unién a SHBG y

albimina en sangre

Sintesis

ovérica

Estrégenos

Fig 3. Sintesis ovarica, transporte y metabolismo de los Estrégenos.

Tras la sintesis de estrégenos, principalmente en ovario, el E2 se secreta al torrente circulatorio, donde se
une a la SHBG y la Albimina. El Estradiol libre difunde dentro de los tejidos diana, donde realiza sus
efectos gendmicos y no genémicos. Los estrégenos lipoides se sintetizan en la sangre y probablemente en
otros tejidos, acumuldndose predominantemente en gla grasa. El catabolismo de los estrégenos da lugar a

los hidroxi-estrégenos y metoxi-estrégenos.
Modificado de Gruber, GJ. (2002)

La porcién libre de los esteroides sexua-
les, llamada hormona libre, determina en
gran medida sus efectos biolégicos.

En otras palabras, la hormona activa esta
libre, mientras que la hormona ligada

permanece relativamente inactiva. Este
concepto suscita controversia.

El complejo hormona-proteina puede in-
tervenir en un proceso activo de capta-
cién en la membrana plasmdtica de una

20




célula dada. La fraccién de los esteroides
unida a la albimina también puede estar
disponible para la accién celular, porque
esta union tiene escasa afinidad. Como la
concentraciéon de albimina en el plasma
es varias veces mayor que la de SHBG, la
contribucién de la fraccién unida a alba-
mina es significativa. (Fritz and Speroff
2011)

Los andrégenos son los precursores co-
munes de los estrégenos. La 17p-hidro-
xiesteroide  deshidrogenasa convierte
Androstendiona en Testosterona, que no
constituye un producto importante de la
secrecion del ovario normal. Rdpidamen-
te, la Testosterona es desmetilada en el C-
19 y aromatizada para formar Estradiol,
el principal estrégeno que secreta el ova-
rio humano. También, gran parte del Es-
tradiol proviene de la Androstendiona
via Estrona, y la Estrona misma es secre-
tada diariamente en cantidades significa-
tivas. El Estriol es el metabolito periférico
de la Estrona y el Estradiol, y no un pro-
ducto de la secrecién del ovario. La for-
macién de Estriol es caracteristica de la
"detoxificaciéon" metabdlica general, la
conversion de material biolégicamente
activo en formas menos activas.

La conversion de esteroides en los tejidos
periféricos no siempre es una forma de
inactivaciéon. Los andrégenos libres se
convierten periféricamente en estrégenos
libres, por ejemplo, en la piel y las células
adiposas. La ubicacién de las células adi-
posas influye sobre su actividad. Las mu-
jeres con obesidad central (regién abdo-
minal) producen mds andrégenos. (Peiris,
Sothmann et al. 1989) El trabajo del grupo
de Siiteri (Grodin, Siiteri et al. 1973) de-
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mostré que se pueden producir suficien-
tes estrégenos a partir de los andrégenos
circulantes para provocar hemorragia en
las mujeres posmenopdusicas. En las mu-
jeres, las glandulas suprarrenales siguen
siendo la mayor fuente de andrégenos
circulantes, en especial de Androstendio-
na. En los hombres, casi todo el estrégeno
circulante es generado por conversiéon
periférica de andrégenos.

En las mujeres el patrén de los esteroides
circulantes se ve afectado por varios pro-
cesos que ocurren fuera del ovario. A
causa de la contribucién periférica a los
niveles de esteroides, el término tasa de
secrecion se reserva para la secrecion di-
recta del 6rgano, mientras que el término
tasa de produccién se refiere a la secre-
cién por parte del érgano mds la contri-
bucién periférica por conversiéon de pre-
cursores.

La tasa de eliminaciéon metabdlica (meta-
bolic clearance rate, MCR) es igual al vo-
lumen de hormona eliminado de la san-
gre por unidad de tiempo. La tasa de
produccién sanguinea (blood production
rate, BPR), entonces, es igual a la tasa de
eliminacién metabdlica multiplicada por
la concentracién de la hormona en la
sangre.

En la mujer joven no embarazada, la tasa
de produccién de Estradiol es de 100-300
ug/dia; la de Androstendiona, de alrede-
dor de 3 mg/djia, y la conversién periféri-
ca (aproximadamente el 1%) de Andros-
tendiona en Estrona representa aproxi-
madamente el 20-30% de la Estrona pro-
ducida diariamente.
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Como la Androstendiona es secretada en
miligramos, aun un pequefio porcentaje
de conversiéon en estrégenos representa
una contribucién significativa, porque los
estrogenos existen y actdan en micro-
gramos.

Por lo tanto, en las mujeres los estrégenos
circulantes constituyen la suma de la se-
crecién ovdrica directa de Estradiol y Es-
trona, mds la conversién periférica de
precursores C-19.

Los estrégenos se metabolizan por sulfa-
taciéon o glucuronidacién, y los conjuga-
dos son excretados por medio de la bilis o
la orina. La hidrdlisis de dichos conjuga-
dos por medio de la flora intestinal, y la
subsiguiente reabsorcion del estrégeno se
da en el contexto de la circulacién entero-
hepatica.

Los estrégenos son también metaboliza-
dos por hidroxilacién y posterior metila-
ciéon a las formas catecol y metoxi estra-

diol.

La hidroxilacién de los estrégenos pro-
duce 2-OH-estrégenos, 4-OH-estrégenos
y 16-alfa-hidroxiestrégenos (catecolestré-
genos), entre los cuales 4-OH-estrona y 16
o OH-estradiol se consideran carcindge-
nos.

La metilacion de los 2 y 4-OH estrégenos
por la Catecol O-metil-transferasa
(COMT) produce metabolitos metoxila-
dos de estradiol (Gruber and Huber
2001). Los catecolestrégenos se unen a los
receptores estrogénicos y tienen una ac-
cién estrogénica débil en animales, pu-

diendo inhibir la COMT en las hendidu-
ras sindpticas de las neuronas.

Por otra parte, los catecolestrégenos pue-
den producir continuos ciclos metabdli-
cos redox, produciendo intermediarios de
la quinona como metabolitos. Debido a la
produccién de radicales libres en este
proceso y la unién covalente de estos in-
termediarios con ADN, se ha propuesto
que los estrégenos pudieran tener activi-
dad genotodxica. (Liehr 2000)

Los estrégenos lipoides son ésteres gra-
sos de estrogenos que comprenden una
clase distinta de hormonas esteroideas.
Aunque se producen en varios tejidos in
vitro, se encuentran predominantemente
en tejido adiposo. Se sintetizan en la san-
gre, donde circulan y se unen a lipopro-
tefnas. En total, menos del 10% del Estra-
diol sérico se asocia con lipoproteinas,
principalmente, las lipoproteinas de alta
densidad (Hochberg 1998), pero el Estra-
diol sérico puede ser transferido a lipo-
proteinas de baja densidad por un meca-
nismo transportador ain desconocido.

Los esteroides lipoides son mds resisten-
tes al catabolismo que los estrégenos li-
bres, y son de igual manera aclarados
mads lentamente. Después de la captacion
mediada por receptor de lipoproteinas
por parte de las células y su hidrdlisis lo-
cal, pueden servir como una potencial
reserva de esteroides. Pueden también
disminuir la concentracién del Estradiol
necesario para inhibir la oxidacién en las
lipoproteinas de baja densidad in vitro.
(Shwaery, Vita et al. 1997)
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS ESTROGENOS

El conocimiento acerca del efecto de los
estrégenos sobre la vasculatura ha evolu-
cionado enormemente en las 2 dltimas
décadas, sobre todo, con el desarrollo de
la investigaciéon acerca de las vias de se-
fializacién estrogénica sobre las distintas
células y tejidos del organismo.

Tradicionalmente, se ha considerado que
la respuesta celular a los estrégenos y sus
derivados estaba mediada por los dos re-
ceptores cldsicos nucleares o (ERa) y
(ERp), con su conocida intervencién en la
accion “gendémica” de los estrégenos. Es-
ta acciébn “gendémica”, también llamada
“clasica”, implica dos posibles mecanis-
mos:

%k La unién de la hormona a cualquiera
de las dos variantes de receptor es-
trogénico hace que éstos acttien como
factores de transcripcién activados
por ligando. Dichos receptores estdn
localizados inicialmente en el citosol,
y una vez formado este complejo li-
gando-receptor (ER+E) se translocan
al interior del ntcleo, donde forman
complejos homo/heterodimeros, e
interactian con los elementos de res-
puesta a los estrégenos (ERE), en la
regién promotora de los genes diana.
(Nilsson et al 2001).

3%k Los complejos nucleares ER+E tam-
bién modulan la funcién de otros ti-
pos de factores de transcripcién a
través de interacciones proteina-pro-
tefna, regulando la expresion del gen
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incluso sin la unién directa al ADN
(O’Lone et al 2004).

En ambos escenarios, el reclutamiento
especifico en cada célula de coactivadores
o el desplazamiento de correpresores a
los sitios de unién del ADN aumenta o
reprime la activacién de genes y por lo
tanto modula la funcion celular. (Levin,
2005)

Pero se han evidenciado una importante
variedad de respuestas celulares ante
concentraciones fisiolégicas de estrége-
nos, que pueden producirse rdpidamente
en cuestiéon de segundos a minutos, he-
cho que nos hace pensar que pueden no
estar mediadas por fenémenos de trans-
cripcién y sintesis proteica. (Pietras y
Szego, 1977; Haynes et al, 2002;. Simonci-
ni et al, 2004; Levin, 2005; Meyer et al,
2006).

En los ultimos afios se ha sugerido que
estos efectos rdpidos mediados por estroé-
genos se realizan mediante activaciéon de
vias enzimdticas y de canales de iones a
través de la activacion de un receptor es-
trogénico de membrana (mER). A estos
efectos se les conoce como "no gendémi-
cos" (Aronica, 1994, Haynes, 2002; Si-
moncini, 2004; Levin, 2005; Meyer, 2006;
Moriarty, 2006; Boonyaratanakornkit y
Edwards, 2007; Cheskis, 2007).

Con el conocimiento actual, cabe senalar
que la distincién entre los efectos trans-
cripcionales o genémicos y no genémicos
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es totalmente arbitraria, ya que algunas
de las vias de sefializacion intracelular
convergen y activan los factores de trans-
cripcién nuclear (Bjornstrom y Sjoberg,
2005). Como consecuencia, la combina-
ciéon de estas acciones con elementos de
respuesta multiple, permiten la regula-
cién precisa de la transcripcién génica
dependiente de los estrégenos (Fig
I1.A.4). (Bjornstrom y Sjoberg, 2005)

Ademas, el ER nuclear también represen-
ta una diana para la fosforilacién de la
proteinkinasa activada por mitégeno
(MAPK) (Kato, 1995), y su funcién puede
verse afectada por la accién cruzada de
ERa y ERP (Matthews y Gustafsson,
2003; Traupe, 2007).

De esta manera, ya que la respuesta celu-
lar a los estrégenos viene dada por una
interaccion compleja de eventos trans-
cripcionales y no transcripcionales, nos
permitimos organizar la exposicién dife-
renciando entre respuestas o sefiales es-
trogénicas via receptores intracelulares y
receptores de membrana, resumiento este
complejo esquema en la Fig 4. (Meyer,
Prossnitz et al.)
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No gendmica

‘T'bq

Gendmica

Fig 4. Esquema-resumen de las vias de sefalizacién no gendmicas y genémicas a través del receptor
estrogénico (ER) en las células vasculares.

Clésicamente, se ha descrito que el E activa el ER nuclear, induciendo la translocacién del ER al nucleo,
la dimerizacién del ER y la unién a dimeros del ER en la regién promotora de los genes diana @. Por otra
parte, el ER activado, modula la funcién de otros tipos de factores de transcripcion (TF) a través de inte-
racciones proteina-proteina @. [Apartado I] Posteriormente, se ha descrito que los estrégenos pueden ac-
tivar una subpoblacién de ER en la membrana plasmética (mER), que interactian con proteinas adapta-
doras y moléculas de sefializacién como c-Src ®), critica para la via de sefializacién rdpida a través de las
vias PIK/Akt y MAPK. [Apartado IL.A] El E; también puede unirse al receptor estrogénico GPER, unido
la proteina G, localizado principalmente en el reticulo endopldsmico @. GPER activa una corriente de
efectores, tales como Adenilato Ciclasa (incrementando AMPc) y c-Src. [Apartado IL.B] Por otra parte, c-
Src puede activar metaloproteasas de la matriz celular (MMP), que rompe la unién del Epidermal Growth
Factor (EGF) con pro heparina, liberando el EGF que puede entonces transactivar los receptores de EGF
(EGFR). Esta activaciéon da lugar a muchos eventos de sefializacién celular, incluyendo la activacién de
MAPK y PIK. Una vez activadas, las cascadas de sefializacion MAPK y PI:K / Akt pueden, a su vez, rea-
lizar efectos rdpidos, tales como la liberacién en la célula endotelial de NO inducida por Ep, o en tltima
instancia, regular la transcripcién génica. La actividad transcripcional del ER puede ser potenciada tam-
bién por vias de fosforilacion ®, pero esta fosforilacién puede activar otros factores de transcripcion inte-
ractuando directamente con el ER ® o sin necesidad de la interaccion del ER @ en la regién promotora del
gen diana.

Modificado de Meyer, MR. (2011)
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A. Senales estrogénicas via receptor clasico intracelular.

R —

A.1. El receptor estrogénico clasico.

Hasta 1996 se creia en la existencia de un
solo subtipo de receptor estrogénico (ER)
que mediaba todas la acciones fisiol6gi-
cas de estas hormonas. En esta fecha, se
cloné un segundo ER a partir de ADN
procedente de proéstata de rata. Desde en-
tonces, al primer subtipo conocido se de-
nomina ERa y al segundo ER.(Cano,
Dueifias et al. 2006)

Los receptores de estrégenos, ERa y ERf3,
son factores de transcripcién activados
por ligando pertenecientes a la familia de
receptores nucleares de hormonas este-
roideas. Los ER son parte de una super-
familia de receptores hormonales nuclea-
res, con practicamente 150 miembros re-
conocidos.

Estos receptores son capaces de reconocer
y unirse a moléculas (como los esteroides
en el caso de los ER) y a secuencias espe-
cificas de ADN (elementos de respuesta
hormonal) presentes sélo en los genes ob-
jeto de su regulacion. Ademds, también
son capaces de interactuar con otras pro-
teinas reguladoras de la transcripcion
génica.(Cano, Duefias et al. 2006)

A muchos de ellos se les llama receptores
huérfanos, porque no se han identificado
los ligandos especificos para estas protei-
nas.

T

A.2. Estructura del receptor estro-
génico clasico.

Cladsicamente se han identificado dos re-
ceptores de estrégenos, designados como
receptor de estrégenos o (ERa) y receptor
de estrégenos  (ERB).

» El ERa fue descubierto alrededor de
1960 y la secuencia de aminodcidos,
informada en 1986.(Greene, Gilna et
al. 1986) El ERa es traducido de un
ARNm de 6,8 kb que contiene ocho
exones provenientes de un gen en el
brazo largo del cromosoma 6. (Par-
ker, Arbuckle et al. 1993) Su peso mo-
lecular es de aproximadamente 45-66
KDa, con 595 aminodcidos. La vida
media de este receptor es de aproxi-
madamente 4-7 horas; por lo tanto, es
una proteina de recambio rapido.

» El ERPB, descubierto mds recien-
te-mente, (Kuiper, Enmark et al. 1996)
(Mosselman, Polman et al. 1996) es
codificado por un gen localizado en
el cromosoma 14,q22-q24, muy pré-
ximo a los genes relacionados con la
enfermedad de Alzheimer. (Enmark,
Pelto-Huikko et al. 1997) Su peso mo-
lecular es de 53-59 KDa.

La molécula de receptor estrogénico es
una cadena polipeptidica que presenta
una estructura terciaria adecuada para
realizar sus funciones, denomindndose
dominios moleculares a cada una de las
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secuencias peptidicas de la molécula que
puede realizar una de las funciones con-
cretas del receptor. Estdn divididos en 6
regiones y 5 dominios, indicados por una
letra, de la A a la F. (Fig 5)

El ERB es homdlogo en un 97% del ERa
respecto de las secuencias de aminodci-
dos en el dominio de unién al ADN y en
un 59% en el dominio de la union a la

hormona.(Mosselman, Polman et al.
1996)

En la siguiente tabla se comparan todos
los elementos de ambos receptores: (En-
mark, Pelto-Huikko et al. 1997)

Regiones Homolo-
del receptor gias REa 'y
A /B Dominio regulatorio 17,5%

C  Dominio de unién 97,0%
al ADN

D  Bisagra 30,0%

E  Dominio de unién 59,1%
ala hormona

F  Regi6onF 17,9%

La informacién que disponemos se ha
obtenido del estudio del ERa, el méas an-
tiguo, pues las caracteristicas relaciona-
das con la unién a la hormona son simila-
res en ambos receptores, a 'y {3, lo que in-
dica que responden de manera similar a
las mismas hormonas. (Kuiper, Carlsson
et al. 1997)
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Regién A /B
(Dominio regulador N-terminal).

Se trata del dominio regulatorio, en el
que el extremo amino-terminal es el ele-
mento mds variable en la superfamilia de
receptores, y su tamafio oscila entre 20
aminodcidos en el receptor de la vitamina
D y 600 aminodcidos en el receptor de los
mineralcorticoides.

En el caso del ERa, contiene varios sitios
de fosforilacién y la funcién de activacion
de la transcripcién 1, llamada TAF-1. La
TAF-1 puede estimular la transcripcion
cuando no existe unién a la hormona. Se
considera que el dominio regulatorio es
considerablemente distinto en los dos re-
ceptores, y en el ER(, TAF-1 esta signifi-
cativamente modificado o no estd presen-
te.

Region C
(Dominio de unién a ADN, DBD)

La region o dominio central se une al
ADN vy estd compuesta por 100 aminoa-
cidos con nueve cisteinas en posiciones
fijas, que son los dos dedos de zinc. Estos
se unen especificamente a una secuencia
de ADN llamada elemento de respuesta a
hormonas (en nuestro caso, Elemento de
Respuesta a Estrégenos, ERE).

Esta region C o dominio de unién es
esencial para la activaciéon de la trans-
cripcién. La unién a la hormona induce
un cambio en la conformacién, que per-
mite la unién con los elementos en el gen
que responden a la hormona.
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Regién D
(Bisagra).

La regién que estd entre el dominio de
unién al ADN y el dominio de unién a la
hormona contiene un drea de sefializa-
cién que tiene dos funciones especificas:

» Es importante para el movimiento
del receptor hacia el nicleo, después
de la sintesis en el citoplasma. Esta
sefial de transporte nuclear debe estar
presente para que el receptor de es-
trégenos permanezca dentro del nu-
cleo en ausencia de hormonas.

» Esta region también es un sitio de ro-
tacion (por eso se la llama bisagra)
que permite el cambio conformacio-
nal.

Region E
(Dominio de unién a ligando, LBD)

El extremo carboxilo del receptor a es el
dominio de unién a la hormona (estrége-
nos y antiestrégenos). Estd compuesto
por 251 aminodcidos (residuos 302-553) y
presenta diversas funciones:

» Ademds de la unién a la hormona,
esta region controla la dimerizacién y
contiene la funcién de activacién de
la transcripcién, llamada TAF-2. A
diferencia de la TAF-1, la TAF-2 de-
pende de la unién a la hormona para
su activaciéon completa.

» Es también el sitio para la unién a las
proteinas de respuesta al estrés (es-
pecificamente, la HSP 90). La unién a

estas proteinas impide la dimeriza-
cién y la unién al ADN.

» El dominio de unién a la hormona de
los receptores esteroides tiene una
estructura caracteristica, que contiene
hélices que forman un "bolsillo"
(también llamado plega-miento en
sandwich). (Wurtz, Bourguet et al.
1996) Después de unirse a una hor-
mona, este plegamiento cambia su
conformacién para crear nuevas su-
perficies que pueden interactuar con
proteinas coactivadoras y correpreso-
ras.

Region F
(Dominio C-terminal)

La region F del ERa es un segmento C-
terminal de 42 aminodcidos. La regién
modula la transcripcién del gen por los
estrégenos y antiestrégenos. Su actividad
afecta la eficacia de los antiestrégenos pa-
ra suprimir la transcripciéon estimulada
por estrégenos. La conformacién del
complejo receptor-ligando es diferente
con los estrégenos y los antiestrégenos, y
también con la regién F o sin ella.

La regiéon F no es necesaria para la res-
puesta de transcripcién a los estrégenos,
sin embargo, afecta la magnitud de la ac-
tividad del ligando unido al receptor.

Los dos subtipos de receptores estrogéni-
cos conocidos se unen con similar afini-
dad al Estradiol y al ADN diana. Los
dominios de activacién de la transcrip-
cién presentan diferencias entre ambos
subtipos, sugiriendo el desarrollo de una
maquinaria de transcripciéon diferente.
(Cano, Duenas et al. 2006)
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Receptor Estrogénico &

Fig 5. Estructura de los dos subtipos de receptor estrogénico (ER) clasico.

Bajo cada ER se establece el ntimero de aminodcidos que los constituyen. Sobre las distintas regiones del
ERa se establecen las funciones principales (en blanco). En el ERp se especifica el porcentaje de similitud
de las distintas regiones entre ambos subtipos de ER (en blanco).

Modificado de Fritz, MA. (2011)

A.3. Distribucion del receptor cla-
sico.

La distribucién tisular de ambos subtipos
de receptores difiere, aunque a veces se
solapan. El ERa se expresa de forma pre-
dominante en ttero, placenta, testiculo,
rifién e higado. El ERp, por su parte, pre-
domina en ovario (células de la granulo-
sa), prostata, epitelio, vejiga, paréquima
pulmonar, mucosa gastrointestinal, bazo,
timo, nédulos linféticos, tejido adiposo y
médula 6sea. Ambos receptores se en-
cuentran en rifiéon, mama, cerebro, hueso,
glandulas adrenales, sistema cardiovas-
cular y epididimo. (Enmark, Pelto-Hui-
kko et al. 1997)

La coexpresién en algunos tejidos puede
indicar una interaccién entre ambos sub-
tipos.

En el sistema cardiovascular se presentan
en células endoteliales, en fibras muscu-
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lares lisas vasculares, fibroblastos y car-
diomiocitos. Los dos subtipos de recepto-
res estdn presentes en humanos en ambos
géneros. (Shearman, Cupples et al. 2003)

La importancia relativa de ambos subti-
pos de receptores en la vasculatura es ob-
jetivo de varias lineas de investigacion,
existiendo datos contradictorios en la bi-
bliografia. (Simoncini, Fornari et al. 2002)

Por un lado, se ha descrito una alteraciéon
de la funcién endotelial y la aparicién de
degeneracién arteriosclerética prematura
asociada a la ausencia de ERa, lo que po-
dria sugerir un efecto protector de los es-
trégenos mediado por este subtipo de re-
ceptor.

Por otro lado, el ERB se encuentra distri-
buido de manera mds amplia en el orga-
nismo que el ERa y se expresa en mayor
proporcién en células vasculares muscu-
lares lisas. (Orshal and Khalil 2004) Inclu-
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so se ha descrito que el dafio vascular
induce una sobreexpresion sélo del sub-
tipo ERB. (Lindner, Kim et al. 1998)

Ademas, los ratones deficientes en uno
de los dos subtipos de receptor estdn pro-
tegidos frente al dafio vascular, sugirien-
do que la presencia de sélo uno de los
dos subtipos es suficiente para el efecto
protector de los estrégenos. (Iafrati, Karas
et al. 1997),(Karas, Hodgin et al. 1999).

Con todo esto, la importancia fisiol6gica
y la implicacién patolégica de ambos
subtipos de receptores en la sistema cir-
culatorio es una cuestién en vias de ser
esclarecida.

Ademds, la existencia (junto con los dis-
tintos subtipos de ER) de polimorfismos
de los genes que los codifican afiade un
grado de complejidad adicional.

Los receptores estrogénicos pueden pre-
sentarse (segin diversos autores) en el
nucleo, citoplasma e incluso en la mem-
brana plasmadtica. Los estudios de inmu-
nohistoquimica con formas de estradiol
que no atraviesan la membrana plasmaéti-
ca apoyan la existencia de receptores es-
trogénicos localizados en ésta que po-
drian mediar gran parte de los efectos no
gendmicos, que mds adelante desarrolla-
remos.

A.4. Mecanismo de accion hormo-
nal a través del receptor clasico.

Las hormonas esteroideas atraviesan la
membrana celular rdpidamente por me-
canismos de difusién simple. No se cono-
cen los factores responsables de esta
transferencia, pero se piensa que la con-
centraciéon de hormona libre (no ligada)
en el torrente sanguineo es un factor que
influye de manera importante en la fun-
ciéon celular. Una vez que se encuentran
en el interior de la célula, las hormonas
esteroideas se unen a sus receptores indi-
viduales, siguiendo la siguiente cadencia
de acontecimientos: (King and Greene
1984) (Fig 6)

3k Transformacién o activacion del re-
ceptor.
Consiste en el cambio de conforma-
cién del complejo hormona-receptor,
que forma un sitio de unién necesario
para que este complejo se una a la
cromatina. En estado libre, el receptor
se asocia con proteinas de respuesta al
estrés (HSP 90) que lo estabilizan y
protegen, y mantienen la regién de
unién al ADN en estado inactivo. La
activacion del receptor es estimulada
por la unién de la hormona, que pro-
voca una disociacién del complejo re-
ceptor-proteina de respuesta al estrés.

2k Unidn a los Elementos de Respuesta
a los Estrégenos
El complejo hormona-receptor se une
a sitios especificos del ADN, los ele-
mentos de respuesta a estrégenos
(ERE), que se localizan en direccién 5'
del gen.
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2k Transcripcién y traduccion.
La unién especifica del complejo [E-
ER] con el ADN induce el comienzo
de la transcripcién por la ARN poli-
merasa. A la transcripcién sigue la
traduccién, la sintesis de protefnas
mediada por ARNm en los ribosomas.

2k Procesamiento hormona-receptor.

Tras la activacién del gen, el complejo
[E-ER] inicia el procesamiento hormo-
na-receptor. En el caso de los ER, el
procesamiento comprende la conver-
sion de los sitios receptores de alta
afinidad en una forma que se disocia
rdpidamente y que provoca la pérdida
de la capacidad de unién. Este proceso
se completa en 6 horas, y este rdpido
cambio de los receptores de estrége-
nos tiene consecuencias clinicas. La
presencia continua de estrégenos es
un factor importante para que persista
la respuesta.

CITOPLASMA

Proteinas asociadas
al recep

NUCLEO

Fig 6.
Via clasica de transduccién estrogénica.

> Modificado de Gruber, GJ. (2002)
TRANSCRIPCION
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A.5. Modulacion de la accion hor-
monal

La actividad biolégica mediada por el re-
ceptor cldsico, aunque basada en el me-
canismo de accién anteriormente expues-
to, puede ser modulada de distintas ma-
neras:

3k Regulacién del namero de recepto-
res.

Una importante accién de los estrégenos
es la modificacién de su actividad y de la
de otras hormonas a través del cambio en
el ndmero de receptores.

Los estrégenos aumentan la respuesta de
determinados tejidos a su accién y a la de
los progestdgenos y andrégenos median-
te el incremento en la concentracién de
sus propios receptores y de los receptores
intracelulares de progestdgenos y andré-
genos. A este proceso se le denomina re-
lleno.

La Progesterona limita la respuesta tisu-
lar a los estré6genos bloqueando el meca-
nismo de relleno y, por lo tanto, disminu-
yendo en el tiempo las concentraciones
de receptores de estrégenos. Los recepto-
res de estrégenos y progestdgenos salen
continuamente del ntcleo al citoplasma y
son activamente transportados de regreso
al ntcleo. Esta difusién continua hacia el
citoplasma es equilibrada por el transpor-
te activo hacia el interior del ntcleo.

La supresion de receptores de estrégenos
en ciertos tejidos, por acciéon de agentes
progestacionales, es la principal razén
para agregar progestdgenos a los pro-

gramas de tratamiento con estrégenos.
2k Cooperatividad.

Otro de los aspectos de la activaciéon de
los receptores de estrégenos es un au-
mento de la afinidad por el ligando. Esta
es una accion de los estrégenos, maxima
con Estradiol y minima con Estriol. La
capacidad del Estradiol de unirse a un
sitio para afectar a otro se llama coopera-
tividad.

» Se llama cooperatividad positiva al
aumento de la afinidad. La ventaja
biolégica de esta cooperatividad po-
sitiva es que aumenta la capacidad
del receptor para responder a peque-
flas variaciones en las concentracio-
nes hormonales. La duracién relati-
vamente prolongada de la accién del
Estradiol se debe al estado de alta
afinidad alcanzado por el receptor.

» La cooperatividad negativa, la inhibi-
cién del paso de un estado de baja
afinidad a uno de alta afinidad, es
una de las actividades antiestrogéni-
cas del Clomifeno.

2k Disociacién de las proteinas de res-
puesta al stress.

Antes de la unioén al ligando, los recepto-
res de estrégenos son un complejo moévil
inactivo en el citosol celular. Este comple-
jo incluye diferentes proteinas, como las
proteinas de respuesta al estrés. De éstas,
parece que la mds importante es la pro-
tefna de respuesta al stress 90 (Heat
Shock Protein, HSP 90) y a ella se asocian
otras mds. Esta proteina no sélo es impor-
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tante para mantener el estado inactivo,
sino también para provocar el plegamien-
to adecuado para el transporte a través
de las membranas. La disociacién de la
HSP 90 implica la "activacién" o "trans-
formacién". (Parker, Arbuckle et al. 1993)

2k Dimerizacién del receptor.

Los receptores de estrégenos, progeste-
rona, andrégenos y glucocorticoides se
unen a los elementos de respuesta co-
rrespondientes en forma de dimeros, una
molécula de hormona para cada una de
las dos unidades del dimero.

Los ERa pueden formar dimeros con
otros receptores a (homodimeros) o con
un ERp (heterodimeros). Lo mismo suce-
de con los ERB. (Pettersson, Grandien et
al. 1997)

2k Cambio en la conformacién del re-
ceptor.

Después de unirse a una hormona, este
pliegue cambia su conformacién para
crear nuevas superficies que puedan inte-
ractuar con proteinas coactivadoras y co-
supresoras. La conformacién no implica
necesariamente el concepto simple de
“abierto” o “cerrado”, sino que se pueden
dar formas intermedias que proveen un
espectro de actividad agonista/antago-
nista. (Speroff, Glass et al. 1999)

2k Union a los elementos de respuesta a
los estrogenos (ERE).

Los elementos de respuesta a las hormo-
nas (ERH), y especificamente los elemen-
tos de respuesta a los estrégenos (ERE),
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son una secuencia corta de ADN dis-
puesta en el promotor de un gen, a la cu-
al puede unirse de forma especifica un
receptor de hormonas y asi regular la
transcripcion.

La secuencia suele constar de un par de
repeticiones invertidas separadas por tres
nucleétidos, lo que indica que el receptor
debe unirse en forma de dimero. (Beato
and Sanchez-Pacheco 1996)

Por otro lado, los estrégenos también re-
gulan la transcripcién de genes que care-
cen de elementos de respuesta a estrége-
nos funcionales, modulando la actividad
de otros factores de transcripciéon. (Webb,
Lopez et al. 1995)

2k Proteinas correguladoras.

Los receptores nucleares unidos al ERE
reclutan un significativo nimero de pro-
tefnas adicionales (denominadas corregu-
ladores transcripcionales o adaptadores),
que se intercalan entre el receptor activa-
do y la maquinaria transcripcional, for-
mando un complejo oligomérico que faci-
lita o inhibe la transcripcién de los genes
diana.

Las funciones de estos correguladores
son variadas e incluyen mecanismos que
implican la activacién o supresién de las
areas TAF del receptor, la remodelacién
de la cromatina (permitiendo una mayor
o menor accesibilidad de la maquinaria
transcripcional a los genes diana) o la es-
tabilizaciéon de la unién de otras protei-
nas correguladoras.

Son de dos tipos:
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%k Coactivadores.

La unién de ligandos agonistas a los recepto-
res nucleares induce un cambio conforma-
cional del receptor que implica un incremen-
to de la afinidad de unién por proteinas
coactivadoras. Estas proteinas suelen poseer
actividad histona acetiltransferasa (HAT),
que debilita la asociacién de las histonas al
ADN, y de este modo, facilita la transcrip-
cién de los genes diana.

El coactivador del receptor de esteroides de
160-kD y la proteina P300 (Onate, Tsai et al.
1995) parecen tener la mayor capacidad de
aumentar la actividad transcripcional de los
receptores de estrégeno.

%k Correpresores

Por el contrario, la unién de ligandos anta-
gonistas a los receptores nucleares induce un
cambio conformacional del receptor que im-
plica un incremento de la afinidad de unién
por proteinas correpresoras.

Estas proteinas reclutan enzimas con activi-
dad histona deacetilasa (HDAC), que incre-
menta la afinidad de las histonas por el
ADN, y de este modo, reprime la transcrip-
cién de los genes diana. (Montano, Ekena et
al. 1999)

Pueden interactuar directamente con el re-
ceptor ocupado por el agonista (o antagonis-
ta) pero también competir con las proteinas
coactivadoras del receptor de esteroides.

El equilibrio de correpresores y de coacti-
vadores influye en la actividad transcrip-
cional de los receptores estrogénicos acti-
vados. Por tanto, parece probable que
una parte del antagonismo al receptor
estrogénico sea resultado del recluta-
miento de correpresores. (Takimoto, Gra-
ham et al. 1999)

La distinta concentracién de coactivado-
res/correpresores puede afectar a la res-
puesta celular y podria justificar la res-
puesta a pequefias cantidades de hormo-
na. Con una pequefia cantidad de recep-
tores, pero gran cantidad de coactivado-
res/correpresores, la respuesta celular
puede ser significativa aunque la sefial
sea débil.

2k Actividad moduladora de las TAF.

La TAF es la parte del receptor que activa
la transcripcién del gen después de la
unién al ADN. La unién del ligando al
receptor genera una conformacién que
permite actuar a la TAF.

» La TAF-1 puede estimular la transcripcién en
ausencia de hormonas cuando se fusiona con
el ADN, sin embargo, también promueve la
unién al ADN en el receptor intacto.

» La TAF-2 es afectada por la unién del ligan-
do y los receptores de estrégenos dependen
de la unién a éstos para activarse completa-
mente. La TAF-2 se compone de un nimero
de elementos dispersos que se retnen des-

pués de la unién del estrégeno.

Las actividades de las TAF-1 y 2 varian
de acuerdo con los promotores en las cé-
lulas diana. Estas dreas pueden actuar en
forma individual o asociada a otras.
(Hyder, Shipley et al. 1995)

2k Forforilacion

La fosforilaciéon de sitios especificos de
los receptores es un importante método
de regulacién, al igual que la fosforilacion
de otros péptidos cuya accién afecta la
transcripcion de los genes.
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La fosforilaciéon puede ser regulada por
receptores de la membrana celular y por
la unién con los ligandos. De esta mane-
ra, se establece un medio para que los li-
gandos unidos a la membrana celular se
comuniquen con los genes de los recepto-
res de esteroides.

Las vias del AMPc y de la proteinkinasa
A (PKA) aumentan la actividad trans-
cripcional de los receptores de estrégenos
por fosforilaciéon. En algunos casos, la
fosforilaciéon modula la actividad de los
receptores. En otros, regula la actividad
de un péptido especifico o coactivador/
correpresor que, a su vez, modula al re-
ceptor.

Los integrantes de la superfamilia de re-
ceptores de esteroides son fosfoproteinas.
La fosforilacién ocurre después de la
unién con el esteroide y tiene lugar en el
citoplasma y en el ntcleo. Se cree que
aumenta la actividad del complejo recep-
tor de esteroides.

La fosforilacién del receptor aumenta la
capacidad de la molécula de regular la
transcripcion. Los factores de crecimiento
estimulan la fosforilacion de la proteinki-
nasa, que puede ejercer una accién sinér-
gica sobre los genes o incluso generar ac-
tividad independiente de los ligandos.

El factor de crecimiento epidérmico (Epi-
dermal Growth Factor, EGF), el factor de
crecimiento insulinico I (Insulin Growth
Factor I, IGF-I) y el factor transformador
del crecimiento a (Transforming Growth
Factor a, TGF-a) pueden activar los re-
ceptores de estrégenos aun cuando no
haya estrégenos.
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El mecanismo de la activacion de los
factores de crecimiento se desarrollard
mas adelante.

3k Ocupaciéon del sitio nuclear por el
complejo hormona-receptor.

Es la que mantiene la actividad bioldgica
hormonal cldsica. La tasa de disociacién
de la hormona y su receptor, y también la
vida media del complejo de unién a la
cromatina nuclear, afectan la respuesta
biolégica porque los ERE son numerosos
y, en condiciones normales, sélo estd
ocupada una pequefia parte.(Webb, Lo-
pez et al. 1992)

De esto se desprende un importante prin-
cipio clinico: el tiempo de la exposicién a
una hormona es tan importante como la
dosis. Una razén por la que sélo es nece-
sario que pequefas cantidades de estro-
genos estén presentes en la circulacién es
la larga vida media del complejo hormo-
na-receptor de los estrégenos [E-ER].

En realidad, un importante factor en la
diferencia que existe entre distintos es-
trogenos (Estradiol, Estrona, Estriol) res-
pecto de la potencia es el tiempo durante
el cual el complejo [E-ER] ocupa el nu-
cleo.

La tasa mds alta de disociacién del estré-
geno débil (Estriol) se puede compensar
con la aplicacién continua, para prolon-
gar la unién al ntcleo y la actividad. El
Cortisol y la Progesterona deben circular
en grandes concentraciones, porque la
vida media de sus complejos receptores
en el nicleo es breve.
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B. Senales estrogénicas via receptores de membrana.

L —

El hecho probado de la accién rdpida de
los estrégenos (segundos o minutos) ha
hecho pensar en la implicacién de otros
mecanismos de accién distintos a las vias
clasicas de sefializacién que involucran al
nucleo con la consiguiente sintesis protei-
ca.

Estos efectos son el resultado de la accién
estrogénica directa sobre receptores es-
trogénicos de membrana.

Ejemplos de los efectos mediados por es-
ta via alternativa son la vasodilatacién a
de corto plazo de la las arterias corona-
rias, (Kim, Lee et al. 1999), el rdpido efec-
to insulinotrépico del Estradiol sobre las
células beta pancredticas, (Nadal, Rovira
et al. 1998) y la activacién rdpida de las
vias de senalizacion relacionadas con el
factor de crecimiento en las neuronas.
(Watters, Campbell et al. 1997).

T

B.1. Receptores estrogénicos plas-
maticos asociados a membrana
(mER) mERa y mERB.

El concepto de la activacion rdpida de las
vias de sefializacién intracelular mediado
por la unién de estrégenos a receptores
estrogénicos de membrana (mER) toma
fuerza al comienzo de la pasada década,
(Haynes et al, 2002; Simoncini et al, 2004;
Levin, 2005; Meyer et al, 2006; Moriarty et
al, 2006; Boonyaratanakornkit y Edwards,
2007; Cheskis et al, 2007) aunque previa-
mente se habian identificado los sitios de
unién al 17B-Estradiol en la membrana
de células endometriales (Pietras y Szego,
1977) y se habia descrito un incremento
de las concentraciones de AMPc uterino
en escasos minutos (Szego y Davis, 1969).
Mas tarde se demostrd el aumento de las
concentraciones de AMPc vascular en
respuesta a 17p-Estradiol .(Kishi y Nu-
mano, 1982; Miigge et al, 1993)

Por otro lado, también se han detectado
mER en células vasculares endoteliales en
vena umbilical y en lineas celulares endo-
teliales humanas. (Russell et al., 2000) Se
ha evidenciado que, tanto la forma nu-
clear de ERat y ERP como la asociada a la
membrana plasmdtica, tienen similitud
estructural. (Razandi et al., 1999)
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También se han detectado ERa y ERf en-
dégenos en membranas plasmadticas de
células endoteliales vasculares humanas,
pero no en las células endoteliales de ra-
tones DERKO (Double Estrogen Receptor
Knock Out - doble Knock-out para ambos ti-
pos de receptores ERa/ERB). (Razandi et al.,
2004)

Mediante el uso de 17p-Estradiol-BSA
(que no atraviesa membrana plasmadtica),
se ha sugerido la posibilidad de que mER
active seflales MAPK y Akt en ciertas cé-
lulas vasculares endoteliales y de muscu-
lo liso y en lineas celulares de endotelio.
(Haynes et al, 2000;. Russell et al, 2000;.
Somjen et al, 2004 ; Chen et al, 2004)

Mas recientemente, el trabajo del grupo
de Levin ha propuesto que, en ciertas cé-
lulas cancerosas, inmortalizadas por na-
turaleza, tanto las proteinas de membra-
na como las de unién nuclear a 173-Es-
tradiol, podrian ser idénticas al "cldsico"
ER humano comparando el ER nuclear y
el ER plasmaético localizado en la mem-
brana plasmatica. (Pedram et al., 2006)

Lo que no queda claro es si una subpo-
blacién de los ER cldsicos o y 3 también
se podria translocar desde el citosol a la
membrana plasmatica de las células vas-
culares, ni la forma en que lo podrian ha-
cer.
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Mecanismos de acciéon rapida de estrd-
genos mediada por mERa y mER loca-
lizados y co-localizados en células vas-
culares.

Varios estudios recientes han identificado
los posibles mecanismos de accién que
derivan de la localizacién y co-localiza-
cién de una subpoblaciéon de ER en la
membrana plasmatica de células endote-
liales y de otros tipos, asi como de varias
proteinas de sujeccion o andamiaje
(scaffold proteins). (Moriarty et al, 2006;
Boonyaratanakornkit y Edwards, 2007;
Cheskis et al, 2007) Estos mecanismos
vienen descritos en un modelo integrati-
vo en la Fig 7. (Moriarty, Kim et al. 2006)

La unidad funcional se encuentra en las
caveolas, invaginaciones vesiculares de la
membrana plasmdtica que representan
orgdnulos especializados de membrana,
que son el lugar preferencial de ubicacién
de los complejos de sefializacién centra-
dos en los mER de las células endotelia-
les. (Chambliss et al, 2000, 2002;. Razandi
et al, 2002

Una de las acciones no genémicas mejor
estudiadas hasta el momento, es la acti-
vaciéon de la eNOS en las células endote-
liales vasculares, aunque algunos de los
mecanismos implicados han sido descri-
tos en otros tipos celulares.

Se ha descrito la existencia de ERa y ERB
acoplados a proteina G, en algunos casos

situados en la caveola. (Moriarty, Kim et
al. 2006)




IT. Mecanismos de accién de los Estrégenos

La uniéon de E2 a estos receptores de
membrana puede activar distintas vias de
sefializacion:

» Activacion de la PLC (Fosfolipasa C),
y formacién de IP3 (Inositol trifosfato),
cascada de sefializacién que conduce a
la liberaciéon de Ca*? intracelular, que
interviene en la activacion final de la
eNOS, al disociarse la Caveolina-1,
proteina estructural que retiene la
eNOS en la caveola. (Chambliss y
otros, 2000;. Razandi et al, 2002.)

Interaccién con la proteina c-Src, mo-
dulador de la vasodilatacién inducida
por estrégenos, (Haynes et al., 2003)
(Li et al., 2007) y activacién de un mo-
dulador de la accién no genémica del
ER (MNAR), que inicia la cascada de
activacion de la MAPK (Protein Kina-
sa Activada por Mitégenos) o median-
te la intervencién de la subunidad re-
gulatoria p85 de la PIK (Fosfatidilino-
sitol-3-Kinasa). (Moriarty et al, 2006;
Boonyaratanakornkit y Edwards, 2007;
Fu y Simoncini, 2007) Esta kinasa in-
crementa la produccién de PIP; que
activa la Akt (Proteina Kinasa B) que a
su vez fosforila y activa la eNOS.
(Cheskis et al, 2008;. Greger et al,
2007;. Vadlamudi y Kumar, 2007)

Estas vias estdn esquematizadas en la
Fig 7 en la que se representa la estructura
funcional de la caveola.
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Fig 7. Modelo integrativo de los mecanismos descritos en la via de sefializacién estrogénico no gené-
mica basada en los mER en la caveola.

La caveola, invaginacién de la membrana plasmaética, constituye un centro de proceso de sefalizacion
hormonal, englobando un conjunto de moléculas implicadas en esta via de sefializacién. El modulador de
la actividad no genémica del ER (MNAR), una proteina de ensamblaje, promueve la formacién de com-
plejos que engloban ERa, c-Src y p85, subunidad reguladora de PI3K (representado como subunidades
p85 y p110), facilitando de esta manera, la activacién de la via de sefializacién PI;K/ Akt.

Por otra parte, c-SRC activa la ATPasa monomérica p21ras (ras), capaz de reclutar kinasas a lo largo de la
via de senalizacion MAPK. La interaccion directa entre la proteina G (Gai) y el ERa es esencial para la
activacién de la c-SRC.

Una vez activadas, tanto la via PI3K/Akt. como la MAPK pueden modular la transcripcién génica. Por
otra parte, la activacién de la via PI3K/ Akt en las células endoteliales puede llevar a la fosforilacién de la
eNOS, situada en la caveola, interaccionando con la caveolina-1 (cav-1), proteina que la fija al ERa. La

proteina chaperona HSP 90 potencia la interaccién con PI3K/Akt. Una vez activada la eNOS, la liberacién
de NO induce efectos celulares rapidos

Modificado de Moriarty, K. (2006)
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B.2. El receptor intracelular trans-

membrana unido a la proteina G
(GPER).

Este receptor, antes conocido como el re-
ceptor huérfano GPR30 asociado a la
proteina G, es miembro de la familia de 7
receptores transmembrana asociados a la
proteina G y se ha demostrado que activa
diversas cascadas rdpidas de accién tras
la unién a estrégenos (Fig. 9) (Filardo et
al., 2000; Thomas et al, 2005; Revankar et
al, 2005; Prossnitz et al, 2008; Haas et al,
2009).

Aunque inicialmente se pensaba su loca-
lizacién en la membrana celular (Kanda y
Watanabe, 2003; Thomas et al, 2005; Fi-
lardo et al, 2007), mediante la utilizacion
de derivados fluorescentes de estrégenos
y microscopia confocal, se describié que
GPER realmente se localiza de forma
primaria en el reticulo endoplasmatico, y
este hallazgo se correlaciona con la ex-
presién enddgena de GPER (Revankar et
al., 2005). Se ha localizado también en
aparato de Golgi y membrana nuclear.
(Filardo et al, 2007)

Aunque este receptor es distinto a los re-
ceptores cldsicos ERa y ER( a nivel es-
tructural, se une al E; con una alta afini-
dad y baja capacidad, siendo su peso mo-
lecular de 40 KDa. (Filardo et al, 2007)

Mecanismos de accion rapida de estré-
genos mediada por GPER.

Tras la unién con el agonista, GPER acti-
va proteinas G heterotriméricas que ini-
cian varios efectores, incluyendo la adeni-
lato ciclasa y c-Src (Filardo et al, 2002;
Thomas et al, 2005).

» AMPc.
Se incrementa rdpidamente en tejidos
vasculares y no vasculares tras la es-
timulacién con 17p-Estradiol (Miigge
et al, 1993; Aronica et al, 1994; Re-
vankar et al, 2005).

» Proteina c-Src.
Activa metaloproteasas de la matriz,
que estdn involucradas en la transac-
tivacion de los receptores del EGF
(Filardo et al., 2000).

Esto da lugar a mdltiples eventos en
cascada, incluyendo la activacién de
MAPK y PELK (Filardo et al, 2000;.
Revankar et al, 2005;. Thomas et al,
2005). La activacion de la kinasa, a su
vez, puede activar las protefnas nu-
cleares implicadas en la regulaciéon
transcripcional de los genes cuyos
promotores no contienen necesaria-
mente un ERE (Fig. 1) (Prossnitz et al,
2008).

Este es otro de los mecanismos en el
que convergen las vias de sefializa-
cion gendmica y no genomica.
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B.3. Senalizacion rapida de estro-
genos a través del citoesqueleto de
actina.

Los rdpidos cambios en la forma y tama-
fio de las células confieren funciones fi-
sioldgicas basales en muchos tipos de cé-
lulas, incluyendo las neuronas y los po-
docitos, e implican cambios en la plasti-
cidad morfolégica del citoesqueleto de
actina. (Faul et al, 2007;. Schubert y Dotti,
2007)

El reordenamiento del citoesqueleto de
actina depende en general de la unién de
estimulos externos a los receptores de
membrana-asociados, y es mediada a
través de la rdpida accién posterior de
diferentes fosfatasas y kinasas de protei-
nas. (Faul et al, 2007;. Schubert y Dotti,
2007)

En consecuencia, el movimiento, asi co-
mo el crecimiento y la migracién de las
células vasculares se caracterizan por el
remodelamiento dindmico del citoesque-
leto de actina. Estos procesos se piensa
son necesarios no solo para la sefial intra-
celular, el crecimiento o la angiogénesis,
sino también para la reparaciéon de lesio-
nes en territorios vasculares y el mante-
nimiento de la integridad funcional del
endotelio. (Giretti y Simoncini, 2008)

Asi, se han implicado en estos procesos
rapidas cascadas de sefial activadas por
esteroides sexuales. (Fu y Simoncini,
2007; Giretti y Simoncini, 2008) Por ejem-
plo, las sefiales MAPK inducidas por 173-
Estradiol contribuyen a la preservacion
de la forma de las células endoteliales
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mediante la prevencién de la disrupcién
del citoesqueleto de actina inducida por
el estrés. (Razandi et al., 2000) Por otra
parte, la exposiciéon de las células endote-
liales humanas aisladas a 17p-Estradiol
induce la remodelacién rdpida del citoes-
queleto de actina, un proceso que requie-
re la interaccion de ERa y la proteina G
Goas. (Simoncini et al., 2006). En este con-
texto, las sefiales estrogénicas no genémi-
cas pueden representar un mecanismo
que permite a la célula la rdpida adapta-
cién a los estimulos circundantes.
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ESTROGENOS

Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

La enfermedad cardiovascular es la ma-
yor causa de mortalidad en mujeres en el
mundo occidental. (Parrilla and Abad
2004) Su incidencia es pequefia antes del
climaterio, (Barrett-Connor and Bush
1991) (Isles, Hole et al. 1992) para aumen-
tar de forma importante tras la menopau-
sia y aproximarse a la de los hombres
(aunque con un retraso temporal de diez
afos con respecto a ellos).(Maxwell 1998)
(Wenger 1997)

Diversos factores podrian explicar este
hecho. Entre ellos, la deficiencia de estré-
genos enddgenos podria ser de especial
importancia, tal y como apunta el hecho
de que las mujeres sometidas a meno-
pausia quirtrgica (sin mantener terapia
hormonal sustitutiva) presentan el doble
de riesgo de sufrir ECV que las mujeres
premenopdusicas. (Colditz, Willett et al.
1987)

La razén de este hipotético mecanismo
protector sobre el sistema cardiovascular
no es conocida totalmente. La mejora del
perfil lipidico asociada a los estrégenos
(Chambliss and Shaul 2002) sélo puede
explicar aproximadamente un tercio de
los efectos protectores sobre el sistema
vascular, (Bush, Barrett-Connor et al.
1987) por lo que podria tener mayor pro-
tagonismo el efecto directo de los estro-
genos sobre la pared vascular.
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Efecto de los estrégenos sobre la pared
vascular

Cuando nos referimos a la pared vascu-
lar, nos referimos tanto al endotelio vas-
cular como a la fibra muscular lisa del
vaso. Esto hace que los efectos inducidos
por los estrégenos varien considerable-
mente dependiendo del lecho vascular.
Por ejemplo, el tratamiento estrogénico
potencia la respuesta vaso-dilatadora en
extremidades inferiores, pero no en el le-
cho vascular carotideo. (Convertino 1998)

Por otro lado, el mecanismo por el que
provocan su efecto también puede ser
distinto en funcién del tejido. Asi pode-
mos ver como la vasodilatacién depen-
diente de endotelio inducida por E> estd
mediada principalmente por éxido nitri-
co (NO) en la aorta, mientras que en pe-
quefas arterias cerebrales estdn implica-
dos tanto el NO como los metabolitos de-
rivados de la accién de la ciclooxigenasa.
(Tostes, Nigro et al. 2003)
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A. Efecto de los estrogenos sobre el endotelio vascular.

T —

A.1. Fisiologia del endotelio vascular.

El endotelio es una estructura anatémica
y funcional altamente especializada, que
actia metabdlicamente como un 6rgano
activo, que recubre el borde luminal de
todos los vasos sanguineos. Desempefia
un papel integral en el mantenimiento de
la homeostasis vascular, a través de una
serie de factores derivados del propio
endotelio.

Este libera una serie de mediadores va-
soactivos, que no sélo alteran el tono y el
crecimiento del musculo liso subyacente,
sino también regula la reactividad de los
leucocitos circulantes, eritrocitos y pla-
quetas, y gobierna la permeabilidad vas-
cular.

Asi, parece que las alteraciones en la ca-
pacidad del endotelio para liberar estos
mediadores pueden ser un factor desen-
cadenante importante en muchos esta-
dios de la enfermedad cardiovascular.

En lo que respecta a la regulacion del to-
no vascular, va a depender del papel va-
sodilatador o vasoconstrictor de dichos
mediadores. De los factores vasodilatado-
res que el endotelio puede liberar, los
mads significativos son la Prostaciclina
(Pgl2), (Moncada, Gryglewski et al. 1976)
el Oxido Nitrico (NO), (Furchgott and
Vanhoutte 1989) (Ignarro, Buga et al.
1987) (Palmer, Ferrige et al. 1987) y el fac-

e —

tor hiperpolarizante derivado del endote-
lio (EDHF). (Chen, Suzuki et al. 1988)
Estdn expuestos en la Fig 8.

A.l.a. Prostaciclina - Pgl>

Es sintetizada por isoenzimas de la ci-
clooxigenasa (COX), de las que se han
identificado dos variantes.

e La COX-1 es un enzima constitutiva
expresada en el endotelio vascular y
se piensa que contribuye al mante-
nimiento de la homeostasis vascular
(se ha descrito también una variante
unida a COX-1, a veces llamada
COX-3).

¢ La COX-2 es un isoenzima inducible
que se cree se expresa en las células
del sistema cardiovascular (e inmu-
ne) sélo durante episodios patoldgi-
cos, aunque hay alguna evidencia
que sugiere que esta isoforma estd
presente de forma constitutiva en las
células endoteliales humanas.
(Grosser, Fries et al. 2006)

La Pgl> provoca la relajacion del misculo
liso mediante la activacién de receptores
especificos de superficie (IP), que son
proteinas G acopladas a adenilato ciclasa
y por esta razén, eleva los niveles de
AMPc. (Mitchell and Warner 2006)
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A.1.b. Oxido Nitrico - NO

Se sintetiza a partir de L-arginina por la
NO sintasa (NOS) y produce vasodilata-
cién, por la activaciéon de la guanilato ci-
clasa soluble, generando GMPc. (Monca-
da, Palmer et al. 1991)

En condiciones fisiolégicas, dos formas
"constitutivas" de NOS desempefian un
papel en la produccion de NO, princi-
palmente la NOS endotelial (eNOS) y en
menor medida, la NOS neuronal (nNOS).
(Semenza 2005) Una tercera isoforma, la
NOS inducible (iNOS), se expresa en cier-
tos tipos de células inflamatorias y tiene
un papel esencial en la inflamacién vas-
cular. (Hauser, Radermacher et al. 2004)

Las enzimas constitutivas producen un
nivel bajo de NO, fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis vascu-
lar, mientras que la actividad de la iNOS
produce una gran cantidad de NO, impli-
candose en la fisiopatologia de la infla-
macion.

A.l.c. Factor hiperpolarizante de-
rivado del endotelio - EDHE.

La identidad del EDHF sigue siendo in-
cierta, aunque son varios los candidatos
que han sido propuestos, como los iones
K*, AMPc, los productos del citocromo
P450 2C, H,O, , la propagacion de co-
rrientes de electrones y, mds recientemen-
te, el péptido natriurético del tipo C
(CNP). (Ahluwalia and Hobbs 2005)
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Se acepta en general, que la liberacién/
transmisiéon de EDHF por las células en-
doteliales se produce tras la apertura de
SKca e IKca endotelial. (Edwards, Dora et
al. 1998) Por otra parte, la hiperpolariza-
cién de la musculatura lisa vascular aso-
ciada a la actividad del EDHEF, en general,
implica la activacién de la Na*/K+-ATPa-
sa y Kir.

Sin embargo, como la identidad quimica
de EDHEF sigue siendo dificil de conocer,
faltan antagonistas selectivos de EDHF y
por lo tanto el verdadero papel fisiopato-
l16gico del EDHF sigue siendo una incég-
nita. Como consecuencia, la actividad del
EDHEF es definida habitualmente como la
respuesta que persiste ante la inhibicién
combinada de la sintesis de NO y Pgl> (es
decir, mediante el bloqueo de NOS vy
COX, respectivamente).

Entre los factores vasoconstrictores pro-
ducidos en el endotelio, destacan la En-
dotelina (ET) y el Tromboxano A2 (TXA»).

A.1.d. Endotelina - ET.

Entre los factores contrdctiles derivados
del endotelio se encuentra uno de los va-
soconstrictores mas potentes que se cono-
cen, la Endotelina (ET), un polipéptido de
21 aminodcidos.

Su sintesis se inicia por la transcripcion
de los genes de ET en las células endote-
liales y la generacién de los productos
génicos preproET y big ET, los cuales son
posteriormente cortados por enzimas es-
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pecificas convertidoras de ET (ECE) a las
isoformas ET-1, ET2, ET-3 y ET-4.

Las isoformas de ET se unen con diferen-
te afinidad a los receptores ETa y ETp en
el musculo liso vascular y estimulan va-
rias Protein Kinasas, ademds de otros
mecanismos sefializadores de contraccién
del musculo liso, crecimiento y prolifera-
cién. ET también se une a los receptores
ETp1 endoteliales, que median la libera-
cién de sustancias vasodilatadoras como
NO, Pgl, y EDHF.

La accién resultante de la liberaciéon en-
dotelial de ET consiste, por tanto, en una
vasodilatacion inicial y transitoria por
activacion de receptores ETpi, seguida de
una contraccién persistente y de inicio
lento por activacion de receptores ETa y
ETs..

La regulacién del sistema ET ocurre prin-
cipalmente al nivel de la sintesis, particu-
larmente durante la transcripcion. El
ARNm de ET-1 se sobreexpresa y la sin-
tesis de ET-1 se estimula durante un ma-
yor estrés vascular y en respuesta a agen-
tes vasoactivos como Angiotensina-II,
Noradrenalina, Vasopresina y Trombina y
citoquinas como TNFa, Interleukinas y
TGEFp. (Hynynen and Khalil 2006)

Los niveles del ARNm de ET-1 aumentan
por hipocapnia (disminucién del gas car-
bénico) y aumentan por hipoxia. En célu-
las endoteliales los niveles de ARNm
disminuyen en respuesta a NO, Pgh y
Factor Natriurético Atrial. Se ha descrito

la down-regulation que el E> ejerce sobre la
sintesis de ET-1. (Tan, Wang et al. 2003)

A.l.e. Tromboxano A; - TXA..

El endotelio también es capaz de liberar
TXA,, un metabolito del Acido Araqui-
dénico, generado por la acciéon de la
Tromboxano Sintetasa sobre endoperdxi-
dos ciclicos de prostaglandina. Su princi-
pal funcién bioldgica es participar en la
hemostasia. Debido a su funcién en la
agregacion plaquetaria, el endotelio tam-
bién es capaz de liberar TXA>, que media
la vasocontracciéon producida por Nora-
drenalina y Adenosin Trifosfato (ATP).

El aumento de la concentracién de Ca*?
intracelular en las células endoteliales ac-
tiva la Fosfolipasa A2 (PLA>) lo que con-
duce a la produccién de Acido Araqui-
dénico, el cual es transformado por la
(COX) en Prostaglandina H> (PGH2) que
posteriormente se transforma en TXA»
que se unird a sus receptores (TXR) en las
células del musculo liso vascular, inician-
do las cascadas de transduccién de sefia-
les.

La activacion de TXR induce la entrada
de Ca*? a través de canales de Ca*? de-
pendientes de voltaje y tipo ROC y en
menor medida, por la contribucién de la
ruta de IPs. Esto provoca en tltima ins-
tancia la contraccién de las células del
musculo liso vascular. (Okon, Golbabaie
et al. 2002)

Nos vamos a centrar en las sustancias va-
sodilatadoras y su relaciéon entre ellas.
(Fig. 8)
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Fig 8. Mecanismos de relajacion endotelio-dependiente que muestra la liberacién de 6xido nitrico
(NO), prostaciclina (Pgl>) y el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) desde el endote-
lio, ejerciendo su accién sobre la musculatura lisa vascular.

Los agonistas de los receptores especificos acttian sobre las células endoteliales y pueden estimular la li-
beracién de uno o todos los mediadores para inducir la relajacion del misculo liso.

Abreviaturas: Acetilcolina (ACh), Histamina (Hist), Endotelina-1 (ET-1), Bradikinina (BK), Sustancia P
(Sub P), Péptido relacionado con gen de la calcitonina (CGRP), Oxido Nitrico sintasa endotelial (eNOS),
Acido Araquidénico (AA), L-NG monometil arginina (L-NMMA), L-N€ nitroarginine metiléster (L-NA-
ME), Hemoglobina (Hb), Nitroglicerina (NTG), Nitroprusiato Sédico (NPS), receptor muscarinico (M),
receptor de histamina (H 1/), receptor de Endotelina (ETs), receptor de la Bradikinina (B).

Modificado de Buckley, CH. (1997)

Hay una evidencia clara que apoya el
concepto de que estas sustancias no sélo
actian como vasodilatadores, sino que
juegan un papel mdltiple en la homeosta-
sis vascular, incluida la inhibicién de la
mitogénesis, la agregacién plaquetaria y
la extravasacion de los leucocitos.
(Ahluwalia and Hobbs 2005) (Moncada,
Palmer et al. 1991)

Sin embargo, no hay evidencia clara de
que estos tres mediadores endoteliales
actien sinérgicamente en el manteni-
miento de la homeostasis vascular. En
particular, parece ser que cada mediador
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individual posee la capacidad para inte-
ractuar con los componentes de las vias
de sintesis y activacion de otros mediado-
res y con ello modificar su actividad. La
regulacion del tono vascular por parte del
endotelio es muy compleja, y no puede
explicarse completamente solo con la
contribucién de los tres principales vaso-
dilatadores: NO, Pgl> y EDHF.
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La relacion entre estas moléculas ha sido
bien caracterizada en lo que al manteni-
miento del tono vascular se refiere.

Cuando nos referimos a la regulaciéon
fisiol6gica del didmetro vascular, aunque
el NO es el vasodilatador endotelio-de-
pendiente predominante en las arterias
de mds calibre, a medida que se descien-
de en el drbol vascular, el papel de NO
disminuye, mientras que la influencia del
EDHF aumenta. (Shimokawa, Yasutake et
al. 1996)

Los estudios que han investigado la rela-
ciéon entre el NO y EDHF indican que el
NO basal inhibe de forma ténica la res-
puesta del EDHE. De hecho, en muchos
vasos sanguineos la respuesta del EDHF
s6lo es evidente una vez que la produc-
cion de NO se ha inhibido. (Nishikawa,
Stepp et al. 2000)

De manera similar, la contribuciéon de la
Pgl> (y otros productos de la COX) en la
relajacion dependiente del endotelio es a
menudo evidente s6lo después de la in-
hibicién de la NOS, y por ello se piensa
que es debido a un efecto ténico inhibi-
dor del NO. Hay pruebas que sugieren
que el NO puede intensificar e inhibir la
actividad de la COX 'y su expresion. Estos
efectos dispares del NO es probable que
reflejen la variante especifica de NO invo-
lucrada y su concentracién. (Mollace,
Muscoli et al. 2005)

Por otra parte, hay varios trabajos que
demuestran la regulacién positiva de la
Pgl> o el EDHF en un ambiente donde la
produccién de NO ha sido suprimida.
(Villar, Francis et al. 2006) Por ejemplo, en

las arteriolas del musculo gracilis de ra-
tones macho KO para eNOS, la dilatacion
endotelio-dependiente se mantiene a pe-
sar de la ausencia de NO, pensdndose
que la compensacion era Pgl,-dependien-
te, ya que la respuesta fue significativa-
mente atenuada por Indometacina, inhi-
bidor de la COX. (Beverelli, Bea et al.
1997)

La evidencia apoya la idea de que esta
actuacion de la Pgl> se origina en la regu-
lacién positiva de la expresion de la COX
o su actividad. (Doni, Whittle et al. 1988)
Sin embargo, la evidencia también apoya
la tesis de que el EDHF tiene una regula-
cién positiva aumentada en ratones KO
para eNOS. (Scotland, Chauhan et al.
2001)

Del mismo modo, la inhibicién crénica de
la sintesis de NO provoca un cambio en
los factores que median la relajacién de-
pendiente del endotelio. Varios estudios
han demostrado un aumento compensa-
torio de la produccién de Pgl, y regula-
cién al alza de la expresién de la COX.

Esta regulacion al alza compensatoria de
Pgl> y/o EDHF que sigue a la supresion
de la producciéon de NO se observa tam-
bién en modelos de enfermedad cardio-
vascular y en humanos con enfermedad
cardiovascular. (Henrion, Dechaux et al.
1997)
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A.2. Accion de los estr6genos sobre
los mediadores de funcion endotelial.

Los estrégenos tienen efectos sobre estos
factores, a través de diferentes posibles
mecanismos:

A.2.a Efecto de los estrogenos so-
bre la biodisponibilidad de NO y
funcion endotelial.

A.2.a.1. Estrogenos y funcién endotelial.

Se han utilizado modelos animales de
experimentacion para valorar el papel de
los estrégenos sobre la funcién endotelial
y la biodisponibilidad de NO. En ellos,
tanto la exposicién breve como prolon-
gada a los estrégenos produce un aumen-
to de la respuesta vasodilatadora a la ace-
tilcolina (ACh) en arterias arterioesclero-
ticas de monas cynomologus. (Williams,
Adams et al. 1990),(Williams, Adams et
al. 1992) De modo similar, la exposicion
prolongada a estrégenos preserva la va-
sodilatacién dependiente de endotelio en
cerdas con hipercolesterolemia. (Keaney,
Shwaery et al. 1994)

En ratas espontdneamente hipertensas
(SHR), las arteriolas de mdusculo gracilis
aisladas y presurizadas procedentes de
hembras intactas presentan una mayor
respuesta vasodilatadora frente al shear-
stress que las procedentes de machos y
hembras ovariectomizadas. Por otra par-
te, el tratamiento de las ratas ovariecto-
mizadas con Estradiol previene esta me-
nor respuesta. (Gimenez, Garcia et al.
2006)
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El NO parece ser el responsable del dife-
rente efecto vasodilatador del shear-stress
en funcién del estado hormonal, como se
desprende de la igualdad en la respuesta
entre los diferentes grupos tras la inhibi-
ci6on de su sintesis.(Huang, Sun et al.
1998),(Huang, Sun et al. 2000)

El hecho de que las mujeres tengan mejor
funcién endotelial, hace que intuitiva-
mente, pensemos que esa mejoria pueda
estar ligada a las hormonas del sexo fe-
menino. Por ejemplo, la dilatacién me-
diada por flujo (FMD) de la arteria bra-
quial es mayor en mujeres que en hom-
bres, una diferencia asociada temporal-
mente con el incremento de la concentra-
cién de estradiol sérico que se produce
durante el ciclo menstrual. De hecho, la
diferencia en la FMD desaparece durante
la fase menstrual, en la que los niveles
séricos de estrégenos y progesterona son
similares a los de los varones. (Hashimo-
to, Akishita et al. 1995)

Otros estudios realizados, muestran que
en mujeres jévenes sanas, la vasodilata-
cién dependiente de endotelio en arteria
braquial cambia de forma paralela a los
cambios de los niveles plasmaticos de es-
tradiol, (English, Jacobs et al. 1998) y se
correlaciona con los niveles séricos de
metabolitos de NO (nitritos y nitratos) y
el NO exhalado. (Kawano, Motoyama et
al. 1996)

Asimismo, la respuesta vasodilatadora a
la bradiquinina en vasos de resistencia es
maxima hacia la mitad del ciclo ovérico
coincidiendo con los médximos niveles de
estradiol plasmadtico. (Chan, MacAllister
et al. 2001)
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A.2.a.2. Deprivacion estrogénica y fun-
cion endotelial.

Los estudios realizados en pacientes con
deprivacion de estrégenos, apuntan en el
mismo sentido que en el apartado ante-
rior. De esta forma, mujeres jovenes con
fallo ovarico prematuro que tienen alte-
rada la funcién endotelial, directamente
vinculada a la deficiencia de esteroides
sexuales, al ser tratadas durante 6 meses
con Estradiol, restauran dicha funciéon
endotelial. (Kalantaridou, Naka et al.

2004)

La ovariectomia también crea un estado
de deficiencia de estrégenos y, en estos
pacientes, la vasodilataciéon dependiente
del endotelio en el antebrazo también se
atenua. (Pinto, Virdis et al. 1997) Parale-
lamente, la respuesta vaso-constrictora
del antebrazo a la inhibicién de la sintesis
de NO es mayor en mujeres premeno-
pdausicas que en postmenopdusicas, sien-
do la respuesta de éstas dltimas similar a
la de los hombres. (Chambliss and Shaul
2002), (Majmudar, Robson et al. 2000)

Vistos los dos apartados anteriores, estos
resultados proporcionan una base para
sostener la tesis que las hormonas sexua-
les endbégenas, en particular los estrége-
nos, juegan un papel importante en el
mantenimiento de la funcién endotelial
en mujeres sanas, deduciéndose una fuer-
te asociacion entre los niveles endégenos
de estrégenos y la biodisponibilidad de
NO en la mujer.

A.2.a.3. Mecanismos que posibilitan el
aumento de biodisponibilidad de NO
secundario a los estrégenos.

1. Aumento de la expresion de la eNOS.

La Oxido Nitrico Sintasa endotelial
(eNOS) es una enzima Ca*? depen-
diente, que unida a la calmodulina ac-
tivada por Ca*?, convierte la L-Argini-
na en L-Citrulina, con la liberacion de
NO. (Vagnoni, Shaw et al. 1998)

Varios autores apoyan este primer me-
canismo de accién. (Chen 2004) La ex-
posicion a E> de células endoteliales de
vena umbilical humana, es capaz de
promover en 8 horas un aumento de la
sintesis de NO y de la expresién de la
eNOS. (Hishikawa, Nakaki et al. 1995)
(Rahimian, Chan et al. 2004) A su vez,
la exposicién prolongada a estrégenos
se ha asociado con un aumento de la
expresion de la eNOS. (Chambliss and
Shaul 2002)

En ratas, la deficiencia prolongada de
estrogenos por la ovariectomia se
acompafia de una pérdida de dilata-
cién arteriolar dependiente de endote-
lio en vasos cerebrales y de una dismi-
nuciéon de la expresiéon de la eNOS.
(Pelligrino, Ye et al. 2000)

En ratas castradas esta situaciéon se
agrava aun mads, con incremento de
respuesta vasoconstrictora tras feno-
menos de isquemia-reperfusién, por
una alteracién en la biodisponibilidad
de NO, probablemente derivada de la
alteraciéon endotelial. (Bianchi, Gumz
et al. 2006)
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2. Aumento de la actividad de la eNOS

inducido por los estrogenos a través
de una accién no gendémica en la que
estan involucrados ER de membrana
y citosélicos.

El efecto vasodilatador directo de 173-
Estradiol en estudios previos sélo se
produce en concentraciones suprafi-
siol6gicas (> 1 mmol/L). (Teoh, Leung
et al. 1999) En condiciones fisioldgicas,
la concentracién plasmaética de 173-Es-
tradiol en seres humanos rara vez su-
pera el rango nanomolar (aproxima-
damente 0.2-0.5 nmol/L en las mujeres
premenopdusicas y aproximadamente
4-100 nmol /L durante el embarazo).

Sin embargo, se ha demostrado una
respuesta fisiolégica de 17p-Estradiol
en el tono vasomotor en estudios con
ratas ovariectomizadas. El tono mio-
génico de la arteria coronaria aumenté
tras la ovariectomia y ese tono aumen-
tado volvié a normalizarse tras suple-
mentar a las ratas ovariectomizadas
con niveles fisiolégicos de 17[(3-Estra-
diol. (Huang, Sun et al. 1997)

En este mismo sentido, se estudid in
vitro la reactividad vascular en pre-
sencia y en ausencia de una concentra-
ciéon de 17B-Estradiol. A concentracio-
nes fisioldgicas relevantes, 173-Estra-
diol (1 nmol/L) empeoré la respuesta
a diversos agentes contrdctiles en ani-
llos de coronarias porcinas denudados
de endotelio. (Keung, Vanhoutte et al.
2005)

Por otra parte, la aorta y la arteria me-
sentérica de ratas macho se contraian
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en mayor medida que las de las ratas
hembra. Las diferencias en las respues-
tas vasculares entre ratas macho y
hembra, desaparecieron tras la exposi-
cién a corto plazo de las arterias me-
sentéricas aisladas a una concentracion
fisiolégica de 17p-Estradiol, (Keung,
Vanhoutte et al. 2005) lo que confirma
mds atn que los estrégenos propor-
cionan proteccién vascular a través de
acciones directas sobre los vasos san-
guineos.

Estas acciones fisiologicas de 17B-Es-
tradiol sobre la vasculatura ocurren
rdpidamente, ya que sélo la exposicién
a corto plazo (~ 30 min) es suficiente
para que las arterias aisladas respon-
dan con una mayor relajacién vascular
y se reduzca la contraccién, en res-
puesta a agentes vasodilatadores en-
dotelio-dependientes y vasoconstricto-
res, respectivamente. (Teoh and Man
2000) (Keung, Vanhoutte et al. 2005)

Se sospechaba que debia existir un
mecanismo de accién no gendmico,
por tanto, y el interés en esta posible
via no gendmica aument6 sustancial-
mente en 1997, cuando Lantin-Hermo-
so (Lantin-Hermoso, Rosenfeld et al.
1997) y Caulin-Glaser (Caulin-Glaser,
Garcia-Cardena et al. 1997) publicaron
que antagonistas relativamente espe-
cificos de los receptores estrogénicos
podian inhibir la liberacién de NO de
células endoteliales cultivadas,
puestas a concentraciones fisioldgicas
de estrégenos.

ex-

Lantin-Hermoso describié que la acti-
vidad de la eNOS se incrementaba de
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forma dosis-dependiente en los 5 pri-
meros minutos tras la exposiciéon de
células endoteliales pulmonares de
oveja a 17p-Estradiol. En sus estudios,
la eliminacién por completo del calcio
i6nico inhibi6 la actividad de eNOS
estimulada por 17pB-Estradiol, apo-
yando la hipétesis que 17p-Estradiol
estimula de forma aguda la eNOS me-
diante el incremento del influjo de

Ca*2.

El antagonista del ER (ICI-182,780)
inhibié totalmente la actividad de la
eNOS estimulada por 17(3-Estradiol.
Asi, Caulin-Glaser demostré un rdpido
aumento en la liberacién de NO a par-
tir de las células endoteliales de la ve-
na umbilical humana de mujer en res-
puesta a 17B-Estradiol. De manera si-
milar, otro antagonista de ER (ICI-
164,384) inhibia este aumento de la li-
beracién de NO en respuesta al 173-
Estradiol. (Caulin-Glaser, Garcia-Car-
dena et al. 1997)

Estas observaciones sorprendentes su-
girieron por primera vez que los facto-
res de transcripcion activados por li-
gando podian tener una segunda fun-
cién, completamente nueva: la activa-
ciéon de fendmenos de transduccion de
sefial que podrian culminar en la acti-
vacion rdpida de la eNOS.

En 1999, Chen mostré que el ERa po-
dia mediar los efectos a corto plazo del
estrégeno sobre la actividad de eNOS,
aunque esta en discusiéon que pudie-
ran intervenir otros tipos de recepto-
res. (Chen, Yuhanna et al. 1999)

Asi, 17p-Estradiol puede interactuar
con el ER, activando diversas vias de
sefializacion, (Fig. 9) que terminan por
activar rdpidamente la eNOS:

Activaciéon de la PLC (Fosfolipasa),
que lleva a la produccién de IP; y a la
liberacién de los depésitos de Ca*? in-
tracelular. (Sobrino, Mata et al. 2009)

Via de la MAPK (Protein Kinasa acti-
vada por Mitégeno), que finaliza en la
fosforilacion de la eNOS. (Masood,
Roach et al. 2011)

Via de la PI;K/Akt (Fosfatidilinositol
3-kinasa-Akt). Haynes demostré que
la Pls-kinasa era capaz de activar la
Akt (proteina kinasa B, una serina/
treonina kinasa que actda tras la Ps-
kinasa), que a su vez podria fosforilar
directamente y activar la eNOS.
(Haynes, Sinha et al. 2000) (Simoncini,
Hafezi-Moghadam et al. 2000) L

Las distintas vias de sefalizacién im-
plicadas suponen una rdpida activa-
ciéon de la eNOS, mediada por el ERa,
pero funcionando éste a través de una
via no gendmica.

Queda por establecer el papel real del
GPER, cuyo mecanismo de accién es a
través de mecanismos no genémicos.
Se ha encontrado, utilizando ligandos
selectivos del GPER, que este receptor
puede controlar el tono vascular de
forma directa e indirecta mediante la
produccién de vasodilatacién y la in-
hibicién del crecimiento celular. En
consecuencia, la inyeccién de un ago-
nista del GPER (G-1) en ratas normo-
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tensas se asocié con una marcada re-
duccién en la presion arterial. (Revan-
kar et al., 2005) (Feletou y Vanhoutte,
2006)

La velocidad de los cambios en el cal-
cio intracelular del musculo liso vascu-
lar depende del lugar de aplicacién del
agonista, ya que los niveles de calcio
se incrementan mds rdpidamente
cuando el G-1 se aplica a nivel intrace-
lular que cuando se aplica extracelu-
larmente. (Haas et al., 2009) Estos da-
tos hacen pensar que GPER de hecho
es un receptor intracelular acoplado a
proteina G, de acuerdo con su locali-
zaciéon en el reticulo endopldsmico.
(Prossnitz et al., 2008) La estimulaciéon
aguda de las células vasculares del
musculo liso con el agonista G-1 no
induce cambios en ERa y ER(, pero si
aumenta la fosforilacion de MAPK.
(Haas et al., 2009) Estos efectos vascu-
lares no se dieron en animales con de-
ficiencia de GPER. Todos estos hallaz-
gos son posiblemente relevantes en lo
que se refiere a los efectos vasculares
protectores de los estrégenos en los
seres humanos, asi como a la terapia
hormonal.

En resumen, las vias de accién no ge-
némica de los estrégenos, con la in-
mediata y subsiguiente activacién de
la eNOS vy la liberacién de NO, induce
una rdpida vasodilatacién, dependien-
te del endotelio., al mismo tiempo que
la inhibicién de la proliferacién vascu-
lar de células musculares lisas, de la
adhesion de leucocitos, y de la agrega-
cion plaquetaria (Simoncini et al,
2000).

, INTRODUCCION

3. Un tercer mecanismo podria estar re-
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lacionado con el efecto de los estro-
genos sobre especies reactivas de oxi-
geno (ROS).

La biodisponibilidad de Oxido Nitrico
no viene sélo determinada por su pro-
duccién; sino que ademds, es impor-
tante su inactivacion. Esta inactivacion
se lleva a cabo, en gran medida, a tra-
vés del secuestro de éste por especies
reactivas de oxigeno (ROS) como el

anién superdxido. (Chambliss and
Shaul 2002)

Las ROS son moléculas de corta vida
generadas como subproductos del me-
tabolismo, que reaccionan rdpidamen-
te con los componentes celulares, cau-
sando dafios a los lipidos de membra-
na, las proteinas y el ADN. (Droge
2002)

Las células endoteliales y de muscula-
tura lisa pueden generar ROS en la mi-
tocondria, durante el proceso de fosfo-
rilacién oxidativa, a partir de la accién
de la xantina oxidasa, las peroxidasas,
la lipooxigenasa, la ciclooxigenasa, las
isoformas de NOS, y NADPH oxida-
sas. (Griendling and FitzGerald 2003)

En este sentido, Wassmann y Baumer
observaron en ratas hipertensas ova-
riectomizadas una alteracién en la res-
puesta vasodilatadora de anillos de
aorta, asociada a un incremento de
produccién de anién superdxido y a la
expresion del receptor AT;, sin que
evidenciaran diferencias en la libera-
cién de NO. (Wassmann, Baumer et al.
2001)
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Por otra parte, en ratas hipertensas
se ha observado
una mayor generaciéon in vivo de
anion superéxido en arteriolas mesen-
téricas, secundario al incremento de
actividad de la NADPH oxidasa. (Bo-
nacasa, Sanchez et al. 2008)

ovariectomizadas,

Los estrégenos poseen una accion an-
tioxidante, llevada a cabo en parte
mediante una disminucién de la acti-
vidad de la NADPH oxidasa. En este
sentido, se ha observado en cultivos
de células endoteliales humanas que el
E> modula la expresion de las distintas
subunidades de la NADPH oxidasa y
reduce en torno a un 50% su capacidad
de generacion de anion
super6xido.(Wagner, Schroeter et al.
2001)

También se ha postulado una accién
protectora del Ez sobre los mecanismos
de defensa celular contra ROS induci-
da por lesién, que incluyen un incre-
mento de la Superéxido Dismutasa
(SOD), Catalasa y Glutation peroxida-
sa (GPX), y scavengers no enzimaticos
como el Glutation (GSH), Acido ascér-
bico y carotenos. (Wassmann, Wass-
mann et al. 2004)

Otra de las posibles vias de accién an-
tioxidante del E> puede ser a través de
la induccién de una serie de los genes
que codifican enzimas/proteinas de-
sintoxicantes y antioxidantes, median-
te el denominado elemento de res-
puesta antioxidante (ARE) o elemento
de respuesta a electréfilo (EpRE) en las
regiones reguladoras de los genes dia-
na, como GST, NQOI1, y-synthethase

glutamylcysteine (GCS), tiorredoxina
reductasa, y heme oxigenasa-1 (HO-1),
activado por el factor de transcripcién
Nrf2/ECH (NF-E2-Related Factor 2).
(Siow, Li et al. 2007)

En resumen, los estrégenos pueden in-
crementar la biodisponibilidad del NO,
bien incrementando la expresién de la
eNOS mediante una via genémica, tam-
bién a través de diversas vias rdpidas de
sefializacién no gendémica, a través de re-
ceptores estrogénicos de membrana o
GPER. Un tercer mecanismo seria el pa-
pel antioxidante de los estrégenos, dis-
minuyendo la degradaciéon del NO se-
cundaria a la presencia de ROS.

54




A.2.b. Efecto de los estrogenos so-
bre otros factores endoteliales.

A.2.b.1. Estrégenos y Prostaglandinas.

Algunos de los efectos vasculares de los
estrégenos han sido atribuidos a una
modificacién en la sintesis o produccién
de prostanoides, tanto de accién vasodi-
latadora como vasoconstrictora.

Prostaglandinas vasodilatadoras.

Con respecto al primer grupo, se piensa
que la contribucién de la Pgl> a la relaja-
cién endotelio-dependiente puede ser
modulada por el estado hormonal. Algu-
nas publicaciones han documentado una
mayor produccién de Pgl, en células en-
doteliales y vasos sanguineos de varias
especies, incluyendo seres humanos, tras
el tratamiento con estrégenos. (Geary,
Krause et al. 2000) (Ospina, Krause et al.
2002) Esta elevacion en los niveles de Pgl>
puede tener varios origenes:

» Incremento de la expresion de la COX.
Ma4ds concretamente, parece que esta
mejora es el resultado de una regula-
cién positiva de prostaglandinas dila-
tadoras y de una regulacién negativa
de la prostaglandinas constrictoras,
habiéndose observado como el trata-
miento con estrégenos aumenta la va-
sodilatacién mediada por prostanoides
en la arteria cerebral media aislada de
ratas hembra castradas, mientras que
en la ausencia de estrégeno, el 4cido
araquiddnico se convierte de forma ac-
tiva en un constrictor COX-1-depen-
diente. (Ospina, Krause et al. 2002)
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» Incremento de la expresion de la Pgl,
sintasa.
En las arterias de oveja, se ha observa-
do una elevacién estrégeno-especifica
de la expresion de la Pgl sintasa.
(Rupnow, Phernetton et al. 2002)

» Up-regulation de la sintesis de pros-

taglandinas en respuesta a una ausen-
cia de bioactividad de NO.
Algunos estudios no dan ningtn papel
protagonista a la COX y las prosta-
glandinas en la mejora de la relajaciéon
dependiente del endotelio inducida
por estrégenos, sino mds bien propo-
nen un incremento en la participaciéon
de Prostaglandinas vasodilatadoras en
situaciones de deficiencia de NO.
(Huang, Sun et al. 2004)

Este didlogo entre las vias de la NOS y
las de la COX también se piensa que es
modulado por los estrégenos. En arte-
rias cerebrales de ratén de los animales
tratados crénicamente con un inhibidor
de la NOS o ratones transgénicos con
disrupcién del gen de la eNOS, el tra-
tamiento in vivo con estrégenos au-
menta los niveles de expresién vascular
de COX-1 y la produccién de Pgl,. (Li,
Geary et al. 2004)

Otros estudios en ratas castradas mues-
tran que la pérdida de estrégeno se
asocia con una disminucién en el com-
ponente de NO de la vasodilataciéon
dependiente del endotelio y una up-re-
gulation del componente de la COX.
(Li, Geary et al. 2004) Estos resultados
se apoyan también en el hecho que el
tratamiento con estrégenos ha demos-
trado producir una aparente regulaciéon
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al alza del componente de NO de la
relajacion dependiente del endotelio y
una depresiéon concomitante del com-
ponente del producto de la COX. (Case
and Davison 1999)

Sin embargo, la influencia de otras hor-
monas sexuales sobre la bioactividad de
las Pgl, es todavia algo confusa. Por
ejemplo, la progesterona ejerce un efecto
directo relajante sobre la aorta de rata,
que implica la activacion de la COX y
aumento de produccién de Pgl,. (Selles,
Polini et al. 2002) Tanto la progesterona
como el acetato de medroxiprogesterona
incrementan la produccién de Pgl, por
medio de una via dependiente de recep-
tor mediante el aumento de la expresién
y actividad de la COX-1 y COX-2 en célu-
las endoteliales de la vena umbilical hu-
mana (HUVEC). (Hermenegildo, Oviedo
et al. 2005) Sin embargo, la administra-
cién concomitante de progesterona con el
estrégeno previene los efectos estimula-
dores del estrégeno sobre la Pgl> en culti-
vos de HUVEC. (Mikkola, Viinikka et al.
2000)

Prostaglandinas vasoconstrictoras.

El E> también puede ejercer un papel re-
gulador sobre prostaglandinas vasocons-
trictoras. La ovariectomia aumenta la
respuesta vascular a Noradrenalina (NA)
y disminuye la vasodilatacién debida a
Acetilcolina (ACh). Estas respuestas alte-
radas mejoran tanto con Ex como con la
inhibicién de COX y con el antagonismo
de los receptores de Tromboxano A,
(Dantas, Scivoletto et al. 1999) lo que po-
dria indicar la implicacién de prostanoi-
des vasoconstrictores en la disfuncién

vascular asociada a la deficiencia estro-
génica. Sin embargo, recientemente So-
brino et al describen que el Estradiol po-
tencia la via de Prostaglandinas vasodila-
tadoras en HUVEC, sin afectacion de la
produccién de TXA, a través del ERa.
(Sobrino, Oviedo et al. 2010)

A.2.b.2. Estrogenos y Moné6xido de car-
bono (CO).

La produccién endotelial de CO mediada
por hemoxigenasa-2 también puede estar
influenciada por los estrégenos. (Orshal
and Khalil 2004) En este sentido se ha
descrito que el Ez induce un aumento en
la produccién intracelular de CO y de la
expresion de hemoxigenasa-2 en células
endoteliales de vena umbilical y arteria

uterina humanas.(Tschugguel, Stonek et
al. 2001)

A.2.b.3. Estrégenos y Factor Hiperpola-
rizante Derivado del Endotelio (EDHF).

La mayor respuesta vasodilatadora de-
pendiente del endotelio observada en ra-
tas hembras con respecto a los machos
podria estar relacionada con una regula-
cién por parte de los estrégenos sobre el
EDHEF. Asi se ha demostrado una reduc-
cién en la relajaciéon e hiperpolarizacion
(que se previene con bloqueantes de ca-
nales de K¥) inducida por ACh en arterias
mesentéricas de ratas ovariectomizadas
que se mejora con el tratamiento con E».
(Liu, Hattori et al. 2001) (Sakuma, Liu et
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al. 2002)

Un creciente cuerpo de evidencia apoya
la tesis de que el EDHF tiene una up-re-
gulation en las mujeres por encima de los
varones. (Chataigneau and Schini-Kerth
2005)

El desarrollo de un ratén doble knock-out
(dKO) para eNOS y COX-1 o “EDHF
Mouse”, (Scotland, Madhani et al. 2005)
ha permitido estudiar las diferencias en-
tre sexos, ya que se pudo objetivar que
mientras los machos eran marcadamente
hipertensos, las hembras no lo eran.

Por otra parte, el examen de las arterias
de resistencia de estos animales demostré
con claridad que, si bien el NO y la Pgh
son los vasodilatadores endotelio-depen-
dientes predominantes en las arterias ais-
ladas de los machos, en los vasos de la
hembra esta respuesta se debe principal-
mente a EDHF. (Scotland, Madhani et al.
2005)

El aumento del componente del EDHF de
la respuesta vasodilatadora en hembras
ante el estimulo endotelio-dependiente,
incluyendo shear stress, ACh y bradiki-
nina se ha demostrado en varias arterias
de distintas especies. (Perregaux,
Chaudhuri et al. 1999) (Pak, Geary et al.
2002) (Scotland, Madhani et al. 2005)

Este efecto de sexo se cree que es debido
a la actividad de los estrégenos. De he-
cho, la respuesta del EDHF se reduce du-
rante el diestro, un periodo de niveles re-
lativamente bajos de estrégeno, (Liu,
Hattori et al. 2001) y es muy elevada du-
rante el embarazo, cuando los niveles de
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estrogenos son muy altos. (Gerber,
Anwar et al. 1998) Ademads, las respues-
tas del EDHF inducidas por ACh, (Liu,
Hattori et al. 2001) shear stress, (Huang,
Wu et al. 2001) ADP e ion6foro del Ca*?
(Liu, Hattori et al. 2002) son reducidas
por la ovariectomia, un efecto que se in-
vierte por el tratamiento con 173-Estra-
diol. (Liu, Hattori et al. 2001) (Liu, Hatto-
ri et al. 2002)

Ya que EDHF juega un papel mds impor-
tante en la relajaciéon endotelio-depen-
diente de las arterias de resistencia que
en las grandes arterias, (Nishikawa,
Stepp et al. 2000) los resultados en los ra-
tones dKO muestran que la regulacién de
EDHF inducida por el estrégeno puede
ser critica en la determinacién de la resis-
tencia periférica en las mujeres y por lo
tanto, la presion arterial.

Por otra parte, algunos estudios han mos-
trado un efecto inhibitorio de los estroge-
nos en el EDHE aunque esto parece ocu-
rrir sobre todo dentro de las arterias ce-
rebrales. La respuesta del EDHF en arte-
ria cerebral media aislada de rata se re-
duce en hembras y en hembras ovariec-
tomizadas tratadas con estrégeno, en
comparacién con las ratas macho y hem-
bras ovariectomizadas tratadas con vehi-
culo. (Golding and Kepler 2001) En los
estudios in vivo de arteriolas de piama-
dre en ratas hembras, ratas ovariectomi-
zadas y ratas ovariectomizadas con tera-
pia sustitutiva con estrégenos, se llegé a
la misma conclusién, que el estrégeno
regulaba a la baja el EDHF. (Xu, Santizo
et al. 2001)




III. Estrogenos y Enfermedad Cardiovascular

El mecanismo que subyace a la up-regu-
lation mediada por estrégeno de la bioac-
tividad del EDHF requiere mds estudios.
Hay resultados que sugieren que el tra-
tamiento de las ratas ovariectomizadas
con 17p-Estradiol aumenta la expresion
de la protefnas conexina especificas (co-
nexinas 40 y 43) que forman gap junc-
tions mioendoteliales (Liu, Hattori et al.
2002) y se ha sugerido que desempefian
un papel clave en la hiperpolarizacién
del musculo liso mediada por el EDHFE.
(Sandow and Hill 2000) Ademas, el es-
trégeno aumenta la transcripcion del
Péptido Natriurético tipo C (CNP) en el
utero de ratén (Acuff, Huang et al. 1997)
y la relajacién ante CNP en la arteria co-
ronaria porcina en hembras es mayor que
en los machos. (Barber, Burnett et al.
1998)

Se ha sugerido que CNP actia como
EDHEF en la circulacién mesentérica y co-
ronaria, (Chauhan, Nilsson et al. 2003)
por lo que es posible que un aumento de
la liberaciéon o de la actividad de CNP
pueda resultar en una mayor actividad
de EDHF en las mujeres. Ademds, las
respuestas mediadas por EDHF se aso-
cian a la apertura de canales Kca y el tra-
tamiento de perros con estrégenos mejora
la vasodilatacién coronaria mediada por
la activacion de dichos canales. (Node,
Kitakaze et al. 1997)

A.2.b.4. Estrogenos y Endotelina-1.

Otro factor vasoactivo de origen endote-
lial sobre el que los estrogenos parecen
desempefiar un papel importante en su
regulacion es la Endotelina-1 (ET-1). La
ET-1 puede activar los receptores endote-
liales ETg1, que median la liberacién de
factores vasorrelajantes. Pero también
puede activar los receptores ETa y ETg2
en la célula de musculo liso vascular
(VSM) causando vasoconstriccién. (Smi-
ley and Khalil 2009)

La ovariectomia en ratas hipertensas-
DOCA hembras se ha asociado al incre-
mento de ET-1 y RNAm para el receptor
ETg> en arterias mesentéricas, siendo es-
tos efectos revertidos con tratamiento
sustitutivo con E;. (David, Carvalho et al.
2001)

Se ha descrito que E; disminuye la expre-
sién de los receptores ETp de Endotelina-
1 y su accién vasoconstrictora. (Tostes,
Nigro et al. 2003) Asimismo, el tratamien-
to con E; y acetato de noretisterona o con
el SERM raloxifeno, produce una dismi-
nucién de los niveles plasmaticos de ET-1
en mujeres postmenopdusicas. (Saitta, Al-
tavilla et al. 2001)

En resumen, Estradiol modula la expre-
sién y la liberacién de ET-1 por parte de
las células endoteliales. (Woodman and
Boujaoude 2004)
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B. Efecto de los estrogenos sobre las células musculares
lisas vasculares (VSM).

Ademas del efecto indirecto de los estré-
genos sobre el tono vascular a través de
la modulacién de factores vasoconstricto-
res/vasodilatadores, los estrégenos pue-
den actuar directamente sobre células
vasculares musculares lisas y modular el
tono de las mismas.

Se ha descrito que inducen la relajacién
en anillos vasculares desprovistos de en-
dotelio, lo que sugiere un efecto directo
sobre los mecanismos contréctiles de las

células de musculatura lisa wvascular
(VSM). (Orshal and Khalil 2004)

También se han demostrado efectos de
los estrégenos sobre la proliferacion de
células VSM tras lesiones vasculares, a
través de ER a y ERP. Se ha sugerido que
el metabolismo local de E; a 2- y 4-OH-E,,
con escasa afinidad por los ER pudiera
mediar los efectos anti-mitogénicos del Ez
sobre las células VSM.

Hay mecanismos similares a los ante-
riormente estudiados en endotelio que
parecen explicar el efecto relajante directo
de los esteroides en el musculo liso vas-
cular.

Estos mecanismos estan resumidos en la
Fig 9.

Fig 9. Modelo integrativo de los mecanismos
descritos en la via de sefalizacién estrogénica
no genémica sobre célula endotelial y célula de
la musculatura lisa vascular.

Los estrégenos se unen a los distintos ER en la
membrana citoplasmatica y activan la Fosfolipasa
C (PLC), que lleva a la produccién de IP3 y a la
liberacién de Ca*? de los depdsitos intracelulares
y activa inicialmente la eNOS, que se disocia de la
caveolina-1.

También pueden los estrégenos iniciar la trans-
formacion del Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP;) en Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIPs),
que activa la AKT y secundariamente la fosforila-
cién de la eNOS en el citosol, translocandose de
nuevo a la membrana celular donde se somete a
miristoilacién y palmitoilacién.

Esta fosforilacién puede incrementarse mediante
la activaciéon de la Protein Kinasa Activada por
Mitégenos (MAPK) y la Protein Kinasa depen-
diente de AMP. (PKA).

La eNOS activada transforma la L-Arginina en

L-Citrulina, dando lugar a un aumento de la pro-
duccién de NO.

La liberacién de NO a partir del endotelio activa
en la célula de la musculatura lisa vascular (VSM)
la Protein Kinasa dependiente de GMP. (PKG)
que a su vez disminuye la concentracién de Ca*?
intracelular, mediante la extrusién de Ca*?y la
activacién de bombas de Ca*?.

Los estrégenos también activan la COX-2, con el
consiguiente aumento de la Pglo. La Pgl, incre-
menta el AMPc en VSM, causando una disminu-
cién en la concentracién de Ca*? intracelular por
mecanismos similares a los de GMP.. De la misma
manera, también aumenta la liberacion de EDHEF,
lo que lleva a la hiperpolarizacién de la VSM y a
la relajacién de la misma.

También pueden inhibir la entrada de Ca*? la
PKC, la Rho-kinasa, MAPK vy otras vias de con-
tracciéon de la VSM. Las flechas intermitentes in-
dican inhibicién.

Modificado de Masood, DE. (2011)
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B.1. Accion mediada por endotelio.

La liberacién por parte del endotelio de
los factores descritos previamente en el
epigrafe A, inducird diversas acciones en
la célula de musculo liso vascular, a tra-
vés del incremento de los niveles de
AMP. y/o GMP,, estimulados por Pgl, y
NO, respectivamente, y actuando como
segundos mensajeros sobre distintas Pro-
tein Kinasas, segin se puede apreciar en
la Fig 9.

» PKA (Protein Kinasa A). Estimulada ba-
sicamente por AMP. resultante de la
accion de la Pgl, producida en endote-
lio. El efecto relajante del E> se correla-

ciona con los niveles de AMPc vascu-
lar. (Farhat, Abi-Younes et al. 1996)

» PKG (Protein Kinasa G). Acttia gracias
al GMP. producido por la accién del NO
sobre la Guanilato Ciclasa (GC). Su me-
canismo de accién esta basado en la ac-
cién sobre los depdsitos de Ca*? intrace-
lular, disminuyéndolos mediante la ac-
tivacion de bombas de Ca*?, que favore-
cen su extrusién o lo devuelven al reti-
culo endopldsmico. Puede estar también
activada por AMP. , (Eckly-Michel,
Martin et al. 1997) por lo que hay una
interrelacion entre ambas vias. (Keung,
Vanhoutte et al. 2005)

Por otra parte, se postula que el incre-
mento de AMPc podria inhibir también la
forforilacion de las cadenas ligeras de
miosina (MLC). (Khalil 2011)

B.2. Accion directa sobre la VSM.

B.2.a. Efectos sobre los canales de iones.

Entre los efectos directos de los estrége-
nos sobre las fibras musculares lisas des-
taca la regulacion del Ca*? intracelular,
postuldndose diversos mecanismos:

Uno de los mecanismos descritos es la
regulacion del nimero y/o permeabili-
dad de los canales de Ca+2 de la mem-
brana plasmatica.

Las fibras musculares aisladas de aorta
tordcica de ratas ovariectomizadas pre-
sentan una longitud menor junto a una
concentraciéon de Ca*? intracelular mayor
que las fibras musculares aisladas de ra-
tas intactas. Sin embargo, estas diferen-
cias no se observan entre las ratas intactas
y las ratas ovariectomizadas suplementa-
das con Ez. (Murphy and Khalil 2000)

La despolarizaciéon de la membrana me-
diada por altas concentraciones de Cloru-
ro Potdsico (CIK) estimula el paso de Ca*?
extracelular a través de canales operados
por voltaje. La contracciéon de las células
VSM inducida por CIK es menor en ratas
hembras intactas que en machos o hem-
bras castradas. El mismo efecto se da ante
la administracién de PE. Probablemente
estos efectos de disminucién de la vaso-
constriccion se deban a efectos a largo
plazo de los estrégenos sobre la expre-
sion y permeabilidad de los canales de
Ca*? operados por voltaje. (Crews and
Khalil 1999)

El E; induce relajacién en vasos contrai-
dos previamente con dosis elevadas de
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CIK en arteria coronaria, e inhibe el paso
de influjo de Ca*? inducido por PgFa y
CIK a dosis altas, lo que sugiere la inhibi-
cién de la contraccion de las células VSM
mediante la inhibicién de la entrada de
Ca*2. (Crews and Khalil 1999)

Otro efecto que podrian mediar los estré-
genos es el aumento de la salida de Ca*?
de la célula por medio de la activacién de
una bomba de calcio de membrana, si
bien la importancia relativa de este me-
canismo en la accién de los estrégenos
sobre la concentracién de calcio intracelu-
lar parece ser menos importante. (Pra-
kash, Togaibayeva et al. 1999) (Orshal
and Khalil 2004)

Los niveles de Ca*? intracelular se en-
cuentran disminuidos en mayor medida
en células VSM de aorta de ratas espon-
tdneamente hipertensas (SHR) castradas
con tratamiento estrogénico frente a ma-
chos o a hembras castradas, lo que sugie-
re un mayor efecto protector de los estré-
genos en estados de hipertensién. (Mur-
phy and Khalil 2000)

Por otra parte, los estrégenos también
pueden modificar la concentracién extra-
celular de K* mediante acciones directas
sobre las fibras musculares lisas vascula-
res, activando los canales de potasio de-
pendientes de calcio. Esta situacién lle-
varia a una hiperpolarizaciéon de la mem-
brana junto con una reduccién de la en-
trada de Ca*? por los canales regulados
por voltaje. (White, Darkow et al. 1995)
(Kleppisch and Nelson 1995)

La relajacion arterial provocada por con-
centraciones suprafisioldgicas de 17p-Es-
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tradiol se asocia con la salida de iones de
K* y se ha revertido por los inhibidores
de la activacién de los canales de K* en

las células de musculo liso. (Tsang, Yao et
al. 2003)

En cualquier caso, se ha observado una
disminucién del influjo de Ca*? a la célula
en ausencia de la activacién de la salida
de K*, lo que sugiere una mayor impor-
tancia del efecto directo de los estrégenos
sobre los canales de Ca*2. (Salom, Bur-
guete et al. 2001)

B.2.b. Accién sobre Protein Kinasa C (PKC).

La Protein Kinasa C (PKC) agrupa una
familia de isoformas dependientes e in-
dependientes del Ca*?, que se expresa en
una proporcion variable sobre diferentes
lechos vasculares. Durante la activacién
de las células VSM, ciertas isoformas de
PKC se traslocan a la superficie celular, y
activan una cascada de sefializacién que
potencia la sensibilidad de los miofila-
mentos al Ca*? y promueve la contraccién
de la musculatura lisa. (Salamanca and
Khalil 2005)

Se ha propuesto que los estrégenos pue-
den tener un efecto potencial en la expre-
sién o actividad de la PKC, puesto que su
expresiéon estd reducida en las células
VSM de aorta de ratas hembras intactas
frente a machos o ratas castradas sin
THS. (Kanashiro and Khalil 2001)
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B.2.c. Accion sobre Rho-Kinasas.

Se conoce la Rho-kinasa por su papel en
la inhibicién de la kinasa de las cadenas
ligeras de miosina (MLC) y en la poten-
ciacién de la sensibilidad de los miofila-
mentos al Ca*? intracelular, y su incre-
mento le confiere un papel importante en
la ECV, puesto que se encuentra incre-
mentada tanto en la arterioesclerosis co-
mo en el fenémeno de vasoespasmo. (Hi-
roki, Fukumoto et al. 2004)

Los estrégenos pueden participar de la
inhibicién de su expresion o actividad. La
expresion del ARNm de la Rho-kinasa
estd disminuida en cultivos de células
VSM tratadas con E,. (Shimokawa and
Takeshita 2005)

B.3. Remodelado vascular.

El crecimiento acelerado de las células
musculares lisas vasculares puede expli-
car parte de la elevacién de las resisten-
cias periféricas totales caracteristica de la
hipertensi6n arterial.

Al proceso activo por el que se producen
cambios en la proliferacién, crecimiento,
muerte y migraciéon de las células de la
pared vascular, asi como alteraciones de
la matriz extracelular se denomina remo-
delado vascular. (Gibbons and Dzau
1994)

Los estudios in vivo que utilizan varios
modelos como la lesién vascular y la ar-
teriosclerosis inducida por hipercoleste-
rolemia, ponen de manifiesto el efecto

preventivo que ejerce el E» sobre el remo-
delado vascular. (Chambliss and Shaul
2002)

Sin embargo, este efecto es complejo, y
asi nuestro grupo ha descrito que el tra-
tamiento con E previene el remodelado
vascular asociado a la ovariectomia en las
ratas SHR sélo en estadios tempranos del
desarrollo de la hipertension, sin afectar
al remodelado asociado a la ovariectomia
en estadios mas tardios.(Garcia, Gimenez
et al. 2005)

El E> puede prevenir el remodelado vas-
cular al actuar sobre los componentes
moleculares y celulares involucrados en
el mismo. De este modo, protege frente al
dafio endotelial, bloquea la inflamacién
vascular, disminuye la expresiéon de mo-
léculas de adhesion (ICAM-1, VCAM-1)
en los sitios de lesion, inhibe la formacion
de neointima, previene el desarrollo de
arteriosclerosis y la proliferacién de fibras
musculares lisas vasculares. (Tostes, Ni-
gro et al. 2003) (Liu, Iwai et al. 2002)
(Chambliss and Shaul 2002)

64




: : : : : : INTRODUCCION

C. Interaccion de los estrogenos sobre el Sistema Renina-

Angiotensina (SRA)

L —

Uno de los aspectos mds interesantes en
la accién estrogénica es aquel que se re-
fiere a la compleja interaccién con el Sis-
tema Renina-Angiotensina (SRA), uno de
los reguladores principales de la presion
sanguinea y del balance hidrosalino. El
aumento de la actividad del SRA contri-
buye a la retencién de volumen y al au-
mento de la presién arterial. (Dvorkin
and Cardinali 2003)

Los efectos de los estrégenos sobre el
SRA se producen sobre varios de los
componentes del mismo, destacando en-
tre estos la Renina, el Angiotensinégeno,
la Enzima Convertidora de Angiotensina
(ECA) y los receptores de Angiotensina IL

C.1. Estrogenos y Renina.

En relacién al efecto de los estrégenos so-
bre los niveles y la Actividad Plasmatica
de Renina, en la bibliografia existen datos
muy dispares. (Tostes, Nigro et al. 2003)
(Brosnihan, Senanayake et al. 1999)

En ratas hipertensas tratadas con estr6-
genos se produce un aumento de la Acti-
vidad Plasmaética de la Renina (Bros-
nihan, Senanayake et al. 1999) y la ova-
riectomia en ratas espontdneamente hi-
pertensas, induce un descenso de los ni-
veles de ARNm de Renina a nivel renal.
(Chen, Naftilan et al. 1992) Sin embargo,
otros autores defienden lo contrario. (Xu,
Xiao et al. 2008)
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Durante el ciclo ovdrico, los niveles de
Prorrenina (precursor de la renina) au-
mentan de forma paralela a los niveles
plasmadticos de Estradiol (durante la fase
folicular); si bien la Actividad Plasmaética
de Renina no aumenta hasta que no lo
hacen los niveles plasmdticos tanto de
estrégenos como de progesterona (fase
lttea). (Sealey, Cholst et al. 1987)

En las mujeres gestantes se produce un
aumento de los niveles plasmaticos de
Renina que se correlaciona con los niveles
de estrégenos. (Brosnihan, Senanayake et
al. 1999)

Por contra, otros autores han descrito un
menor nivel circulante de Renina en las
mujeres premenopausicas con respecto a
las postmenopdusicas, disminuyendo los
niveles en éstas por la THS. (Tostes, Ni-
gro et al. 2003)

C.2. Estrogenos y Angiotensindgeno.

Los resultados descritos en la bibliografia
acerca del efecto de los estrégenos sobre
los niveles de Angiotensinégeno son mas
uniformes.

El tratamiento con Estradiol induce un
aumento de los niveles de Angiotensiné-
geno en las mujeres menopdusicas normo
e hipertensas, pese a que no se acomparie
de cambios paralelos en los niveles de
Angiotensina II. (Jespersen, Arnung et al.
1983)
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Los anticonceptivos orales producen un
aumento de los niveles de Angiotensiné-
geno. (Oelkers 1996) Durante la gesta-
cién, los estrégenos estimulan la sintesis
hepdtica de Angiotensinégeno, cuyos ni-
veles plasmdticos aumentan paralela-
mente a los de estrégenos. (Oelkers 1996)
A lo largo del ciclo ovdrico, los niveles de
Angiotensinégeno aumentan durante la
fase folicular paralelamente al incremen-
to de los niveles de estrégenos. (Sealey,
Cholst et al. 1987)

C.3. Estrogenos y Enzima Conver-
tidora de Angiotensina (ECA).

En modelos animales se ha estudiado la
relacion e interaccion entre estrégenos y
SRA, obteniendo interesantes resultados.
Uno de los experimentos mas completos
en este sentido fue el realizado por Bros-
nihan y colaboradores en monas arterios-
clerticas ovariectomizadas. (Brosnihan,
Weddle et al. 1997) En éstas se produce
un aumento de la Actividad Plasmaética
de Renina y de los niveles de Angiotensi-
na I tras 30 meses de tratamiento con es-
trégenos conjugados equinos. Sin embar-
go, estos cambios no se reflejan en un in-
cremento de la presién arterial. La expli-
cacion reside en la reduccién de la activi-
dad de la ECA tras el tratamiento con es-
trégenos. Ademds, este hecho permite
explicar que los niveles de Angiotensina
II se mantuviesen dentro de los limites
normales, pese al aumento de la activi-
dad de Renina. Otro apoyo experimental
en favor de la regulaciéon de la actividad
de la ECA por los estrégenos es el reali-
zado en ratas transgénicas (en las que se
incorpora al genoma el gen mRen-2) que
se caracterizan por presentar niveles

plasmadticos de Renina elevados. El tra-
tamiento con Estradiol a estas ratas tras la
ovariectomia, produce una disminucién
de la actividad plasmaética de la ECA y de
los niveles plasmaticos de Angiotensina
I que se acompafian de una atenuacién
del desarrollo de la hipertension.
(Chappell, Gallagher et al. 2003)

Estos efectos de los estrégenos sobre la
actividad de la ECA han sido corrobora-
dos en humanos tras la observacién de
que la terapia con estrégenos conjugados
equinos se acompafia de una disminu-
cién de la actividad de la ECA correlacio-
nada con el aumento de la respuesta va-
sodilatadora a la hiperemia reactiva. (Tos-
tes, Nigro et al. 2003)

C.4. Estrogenos y receptores de
Angiotensina II.

Conjuntamente al efecto sobre la ECA,
los estrégenos pueden modular la accién
de la Angiotensina II por medio de la re-
gulacién que ejercen sobre sus receptores.

En este sentido, la deficiencia estrogénica
se acompafia de un aumento de la sensi-
bilidad a la Angiotensina II, mayores ni-
veles de ARNy, de AT y mayor expresion
de AT-I. Estos efectos se previnieron por
la terapia sustitutiva con Estradiol.
(Nickenig, Baumer et al. 1998) (Nickenig,
Strehlow et al. 2000) (Tostes, Nigro et al.
2003)

También se ha descrito una reduccién de
la expresion de los receptores AT> en ra-
tas ovariectomizadas que se previene
igualmente con Estradiol, (Tostes, Nigro
et al. 2003) (Armando, Jezova et al. 2002)
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asi como una mayor relacién en la expre-
sion de receptores AT1/AT: en los ma-
chos que en las hembras. (Silva-Antonia-
11i, Tostes et al. 2004)

En la siguiente figura (Fig 10) se resumen
los principales efectos de los estrégenos
sobre el SRA.

Angiotensinégeno

P

Renina — l

Angiotensina |

Angiotensina Il

Fig 10. Efecto de los Estrogenos sobre el SRA.

67

, INTRODUCCION

C.5. Estrogenos y IECA - Antago-
nistas del receptor AT 1/2

A pesar del conocimiento alcanzado, to-
davia quedan cuestiones en esta compleja
interaccion entre estrégenos y el SRA.
Diversos estudios muestran un mayor
efecto de la inhibicién de la ECA o del
antagonismo de los receptores AT; sobre
la presion arterial en las mujeres o en
hembras con respecto a hombres o ma-
chos. En este sentido, se ha observado un
mayor efecto hipotensor de una combi-
nacién de un inhibidor de la ECA y un
diurético en las mujeres que en los hom-
bres. (Safar, Myers et al. 2002) En otro es-
tudio realizado en ratas SHR, la inhibi-
cién aguda o crénica de la ECA con Ena-
lapril induce una disminucién de los ni-
veles de presion sanguinea hacia niveles
normotensos en un 70% de las hembras,
frente al 45% en el caso de los machos.
(Nigro, Fortes et al. 1997) Del mismo mo-
do, el antagonismo de los receptores AT,
con Losartan produce un descenso de la
presion arterial a niveles normotensos en
un 100% de las hembras frente al 50% en
el caso de los machos. (Silva-Antonialli,
Fortes et al. 2000)

Ademads de la influencia del sexo en la
respuesta a los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) y
antagonistas de receptores ATi, también
se ha descrito una interaccién entre la
administracion exdgena de estrégenos y
estos agentes.

En mujeres postmenopdusicas, una dosis
de Enalapril que no presenta efecto hipo-
tensor tras 14 dias de tratamiento produ-
ce una reduccién de presioén en las muje-
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res sometidas a THS con Estradiol y
Drosperinona. (Preston, Alonso et al
2002) Ademas, en ratas SHR, la adminis-
tracion de E» potencia el efecto hipoten-
sor del Captopril de forma aguda y cré-
nica. (Garcia, Gimenez et al. 2006)

En ratones, el Estradiol potencia el efecto
protector del antagonista de receptores
AT;, Olmersartan, sobre la respuesta al
dafio vascular. (Liu, Iwai et al. 2002) Sin
embargo, y en contraposiciéon a estos re-
sultados, también se ha descrito una inci-
dencia nula de la THS o de la administra-
cién exdgena de estrégenos sobre el efec-
to de los IECA, tanto en mujeres postme-
nopdusicas como en ratas SHR. (Blacher,
Raison et al. 1998) (Grady, Herrington et
al. 2002)

Otra de las posibilidades que podrian
mediar parte de la accién de los antago-
nistas AT seria un aumento de la accién
de la Angiotensina II a través de sus re-
ceptores AT,, promoviendo una cascada
que involucra a la Bradiquinina, NO y
GMP.. (Carey, Wang et al. 2000) También
se ha descrito que el antagonismo de los
receptores AT; pone de manifiesto un
efecto hipotensor de la Angiotensina II y
un aumento de la vasodilatacién media-
dos por receptores AT>. (Li and Widdop
2004)

El papel que desempefian tanto el NO
como la Bradiquinina en la accién de los
agentes terapéuticos que acttian sobre la
ECA podria explicar los resultados que
apuntan a una mayor efectividad de estos
tarmacos facilitada por los estrégenos.

Esta es una cuestion interesante, debido a
que la Asociacién Americana del Corazén
(AHA) aconseja el tratamiento con IECA
como fdrmaco de eleccién en mujeres con
riesgo de ECV. (Mosca, Appel et al. 2004)

Cabe resaltar que los estrégenos, ademads
de aumentar la biodisponibilidad de NO,
(Chambliss and Shaul 2002) parecen fa-
vorecer la acciéon de la Bradiquinina.
(Madeddu, Emanueli et al. 1997) (Sumi-
no, Ichikawa et al. 1999)

Esto podria explicar una modulacién de
la accién de los IECA y/o de los antago-
nistas de los receptores AT; por parte de
los estrégenos.
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TERAPIA HORMONAL SUSTITUTIVA'Y
RIESGO DE ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

Los primeros estudios experimentales y
clinicos acerca del papel protector de los
estrégenos, y por ende de la terapia hor-
monal sustitutiva (THS), abrian unas in-
mejorables expectativas acerca del efecto
beneficioso que ejercian dichas hormonas
sobre la salud cardiovascular de la mujer
postmenopdausica, ya que existe un im-
portante cuerpo de evidencia que de-
muestra los efectos beneficiosos de los
estrégenos sobre la funcién endotelial y
vascular.

El Nurses” Health Study (NHS) fue pio-
nero en plantear el efecto beneficioso de
la THS. Se trataba de un estudio observa-
cional de mds de 120.000 mujeres. Estas
mujeres respondieron a cuestionarios
desde 1976 a 1990 acerca del uso de hor-
monas, su historia médica y los factores
de riesgo cardiovascular (altura, peso,
tabaquismo, y otros). En el andlisis de es-
tos datos se encontré un importante efec-
to protector de la THS en mujeres que uti-
lizaban estrégenos solos o en combina-
cién con gestdgenos. (Stampfer, Colditz et
al. 1991) Sin embargo, como el NHS fue
un estudio observacional, existia la preo-
cupacién de que los beneficios observa-
dos pudieran haber sido exagerados, en
parte porque las mujeres que utilizaban
THS pudieran tener mejor estado de sa-
lud basal que las mujeres que no lo usa-
ban. Otros sesgos en la poblacién de mu-
jeres que participaron en el NHS limitaba
la aplicabilidad de los resultados a toda
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la poblacién. En general, las asociaciones
podian ser descubiertas a partir de estu-
dios observacionales, pero la causalidad
no podia ser establecida con una eviden-
cia cientifica.

Diversos estudios bdsicos y traslacionales
avalaron estos resultados, haciendo inca-
pie en el efecto beneficioso de los estré-
genos sobre la funcién endotelial. Asi en
mujeres postmenopdusicas y animales
hembra ovariectomizados (Pinto, Virdis
et al. 1997),(Lieberman, Gerhard et al.
1994) se ha demostrado que la adminis-
tracion de estrégenos mejora la vasodila-
tacion dependiente del endotelio induci-
da por vasodilatadores o por flujo.
(Hashimoto, Akishita et al. 1995) (Chan,
MacAllister et al. 2001) (Kalantaridou,
Naka et al. 2004)

Del mismo modo, la disfuncién endote-
lial en mujeres que sufren menopausia en
las primeras etapas de la vida, debido a
una intervencién quirtrgica, es mejorada
considerablemente después del trata-
miento con estrégenos. (Zegura, Keber et
al. 2003)

Estos hallazgos dan a entender que el tra-
tamiento con estrégenos en la postmeno-
pausia no se limita a revertir la disfun-
cién endotelial relacionada con la edad
(Taddei, Virdis et al. 1996) sino mads bien
debida a una pérdida de hormonas se-
xuales femeninas.
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Asi, se piensa que los efectos vasodilata-
dores de los estrégenos juegan un papel
importante para desarrollar un fenotipo
hipotensor y anti-inflamatorio en las mu-
jeres premenopdusicas, protegiendo fren-
te al desarrollo de la aterosclerosis.

Curiosamente, la inclusion de progestd-
genos en la terapia hormonal sustitutiva
podria bloquear el efecto de los estrége-
nos sobre la biodisponibilidad de NO,
(Sorensen, Dorup et al. 1998) (Jokela, Das-
tidar et al. 2003) pese a que otros autores
sugieren un aumento de la biodisponibi-
lidad de NO por efecto de la progestero-
na. (Orshal and Khalil 2004)

Las mujeres premenopdusicas que reci-
ben tratamiento con estrégenos tras una
menopausia quirtrgica también experi-
mentan una mejora de la funcién endote-
lial. (Chambliss and Shaul 2002) Efectos
similares se ha observado en mujeres j6-
venes que toman contraceptivos orales.
(John, Jacobi et al. 2000)

También en hombres se produce una me-
jora de la funcién endotelial mediada, al
menos parcialmente por NO, tras la ad-
ministracién prolongada de estrégenos.
(McCrohon, Walters et al. 1997), (New,
Timmins et al. 1997)

Sin embargo, algunos estudios no repor-
tan cambio alguno, o incluso una dismi-
nucién en la bioactividad del NO tras
ovariectomia y tratamiento crénico con
17p-Estradiol. (Liu, Hattori et al. 2001)
(Sakuma, Liu et al. 2002)

La explicaciéon de estos resultados con-
tradictorios es dificil, pero puede reflejar
la heterogeneidad con respecto al papel
del NO enddgeno en la relajacién depen-
diente de endotelio, segun el lecho vascu-
lar estudiado.

la literatura demuestra
que la produccién basal de NO parece
estar elevada en grandes arterias y vasos
de resistencia en respuesta a los estrége-
nos. Sin embargo, los casos en los que se

Curiosamente,

produjo una respuesta mediada por au-
mento de NO, eran los de las arterias con
mayor calibre, (Gonzales, Walker et al.
2001) mientras que en las arterias de re-
sistencia, los cambios en la bioactividad
de Oxido Nitrico no parecian desempe-
fiar un papel en la respuesta vascular al-
terada. (Huang, Sun et al. 2001)

Los resultados de estudios clinicos son
coincidentes con los numerosos estudios
en animales y demuestran un nivel circu-
lante aumentado de NO en mujeres pre-
menopdusicas en comparacion con los
hombres, (Sudhir, Jennings et al. 1996) y
en mujeres postmenopdausicas con THS.
(Rosselli, Imthurn et al. 1995) Ademads, el
tratamiento de las células endoteliales
humanas cultivadas con 17p-Estradiol
aumenta la liberacién de NO tanto basal
y estimulado. (Yang, Bae et al. 2000)

Tomados en conjunto estos estudios, su-
gieren que los estrégenos elevan la pro-
duccién de NO endotelial y que esta pu-
diera ser la razén de los elevados niveles
de NO en la circulacién, tipico de las mu-
jeres frente a los hombres.
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Pese tras estas evidencias iniciales, fueron
apareciendo ensayos clinicos prospecti-
vos que no demostraban un efecto bene-
ficioso de los estrégenos sobre el sistema
cardiovascular.

De entre estos ensayos destacan por su
importancia el Heart and Estrogen/Pro-
gestin Replacement Study (HERS) (Hu-
lley, Grady et al. 1998) (Grady, Herring-
ton et al. 2002) en lo que se refiere a la
prevenciéon secundaria de la enfermedad
cardiovascular (ECV) y el Women’s
Health Initiative (WHI) (Rossouw, An-
derson et al. 2002) (Anderson, Limacher
et al. 2004) en cuanto a la prevencién
primaria de ECV.

Por un lado, de los resultados obtenidos
en el HERS (Hulley, Grady et al. 1998) no
se podia concluir que la THS tuviera un
efecto beneficioso sobre el riesgo de
(ECV). Se trataba de un estudio ciego,
aleatorizado, placebo-control, de preven-
cién secundaria, realizado en 2763 muje-
res postmenopdusicas con enfermedad
cardiovascular establecida. La media de
edad de las pacientes era de 66.7 afios, y
se establecieron 2 brazos de intervencién
[THS con estrégenos conjugados equinos
(ECE) (0.625mg/dia) y acetato de medro-
xiprogesterona (AMP) (2.5 mg/dia) ad-
ministrados por via oral vs placebo] La
duraciéon del HERS fue de 4.1 afios en los
que la incidencia de fenémenos cardio-
vasculares adversos en las mujeres some-
tidas a THS aumenté durante el primer
afo, disminuyendo posteriormente a par-
tir del tercer afio. Este hecho llevé a con-
tinuar con el estudio, apareciendo el
HERS II. (Grady, Herrington et al. 2002)
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En este segundo estudio no se observé
reduccién del riesgo cardiovascular con
la THS al prolongar el tiempo de la tera-
pia 2.7 afios mads (Fig 11), lo que llevé a la
American Heart Association a desaconse-
jar el uso de la THS para la prevencién
secundaria de enfermedades cardiovas-
culares.

'
Figure 3. Kaplan-Meier Estimates of the
Cumulative Incidence of CHD Events

—— Hormones
— — Placebo

Incidence, %

0 1 2 3 4 5 6 7
Follow-up, y
No. at Risk

Hormones
Placebo

1380 1303 1247 1196 1133 1043 984 354
1383 1334 1269 1209 1122 1039 976 336

Coronary heart disease (CHD) events are death and
nonfatal myocardial infarction. The curves are trun-
cated at year 7 when less than half of the cohort re-
mains in follow-up.

Fig 11. Incidencia acumulativa de eventos car-
diovasculares en el estudio HERS II.

Gréfica Kaplan-Meier.

Grdfica original de Grady, D. (2002)
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Por otro lado, en lo que se refiere a la
prevencion primaria de enfermedad vas-
cular, el WHI (Rossouw, Anderson et al.
2002) estudi6 el efecto de la THS en muje-
res postmenopdusicas sanas sin encontrar
un efecto beneficioso de la THS sobre el
riesgo de ECV. (Fig 12)

El WHI fue un estudio doble ciego, alea-
torizado y controlado realizado en 16608
mujeres. Un brazo del ensayo evalué la
combinacion de estrégenos y gestagenos,
utilizando la misma THS que el HERS, en
mujeres con utero e historia de la meno-
pausia natural. El otro brazo evalué tera-
pia estrogénica sin oposicion en mujeres
histerectomizadas.

Los resultados primarios fueron el estu-
dio riesgo-beneficio para la enfermedad
cardiaca coronaria y el cdncer de mama.
Los investigadores también consideraron
otras patologias, como accidente cerebro-
vascular, embolia pulmonar, cdncer de
endometrio, cancer colorrectal, fractura
de cadera, y la muerte debido a otras
causas.

Otros grupos de investigacion dentro de
la WHI también examinaron los aspectos
de la funcién cognitiva y demencia, asf
como otras enfermedades graves.

-
Figure 3. Kaplan-Meier Estimates of Cumulative Hazards for Selected Clinical Outcomes

Coronary Heart Disease

0.03~
HR, 1.29
95% nCl, 1.02-1.63
.g 95% aCl, 0.85-1.97 HJF
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= //
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No. at Risk
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Progestin 8506 8353 8248 8133 7004 4251 2085 814
Placebo 8102 7999 7899 7789 6639 3948 1756 523

—— Estrogen + Progestin —— Placebo

Stroke

HR, 1.41
95% nCl, 1.07-1.85
95% aCl, 0.86-2.31

8506 8375 8277 8155 7032 4272 2088 814
8102 8005 7912 7804 6659 3960 1760 524

Fig 12. Incidencia acumulativa de eventos cardiovasculares en el estudio WHI. Grafica Kaplan-Meier.
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Como la THS empleada en el WHI fue la
misma que en el estudio HERS (una
combinacién de ECE y AMP administra-
dos por via oral), los mismos autores del
WHI describen como una limitacién el
uso de una tnica terapia e indican que
los resultados no necesariamente deben
ser iguales con el empleo de otras dosis,
otras formulaciones administradas oral-
mente 0 con estrogenos y progestagenos
aplicados por via transdérmica.

Con el fin de discernir el posible efecto de
la utilizacién de un gestdgeno junto con
los estrégenos se prosiguié el estudio
WHI en mujeres que habian sido someti-
das previamente a histerectomia, en las
que la terapia empleada consistié tnica-
mente en ECE y en las que, tras 5.2 afios
de THS, el balance entre riesgo y benefi-
cio fue incierto.

Inesperadamente, en mayo de 2002, des-
pués de un seguimiento medio de 5,2
afos, un brazo principal del ensayo clini-
co WHI se detuvo. Los datos intermedios
obtenidos recomendaron concluir el bra-
zo E+G del ensayo debido a que se suge-
ria que el riesgo debido al incremento del
cdncer de mama, junto con la evidencia
de un aumento de enfermedad coronaria,
accidente cerebrovascular y embolia
pulmonar, sobrepasaban el beneficio so-
bre las fracturas y el posible beneficio so-
bre el cdncer de colon en las mujeres con
THS.

El brazo de E sin gestdgeno del estudio
también se terminé poco después de 6,8
aflos de seguimiento, pero por razones
diferentes. En este brazo, también habia
una falta de beneficios para el corazoén, el
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resultado primario del estudio, y un au-
mento del riesgo de accidente cerebro-
vascular, pero sin incremento del riesgo
de cdncer de mama, a diferencia del bra-
zo E+G. (Anderson, Limacher et al. 2004)

En un principio, todos estos resultados se
interpretaron dogmadticamente, credindose
una corriente de opinién contraria a la
posibilidad de un efecto beneficioso de
los estrégenos sobre el sistema cardiovas-
cular. Sin embargo, los conocimientos
adquiridos en el tiempo nos hacen valo-
rar de forma prudente los resultados de
estos estudios. (Palacios, Calaf et al. 2003)

Aunque los ensayos clinicos se conside-
ran los estudios que ofrecen el mayor ni-
vel de evidencia médica, tienen limita-
ciones que deben tenerse en cuenta. Se
puede probar una sola intervencién, lo
que significa que diferentes dosis de
hormonas o modos de administracién
(por ejemplo, aerosoles, implantes, e in-
sertos vaginales) son normalmente no
factibles y no se estudiaron en el WHI.
Debido a que requieren una estrecha vigi-
lancia, son limitados en tamafo en com-
paracion con los ensayos observacionales.
Por dltimo, las mujeres que deciden par-
ticipar en un ensayo clinico pueden no
ser plenamente representativas de toda la
poblacién, a la que podrian aplicarse los
resultados del estudio.

Como se ha comentado anteriormente, la
terapia empleada (ECE), en los que el sul-
fato de estrona es el principal estrégeno
presente en el preparado, no puede ser
extrapolable al empleo de otras formula-
ciones como las que emplean 17p-Estra-




IV. THS y riesgo de Enfermedad Cardiovascular

diol. (Parrilla and Abad 2004) (Coelingh
Bennink 2004)

Ademads, la via de administracion es otro
factor importante a tener en cuenta a la
hora de evaluar la efectividad de la THS,
puesto que el metabolismo hepdtico de
los estrégenos puede variar el espectro de
estrégenos circulantes e interferir con el
metabolismo hepdtico de lipidos. (Coe-
lingh Bennink 2004)

Por otro lado, factores asociados a la po-
blacién también podrian incidir sobre los
resultados obtenidos en los diferentes es-
tudios. Asf, la edad media de las mujeres
empleadas en estos estudios supera en 10
afios la aparicién de la menopausia y esto
podria explicar la diferencia en mortali-
dad cardiovascular con estudios previos.
(Maas, van der Graaf et al. 2004)

Aunque tedricamente las mujeres que
formaban parte del estudio WHI eran sa-
nas, 2/3 de estas tenian un indice de ma-
sa corporal (IMC) correspondiente a va-
lores de sobrepeso y mds atin, de estas
mujeres con sobrepeso, la mitad presen-
taban obesidad moérbida. Por tanto, este
factor debe tenerse en cuenta ya que la
obesidad constituye un importante factor
de riesgo de ECV per se y puede dificultar
la interpretacién de los resultados. (Pa-
rrilla and Abad 2004)

El debate acerca de los resultados de este
estudio, ha sido apasionante, y desde el
primer trabajo publicado en 2002, multi-
tud de estudios en paralelo se han reali-
zado a partir de los resultados obtenidos,
bien por el grupo que piloté el WHI, bien
por otros autores.

Hay muchas objeciones emitidas acerca
del disefio del estudio. Cuando los resul-
tados del WHI se publicaron por primera
vez, los datos fueron agregados para
proporcionar la maxima potencia estadis-
tica necesaria para hacer factible el estu-
dio en el primer lugar. La ventaja de la
agregacion de los datos proporciona me-
jores intervalos de confianza con los que
estimar los riesgos o beneficios.

Sin embargo, el coste fue que no todos los
grupos de edad de las mujeres podrian
ser considerados por separado, aunque
considerar subgrupos de edad en el estu-
dio hubiera alargado los tiempos y costes
enormemente.

Por lo tanto, el estudio ha respondido a
muchas preguntas, pero ha abierto mu-
chos interrogantes a su vez.

Una de las criticas principales a la hora
de los resultados del WHI (brazo E+G)
siempre ha sido que las mujeres no fue-
ron estratificadas por edad, y que los re-
sultados globales del andlisis de datos
puede no ser relevante para las mds jove-
nes, las mujeres sintomdticas que estdn
mads cerca de la menopausia. Desde en-
tonces, varios andlisis de seguimiento
han abordado esta cuestion.

Antes de la publicacién del WHI, la cre-
encia subyacente era que la THS tenia un
efecto beneficioso sobre el corazén. A par-
tir del WHI, el consenso pasé a ser que la
THS plantea mds riesgos que beneficios
cuando se utiliza para la prevencién de
las enfermedades crénicas. Ahora que los
resultados de los estudios de seguimiento
se han combinado, con los resultados es-
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tratificados por década de edad, hay
controversia acerca de si el uso de THS
para tratar el sindrome climatérico pu-
diera tener un beneficio para la preven-
cién de enfermedad coronaria en mujeres
entre 50 y 59 afios de edad, aunque incu-
rramos en un riesgo pequefio pero pro-
gresivo de cdncer de mama, cuando da-
mos estrégenos combinados con gestdge-
nos. (Rossouw, Prentice et al. 2007).

A medida que las mujeres envejecen atin
mas, las hormonas conllevan riesgos cada
vez mayores para el sistema cardiovascu-
lar, ya que el propio envejecimiento au-
menta el riesgo basal y las hormonas pa-
recen aumentar el riesgo atin mds. De he-
cho, se ha descrito que el riesgo de ECV
en la mujer se iguala al del hombre entre
5 y 10 afios después de la menopausia,
significando el cese definitivo de la acti-
vidad ovdrica. (Wenger 1997) (Maxwell
1998)

Enfermedad
Enfermedad coronaria (mortal o no)
Accidente Cerebro Vascular

Céancer de mama

Trombosis venosa - TEP

Cancer colorrectal

Fractura de cadera

: INTRODUCCION

La posibilidad de que el estrégeno puede
tener un efecto cardioprotector si se inicia
en mujeres sintomadticas cercanas a la
menopausia tiene una base en estudios
de experimentacién animal y algunos es-
tudios limitados en humanos y se sigue
evaluando en ensayos clinicos en curso.

Los hallazgos relacionados con los prin-
cipales criterios de valoraciéon de los dos
ensayos del WHI para mujeres de todas
las edades combinadas se resumen en la
tabla siguiente (Tabla 1), donde se espe-
cifica la diferencia de ndmero de casos
cada 10000 personas en un afio que pade-
cen ciertas enfermedades estudiadas en el

WHI.

+8 +11
+8 -6

+18 +8
-6 +1

Tabla 1. Tabla resumen del WHI, sefialando la diferencia en n° de casos cada 10000 pers /afio
de varias enfermedades utilizando THS comparada con mujeres que no usan THS.
Los resultados sombreados en amarillo: diferencias significativas.

Modificado de Rossouw, JE. (2002-2007)
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El brazo E+G del estudio WHI evaluo el
impacto del estrégeno y gestdgeno en el
desarrollo de enfermedades crénicas re-
lacionadas con el envejecimiento en mu-
jeres sanas postmenopdusicas con utero
intacto. Los resultados de los primeros
andlisis sugirieron que los riesgos globa-
les de la THS superaban a los beneficios
cuando se usa para la prevenciéon de en-
fermedades. Como se muestra en la Tabla
1, el estudio indica un exceso de riesgo
absoluto de enfermedad cardiaca corona-
ria, accidente cerebrovascular, y trombo-
sis venosa, y un exceso de beneficio abso-
luto de cancer colorrectal y fractura de
cadera en mujeres con THS. El exceso de
los riesgos y beneficios absolutos son
aquellos que se pueden atribuir a THS.

Con mucho, el resultado mds sorpren-
dente y preocupante del estudio WHI fue
que en el primer afio de iniciar la terapia
combinada, las mujeres experimentaron
un riesgo de enfermedad coronaria un
81% mayor (IC 1.09-3.01). Durante todo
periodo de seguimiento, el riesgo se in-
crementd en un 24 % (IC 0.97-1.60). Esto
se tradujo en 6 casos adicionales de en-
fermedad cardiaca cada 10.000 mujeres
que usaban THS durante un afio. El au-
mento en el riesgo de cardiopatia corona-
ria descrito para THS combinada no per-
siste tras el abandono de la THS.

Rossouw estratificé las mujeres tanto por
edad como por afios de menopausia, en-
contrando que las mujeres que comenza-
ron la menopausia menos de 10 afios an-
tes de iniciar la THS, tenfan un riesgo re-
lativo de enfermedad cardiaca coronaria
de 0,76 (IC 0.50-1.16). Esto sugiere una
ausencia de efectos cardiovasculares per-

judiciales para las mujeres cerca de la
menopausia que utilizan terapia combi-
nada. (Rossouw, Prentice et al. 2007)

Sin embargo, Prentice publica un reandli-
sis de los mismos datos, encontrando que
las mujeres que habfan iniciado THS
combinada dentro de los 5 afios de la
menopausia no experimentaron un riesgo
significativamente mayor de enfermedad
cardiaca coronaria. (Prentice, Manson et
al. 2009) Sélo en el grupo de mayor edad,
aquellas con 20 o mads afios a partir de la
menopausia, tuvieron un riesgo relativo
incrementado significativamente a 1,66
(IC 1.14-2.41).

Un resultado similar se encontré cuando
se estratificé a las mujeres por edad.

Edad (afios) RR IC 95%
50-59 1.29 0.79-2.12
60-69 1.03 0.74-1.43
70-79 143 1.04-2.11

En el grupo de 70-79 se alcanz¢ significa-
cién estadistica.

Asf, la interpretacién de estos resultados
sugieren que la edad de la mujer cuando
se inicia THS o los afios que han pasado
desde la menopausia, son factores impor-
tantes en la relacién entre la enfermedad
coronaria y la terapia hormonal. Se debe
contraindicar la terapia hormonal para
las mujeres con mds de 70 afios de edad,
o con 20 o mds afios a partir de la meno-
pausia, debido al riesgo aumentado de
enfermedad coronaria. Sin embargo, en el
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momento actual no se puede inferir be-
neficio ni dafio cardiovascular para las
mujeres mds jovenes y las mds préximas
a la menopausia, aunque los estudios en
curso arrojardn mads luz sobre esta cues-
tion.

Hay algunas diferencias en los datos re-
sultantes de los estudios del WHI y de
estudios observacionales como el Nurses’
Health Study (NHS). En un estudio reali-
zado por Grodstein, también se estratifi-
can los datos del NHS por el tiempo
transcurrido desde la menopausia y por
edad.

Las mujeres con tutero intacto que inicia-
ron THS antes de 4 afios desde la meno-
pausia tuvieron una reduccién estadisti-
camente significativa de la enfermedad
coronaria, en comparacién con las muje-
res de la misma edad que nunca habian
utilizado la terapia hormonal, con un
riesgo relativo de 0,72 (IC, 0.56-0.92). Para
las mujeres que iniciaron la terapia hor-
monal combinada a partir de los 10 afios
de la menopausia, en comparaciéon con
las mujeres que nunca usaron terapia
hormonal, el riesgo relativo fue de 0,90
(IC, 0.62-1.29). (Grodstein, Manson et al.
2006)

Algunas de las razones propuestas para
explicar las diferencias en los resultados
en enfermedad coronaria entre los estu-
dios observacionales y el WHI (después
de controlar la edad y el tiempo desde la
menopausia) incluyen:

1. La posibilidad de que los estudios ob-
servacionales no pudieran controlar los
factores de confusién adicionales.
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2. La incapacidad de los estudios obser-
vacionales para capturar eventos clini-
cos que se producen poco después de
iniciar la terapia hormonal. En particu-
lar, como los estudios de observacion
incluyen mujeres que contintian con el
uso de THS, es poco probable que se in-
cluyeran en el estudio las mujeres que
desarrollaron enfermedad coronaria po-
co después de comenzar la terapia hor-
monal.

3. En los resultados del WHI, la falta de
comparacién entre las mujeres que usa-
ban ya THS y las que nunca la habian
utilizado, una comparacién que el NHS
contempla. Existe la posibilidad de que
exista un impacto directo para la salud
debido al cese y posterior reinicio de la
terapia hormonal, hecho que se dio en
los estudios del WHI. Tanto en el grupo
THS como en el placebo en el WHI, las
mujeres que se habfan inscrito tomaban
previamente hormonas. En contraste, el
NHS comparé a las usuarias en curso de
THS con las que nunca la habian utili-
zado.

4. Cuestiones relacionadas con el trata-
miento que puede afectar a los datos. En
un ensayo controlado aleatorizado, las
mujeres deben cefiirse a la pauta que se
les ha asignado. En el brazo de E+G del
WHLI, alrededor del 40% de las mujeres
no se adhieren a sus pildoras asignadas.
Muchas adivinaron su "grupo” o tenfan
efectos secundarios que requirieron co-
nocimiento de la asignacién de trata-
miento para dar el tratamiento médico
adecuado. Esto hizo que el estudio no
fuera del todo ciego, por ejemplo, en
mujeres con sangrados, ya que para tra-
tarlas, habia que saber qué farmaco to-
maban y obrar en consecuencia. (Parrilla
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and Abad 2004) Asi, el WHI utilizé un
andlisis de "intencién de tratar”, por lo
que todas las mujeres asignadas al gru-
po THS se consider6 que fueron tratadas
con terapia hormonal. Se hicieron ajus-
tes desde entonces para la adhesion al
tratamiento, ajustes que no han dado
una explicacién de la discrepancia entre
el NHS y el WHI. En el NHS no hubo
efecto de "intencién de tratar", ya que se
basaba en el uso de hormonas reportado
por las mujeres. (Hernan, Alonso et al.
2008)

El brazo de E solos en mujeres histerec-
tomizadas se detuvo a principios de 2004
después de 7,1 afios a causa de su "inuti-
lidad", la determinacién de que el estu-
dio, incluso si se lleva a la terminacidn,
no serfa capaz de determinar un beneficio
significativo en la enfermedad coronaria
del corazén, amen de un aumento de
riesgo de ACV. (Anderson, Limacher et
al. 2004)

A diferencia del régimen de E+G, las mu-
jeres que tomaron E solos no tuvieron un
mayor riesgo de enfermedad coronaria.
Sin embargo, durante los 7 afios de se-
guimiento, las usuarias de THS no tuvie-
ron beneficio cardiovascular alguno.

Para las mujeres mds jovenes (de 50 a 59
afnos), hubo un beneficio sugerido, pero
no alcanzé significacién estadistica, con
un RR 0.63 (IC, 0.36-1.08) (Hsia, Langer et
al. 2006) Algunos resultados finales com-
puestos (tales como infarto de miocardio,
muerte coronaria, by-pass de la arteria
coronaria, intervencion coronaria percu-
tdnea y angina de pecho combinados) se
redujeron significativamente en este gru-

po de edad mds joven de las mujeres que
tomaron estrégenos solos.

En otro andlisis del WHI limitado a las
mujeres de 50 a 59 afios de edad, se estu-
dio la calcificacion de las arterias corona-
rias, con una puntuacién menor (alrede-
dor del 30%) entre las mujeres que reci-
bieron ECE que las asignadas a placebo.
(Manson, Allison et al. 2007) Esta pun-
tuacién es un factor predictivo de riesgo
futuro de eventos cardiovasculares.

Si bien estos datos son indicativos de que
la terapia hormonal después de la meno-
pausia, si se inicia precozmente puede ser
beneficiosa a largo plazo para la preven-
cién de la enfermedad coronaria, el asun-
to estd lejos de ser resuelto y los autores
de este estudio advierten que la terapia
con estrégenos no deberia iniciarse o con-
tinuarse solo con el propdsito expreso de
prevenir la enfermedad cardiovascular en
mujeres postmenopdusicas. (Manson,
Allison et al. 2007)

Al igual que los resultados de la THS
combinada, el hecho de que no hubiera
ningtn beneficio general sobre la salud
cardiovascular en el grupo de mujeres
que usaron solo estrégenos, fue una sor-
presa.

Los resultados basados en las enfermeras
que participaron en el NHS, sugerian que
hubo una reduccién estadisticamente
significativa en la enfermedad coronaria
entre las mujeres que tomaron estrége-
nos. En particular, las que comenzaron la
terapia hormonal en los primeros 4 afios
de la menopausia tenfan una reduccién
del 38% en la enfermedad coronaria, con
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un RR 0.62 (IC, 0.52-0.76). Para las muje-
res en el mismo grupo demografico que
los de los estudios del WHI, no hubo re-
lacion significativa entre la THS y la car-
diopatia coronaria en aquellas que co-
menzaron THS al menos 10 afios después
de la menopausia, con un RR 0.87 (IC,
0.69-1.10). (Grodstein, Manson et al. 2006)
Al igual que con en el estudio de mujeres
con utero intacto, hay diferencias en estos
ensayos que pueden explicar por qué los
el WHI y el NHS obtuvieron resultados
diferentes para la enfermedad cardiaca.

En primer lugar, la “intencién de tratar”
en el andlisis del WHI (en el que el grupo
de mujeres que estdn asignadas a THS se
enfrenta al que se les asigna placebo, in-
dependientemente de su comportamiento
real) no es superponible a la comparacién
de grupos del NHS, en el que se valora
las que utilizaban THS en ese momento
frente a las que nunca lo habian usado.

En particular, en el estudio con E solos,
cerca del 50% de ambos brazos, placebo o
E solos, habia detenido el régimen de tra-
tamiento asignado (menos adherencia
incluso que en el estudio con THS com-
binada).

Desde la publicacién de los primeros re-
sultados del WHI en julio de 2002, se ha
ido perfeccionado nuestro conocimiento
sobre los riesgos y beneficios de la terapia
hormonal en mujeres postmenopdusicas.
Los resultados generales muestran que la
THS parece llevar consigo un minimo in-
cremento de riesgos detectables cuando
se usa durante cinco afios 0 menos en
mujeres sanas de 50 afios, el grupo mads
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propenso a presentar sintomatologia va-
somotora y de atrofia vaginal.

Cuando se combinaron los datos, tanto
para el estudio de E+G y de E solos, el
riesgo relativo para mortalidad global fue
de 1.02 (IC, 0.90-1,.5), lo que sugiere que
no hay un impacto claro sobre la mortali-
dad. Sin embargo, hubo una reduccién en
la mortalidad total en el grupo de edad
de 50 a 59 anos, con un RR de 0.70 (IC,
0.51-0.96) con una tendencia no significa-
tiva al incremento de riesgo en todos los
grupos de edad (p = 0,06). (Rossouw,
Prentice et al. 2007) Las mujeres entre 70
y 79 afios experimentaron un incremento
de mortalidad significativamente mayor
atribuible a la THS en comparacién con
las mujeres de 50 a 59 afos (p = 0,03).

Por lo tanto, hemos de prestar mds aten-
cién a los riesgos relacionados con la
edad, asi como los beneficios de la terapia
hormonal para la menopausia.

Mientras que por un lado, la terapia
hormonal combinada previene fracturas
y cancer de colon, y los estrégenos solos
reducen los eventos coronarios y los de-
positos de calcio en las coronarias de mu-
jeres de 50 afios histerectomizadas, los
riesgos concomitantes desaconsejan el
uso de hormonas como una estrategia
preventiva en este momento. Se hace ne-
cesaria una evaluaciéon mds profunda del
tipo de estrégeno, con dosis mds bajas
que las descritas en el WHI y con diferen-
tes pautas de tratamiento.

Mientras tanto, las mujeres que tienen
que recurrir a los estrégenos para el ali-
vio de la sintomatologia climatérica pue-
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den beneficiarse enormemente de la gran
cantidad de informacién que el WHI ha
proporcionado para ayudar a entender
cémo deben ser monitorizados estos tra-
tamientos hormonales, e implica un ejer-
cicio de informacién a la mujer en rela-
cién al balance riesgo/beneficio, lo que
debemos esperar cuando finalicemos la
terapia hormonal.

Los avances en el conocimiento de los
mecanismos de accion de los estrégenos
han afiadido otros condicionantes impor-
tantes sobre la respuesta a la THS, como
por ejemplo, la existencia de polimorfis-
mos del gen que codifica el subtipo de
receptor ERa. Uno de estos polimorfis-
mos estd presente en un 20-30% de la
poblacién y duplica o triplica el riesgo de
enfermedad coronaria, tanto en mujeres
como hombres. (Shearman, Cupples et al.
2003) (Schuit, Oei et al. 2004)

En medio de esta polémica apasionante
hemos desarrollado nuestra investiga-
cién, intentando profundizar en nuestro
conocimiento sobre la accién estrogénica
sobre el sistema cardiovascular, huyendo
de actitudes dogmaticas y prejuicios que
son los que secularmente ponen barreras
al avance la Ciencia.
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HIPOTESIS vy OBJETIVOS

HIPOTESIS

La pérdida de la funcion ovarica en ratas induce alteraciones de la funcion cardiovascular
asociadas a disfuncion del endotelio vascular y a un estado redox pro-oxidante, que
se previenen con el tratamiento hormonal sustitutivo con Estrégenos.

OBJETIVOS

1

Evaluar si la deprivacién crénica de Es-
trégenos tras ovariectomia induce cam-
bios hemodindmicos en la rata hembra.

2

Determinar si los cambios hemodindmi-
cos observados en ratas con deprivacién
crénica de Estrégenos, se acompafnan de
una disfuncién del endotelio vascular.

3

Estudiar los posibles mecanismos fisiopa-
tolégicos de la disfuncién endotelial pre-
sente en ratas hembras privadas créni-
camente de Estrégenos.

3.4.

Evaluar si la ovariectomia da lugar a
una disminucién en la produccién de
NO

3.b.
Valorar la participacion del stress oxida-
tivo en ratas ovariectomizadas.

4

Estudiar si las alteraciones hemodindmi-
cas y de la funcién endotelial observadas
en las ratas ovariectomizadas pueden de-
berse a la ausencia de Estradiol, y si la
terapia de sustitucion con Estrégenos
previene las alteraciones hemodindmicas
y la biodisponibilidad de NO en estas ra-
tas sin funcién ovdrica.

5

Estudiar la interaccién entre NO y Angio-
tensina II en los efectos cardiovasculares
de la administraciéon aguda de Estradiol.

5.Q.

Evaluar el efecto hemodindmico de la
administracion aguda de 17p3-Estradiol.

5.b.

Evaluar la participacién del NO en los
efectos hemodindmicos mediante la in-
hibicién previa de la sintesis de NO, y
comparar dicho efecto con el observado
en presencia de otro vasoconstrictor.

5.c.

Valorar la participacién de la Angioten-
sina II en estas acciones hemodindmicas.
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MATERIAL: ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas hembras de dos cepas
distintas, procedentes del Animalario de
la Universidad de Murcia, situado en el

Campus de Espinardo.
Wistar 200-220 26
Sprague-Dawley 200-220 89

Estos animales se dividieron en los si-
guientes grupos experimentales:

1. Ratas castradas.

A las 12 semanas de edad, tras ser aneste-
siadas con Thalamonal®, mezcla de 16
mg/kg de Fentanilo y 0,83 mg/kg de
Droperidol (Syntex Latino, SA), se les
realizé una pequefia incisién abdominal,
en condiciones de asepsia, tras la cual se
procedié a ovariectomia en 89 ratas.

Tras un postoperatorio satisfactorio, se
mantuvieron en sus jaulas durante 8 se-
manas hasta el dia del experimento.

Durante estas 8 semanas, se realizaron
estudios citolégicos peridédicos para eva-
luar el estado hormonal de las ratas, y en
el momento de la muerte del animal se
volvié a valorar el estado de castracion
comprobando la ausencia de tejido ovari-
co y pesando el ttero, para realizar el cdl-
culo de la relacién peso del dtero (mg)/
peso de la rata (100 g).

2. Ratas controles (sham).

A 26 ratas, con el mismo protocolo anes-
tésico, se les realiz6 una laparotomia sin
ovariectomia, para su utilizacién como
grupo control.

3. Ratas tratadas con estrégenos.

Del grupo de 89 ratas castradas, se selec-
cionaron 13 ratas a las que se les colocé
después de un periodo de 4 dias de con-
valecencia, un implante subcutdneo en
forma de pellet (Innovative Research of
América, Toledo, Oh), que contenia 17B-
Estradiol (1,5 mg / 8 semanas).

Los animales fueron atendidos de acuer-
do con los principios establecidos en la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio. (Weihe 1987)

El peso corporal de los animales el dia
del experimento fue distinto en cada
grupo en funcién de su status hormonal,
como estd representado en la tabla si-
guiente:
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I. Animales de experimentacion

Valoracion hormonal de los animales

A. Métodos histopatolégicos

La comprobacién inicial del efecto de la
ovariectomia se llevé a cabo mediante la
realizaciéon de un frotis vaginal a un gru-
po de ratas elegidas al azar, a los 21 y 30
dias de la intervencién quirtrgica.

A tal efecto, los frotis vaginales se obtu-
vieron mediante lavado vaginal con sue-
ro fisiolégico, extensién del material ob-
tenido sobre portaobjetos y fijacién in-
mediata de la muestra mediante nebuli-
zacién con fijador citolégico hidrosoluble
(Labofix, Labonord, Francia; Spray Fix,
Surgipath, EEUU; Cytology Fixative.
Surgipath, EEUU).

Dichos frotis fueron tefiidos segun la téc-
nica de Papanicolaou (Papanicolau, Traut
et al. 1943):

@ Lavado en agua destilada 5 min
@ Inmersion en hematoxilina de Harris
10 min

@ Lavado en agua destilada 2 min
@ Postlavado en alcohol 96° 2 min
@ Inmersién en Orange G 10 min
@ Lavado en agua destilada 2 min
@ Postlavado en alcohol 96° 2 min
@ Inmersién en EA36 10 min

@ Lavado en agua destilada 2 min
@ Postlavado en alcohol 96° 2 min

@ Deshidratacién y montaje

Tras la tincidn, los frotis fueron examina-
dos al microscopio, realizdndose una va-
loracién de cada una de las muestras en
un doble sentido:

%k Andlisis de la calidad general de la
muestra estudiada, catalogando cada
una de las muestras como:

M Satisfactoria para su valoracién,
cuando se comprobaba la presen-
cia de células vaginales.

™M No satisfactoria o insatisfactoria

para su valoracién cuando existia
escasez celular, mala conservacién
de la muestra o artefactos secun-
darios a la manipulacién de la
misma.
En este dltimo caso se repetia el
procedimiento de lavado vaginal
hasta obtener una muestra satis-
factoria.

3k Analisis cualitativo de la muestra, es-
tableciendo el diagndstico final de su
trofismo global con arreglo a dos crite-

rios estandarizados (Kronenberg and
Clark 1985; Weihe 1987):

M Frotis atréfico.
Sugestivo de la fase “anestro” de
la rata, con presencia predomi-
nante de células basales/paraba-
sales sin presencia de células in-
termedias ni de células cornifica-
das o leucocitos polimorfonuclea-
res neutrofilos.
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M Frotis con buen trofismo. Por otra parte, se comprobd el peso del
Sugestivo de la fase “estro”: au-  dtero tras la muerte del animal, estable-
sencia de células basales/paraba-  ciendo el cociente peso uterino/peso cor-

sales, con predominio de células  poral, expresado como la media + SEM.
intermedias y presencia de células

cornificadas y leucocitos polimor-

fonucleares neutréfilos.
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B. Métodos bioquimicos

Se determiné el nivel plasmadtico de Es-
tradiol mediante enzimoinmunoensayo
de microparticulas (IMx Estradiol assay;
Abbott Laboratories, North Chicago, IL).

Asi, la concentracién plasmdtica de Es-
tradiol era significativamente menor en
el grupo de ratas castradas que en el gru-
po control.

ESTRADIOL (umol/L)

Sham

Castradas Castradas+THS
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I1

METODOLOGIA

A. Estudio de la respuesta vascular de anillos de aorta

in vitro

r

*

A.1 Obtencion de anillos vasculares.

En el momento del estudio, se realiz6 la
extraccion de la aorta de la rata, después
de proceder a su descerebramiento, con el
fin de mantener la funcién cardiaca du-
rante dicha extraccion.

Para ello, mediante laparotomia, se extra-
jo la aorta en toda su longitud mediante
diseccion in vivo.

En placa de Petri, con un bafio de solu-
cién Krebs, y oxigenacion del bafio, se
disecé finamente la aorta, eliminando to-
do tejido adiposo y conectivo, utilizando
tnicamente la aorta disecada y limpia.

Sobre esta aorta se realizaron cortes
transversales con bisturi, consiguiendo
anillos de 3 mm de longitud para realizar
distintos experimentos.

A.2. Preparacién de la cdmara de
6rganos con los anillos vasculares.

Los anillos fueron suspendidos en cdma-
ras de 6rganos entre dos ganchos de ace-
ro inoxidable conectados a un transduc-
tor de fuerza isométrica, registrandose en
un poligrafo Lectromed Multitrace (Mo-
delo 4P). (Fig IL.A.1)

La cdmara de érganos estaba llena de so-
lucién Krebs, que se renovaba periodi-
camente [Composicién en mM: NaCl 128,
KCl 4.7, NACOsH 24.0, MgCl 1.2,
KPO4H,;, CaCl, 2.5, Glucosa 11.1,
NaEDTA 0.01, con administracién con-
tinua de gases O2al 95% y CO; al 5%].

Tras una curva inicial de precarga, au-
mentando gradualmente la tensién de
reposo de 2 a 12 g, se encontrd que a la
tensién 6ptima de 8 g, la contraccion de
los anillos fue méaxima tras la instilacion
de la soluciéon de Fenilefrina (PE) 10 M o
Cloruro Potésico (CIK) 122 mM.
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C

Fig 14. Laboratorio de estudio vascular in vitro.
(A) Area de trabajo; (B) Sistemas de bafios para anillos vasculares; (C) Detalle del sistema
de bafio con el anillo de aorta preparado para la realizacion del experimento.
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A.3. Protocolo de estudio de res-
puesta vascular a diferentes sustan-
cias.

Antes del experimento, los anillos fueron
equilibrados durante 1 hora con una so-
lucién de Krebs, renovando la solucion
de la cdmara cada 20 minutos.

PEI0O4M

Estabilizacidn

t Contraccién
anillo

méxima

ACh I0E8M
l 107M

|

Para evitar la sintesis de prostaglandinas
vasculares, todos los experimentos fueron
realizados en la presencia de Indometaci-
na 10° M.

Sobre estas cdmaras de érganos se pipe-
tearon las distintas sustancias que utili-
zamos en los protocolos experimentales,
a dosis crecientes, con el fin de obtener
una curva acumulativa de dosis-respues-
ta. (Fig 15)

106M
| 105M
I 104M

|

Lavado cdmara  Estabilizacién
anillo
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B. Estudio de funcion hemodinamica de la rata in vivo

R —

B.1. Preparacion quirdrgica previa
del animal.

Tras rasurar la parte ventral y dorsal del
cuello y la zona inguinal izquierda, se
practicé una incisién en la zona inguinal
izquierda con el objeto de canular la arte-
ria femoral izquierda para la medida de
la presion arterial media (PAM) y la fre-
cuencia cardfaca (FC), y la vena femoral
izquierda para la infusién de drogas.

Tras aislar esta arteria, se introdujo en ella
3.5-4 cm de un catéter de polietileno PE-
50 de 0.5 mm de didmetro interno cuyo
extremo estaba adelgazado por calenta-
miento y biselado con microtijera para su
introduccién.

Posteriormente se inmovilizé el catéter
suturdndolo a la arteria con lino de 4-0 y
se exteriorizé por una incisién realizada
entre ambas escdpulas, tras pasar por un
trayecto subcutdneo realizado con la
ayuda de un trocar. La herida inguinal se
suturd por planos con Dexon 2-0 vy la piel
externa con Seda 2-0.

Para la canulacién de la vena yugular de-
recha y arteria carétida derecha se realizé
una incisién longitudinal media en la ca-
ra anterior del cuello. Tras aislar la vena
yugular se introdujeron unos 2.5 cm de
un catéter de polietileno PE-50 con punta
de silicona que se fijé a la vena con sutura
de lino 4-0.

e ——

Tras aislar la arteria carétida se introduje-
ron 2.5 cm de un termopar (Columbus),
de forma que su punta quedo situada en
el cayado adrtico.

En este momento se obtuvieron tres cur-
vas de termodilucién de morfologia tipi-
ca para comprobar que el procedimiento
quirtdrgico era vdlido para la determina-
cién de los pardmetros hemodindmicos.
En caso afirmativo, se suturé el termopar
a la arteria con lino 4-0.

Se exteriorizaron estos catéteres entre las
escdpulas con ayuda de un trécar. Se su-
turd por planos la herida y se cerr6 la piel
con seda 2-0.

Para evitar que la rata pudiese romper
alguno de los catéteres, se les colocé en la
parte dorsal del cuello, sobre la salida de
los catéteres, un resorte hueco flexible li-
gero conectado a una pieza giratoria
(swivel), a través del cual se puede acce-
der a cada catéter, permitiendo la libre
movilidad de la rata consciente.

Las ratas fueron colocadas en jaulas de
pléstico con el swivel montado por enci-
ma, con el fin de permitir la libertad de
movimientos y de acceso al pienso de la
alimentacion y la botella de agua.

Se dejaron 2 dias tras la colocacién de ca-
téteres para la recuperacion del animal.
Todos los procedimientos quirdrgicos se
realizaron bajo condiciones de asepsia.
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B.2. Determinaciéon de las variables
hemodindmicas.

Se utilizé un sistema microinformatizado
(Cardiomax II-R, Columbus Instruments,
Ohio) para la obtencién de los valores de
las variables hemodindmicas en los ani-
males estudiados.

Tras dos difas de recuperacion de la inter-
vencién quirirgica necesaria para la co-
locacion de catéteres, se conecto el catéter
de la arteria femoral a un transductor de
presion (Bell and Howell 4-327-I) conec-
tado al Cardiomax II-R y se obtuvieron
los valores de presién arterial y frecuen-
cia cardfaca en el transcurso de los distin-
tos protocolos experimentales.

El termopar se conecté a la interfase del
Cardiomax II-R, lo que permitié obtener
los valores de temperatura de la sangre a
nivel del cayado adrtico. El sistema regis-
tré digitalmente los valores de presion
arterial media, frecuencia cardiaca, tem-
peratura del animal, asi como la tempera-
tura del liquido a inyectar.

A los animales que serfan sometidos pos-
teriormente a los distintos protocolos ex-
perimentales se les permitié un periodo
de adaptacién a las condiciones ambien-
tales para conseguir un estado estable
del animal.

Para la determinacién de las variables
hemodindmicas, se inyecté por la canula
yugular 200 ul de solucién estéril de clo-
ruro sédico (0.9%) a temperatura ambien-
te (20°C), siempre inferior al menos 15°C
a la temperatura del animal. Para ello se

utiliz6 una jeringa Hamilton (CR700-200),
especialmente disefiada para inyectar vo-
limenes prefijados a una velocidad cons-
tante.

Tras la inyeccién de suero, se obtuvo una
curva de termodilucién en un registro
(Lectromed) y se anotaron los valores de
frecuencia cardiaca, presién arterial me-
dia, volumen sistdlico, gasto cardiaco, re-
sistencias periféricas totales y temperatu-
ra del animal. Los valores obtenidos fue-
ron la media aritmética de un minimo de
tres medidas.

La determinacién del gasto cardiaco por
termodilucién se basa en el principio de
Fick de conservacién de la masa. Asi, al
afladir un volumen conocido de liquido a
una temperatura conocida a un recipien-
te, la nueva temperatura del liquido en el
recipiente serd proporcional al volumen
de liquido que existia en dicho recipiente.
En nuestro modelo experimental calcu-
lamos el gasto cardiaco mediante el cam-
bio de temperatura registrado por el ter-
mopar en el tiempo tras la inyecciéon de
suero salino frio.

Esto fue posible gracias a que el sistema
microinformatizado del Cardiomax II-R
realiza una curva de termodilucién/
tiempo, siendo el gasto cardiaco el resul-
tado de integrar el drea de dicha curva.

95




II.. Metodologia

La ecuacién para el célculo del gasto car-

dfaco es la siguiente:

GC=[(T* sangre - T* inyeccién) x Vol
inyectado)] / JTdt

GC

Gasto Cardiaco (ml/min)

T% sangre

Temperatura de la sangre del
animal antes de la inyeccién
(°C)

T® inyeccion

Temperatura de la solucién
inyectada (°C)

Vol

Volumen inyectado (ml)

[ Tdt

Integral sobre el tiempo del
cambio en la T* sanguinea
debido a la inyeccién (°C.
min)

Sélo se utilizaron las curvas de morfolo-
gia adecuada obtenidas de animales con

normotermia.

A partir de estos datos se calcularon el
Indice Cardfaco (IC) y el Indice de Resis-
tencias Periféricas Totales (IRPT) o el In-
dice de Conductancia Vascular (ICV) me-
diante las siguientes férmulas:

IC = GC / Peso
I1C Indice Cardiaco
(mL/min/100 g)
GC Gasto Cardiaco
(mL/min)
Peso Peso del animal
(8

RPT = PAM / GC

RPT Resistencias Periféricas Totales
(mmHg/min/mL)

PAM Presién Arterial Media
(mmHg)

GC Gasto Cardiaco
(ml/min)

CV=GC / PAM

CV Conductancia Vascular
(mL/min/mmHg)

PAM Presion Arterial Media
(mmHg)

GC Gasto Cardiaco
(mL/min)

Estos resultados se expresaron como in-
dices de la diferentes variables con el fin
de evitar los errores atribuibles a la dife-
rencia de peso entre los distintos anima-
les.
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C. Determinaciones bioquimicas

T —

Se recogieron muestras de sangre en tan-
das de tres grupos diferentes de ratas
(control-sham, ovariectomizadas y ova-
riectomizadas con tratamiento estrogéni-
co) del catéter ubicado en arteria carétida
izquierda, mientras que las ratas estaban
bajo anestesia, y se colocaron en tubos
que contienen EDTA /K3 como anticoa-
gulante.

Las muestras fueron centrifugadas a
2.500 g durante 10 minutos a 4° C (Cen-
trifuga Beckman modelo TJ-6 Beckman
Instruments, Fullerton, CA).

El plasma se recogié inmediatamente pa-
ra congelar a -80° C hasta su andlisis pos-
terior.

El almacenamiento se realizé en tubos sin
elementos traza, evitando ciclos de con-
gelacion/descongelacién, con el fin de
optimizar la estabilidad de las muestras y
para minimizar los procesos de peroxida-
cién lipidica in vitro.

Los pardametros analizados en el plasma
fueron los siguientes: el lipoperéxido ma-
londialdehido y 4-hydroxialkenoles como
indicadores de la peroxidacién lipidica, el
status antioxidante total (TAS), grupos
tiol reducidos (-SH), y los productos fina-
les estables de NO (NOy).

Se utiliz6 un kit especifico (Bioxytech
LPO-586 Assay; Oxis Internacional,
Portland, OR) para medir lipoperéxidos
malondialdehido y (E)-4-OH-2-nonenal

e ——

mediante un método colorimétrico sobre
la base de la reacciéon con 1-metil-2-feni-
lindol a 45° C, consiguiendo un cromoéfo-
ro estable con absorbancia maxima a 586
nm de longitud de onda.

Las soluciones de calibracién consistieron
en 1,1,3,3-tetra-etoxipropano e hidroxi-
nonenal como dietilacetal. El rango de
determinacién fue 0-20 pumol/L. El coefi-
ciente de variaciéon interensayo fue del
4,7%. La longitud de onda de luz y la
temperatura baja de incubacién utiliza-
dos para estas mediciones eliminaron in-
terferencias y artefactos no deseados.

El TAS plasmadtico se midi6 con el uso de
un kit suministrado por los Laboratorios
Randox (Amtrim, UK). El principio de
ensayo es la metamioglobina que reac-
ciona con H»>O, para formar la especie
radical ferrilmioglobina.

Se incub6 un cromégeno ABTS [2,2-azino
-bis (3-etilbenzotiazolina-sulfénico)] con
la ferrilmioglobina para producir las es-
pecies catién radical ABTS.

Esta reaccién tiene un color azul-verdoso
relativamente estable, que es medido a
600 nm. Los antioxidantes en las mues-
tras afladidas causan la supresion de este
color a un grado que es proporcional a su
concentracion. El sistema fue estandari-
zado con el uso de Trolox, un andlogo
(+)-a -tocoferol, con una mayor solubili-
dad en agua. La unidad de actividad es la
concentraciéon (mM) de Trolox, que tiene
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la capacidad antioxidante equivalente a
una solucién de 1,0 mM de la sustancia a
estudio. El rango de ensayo fue 0-2.5 mM
de Trolox. El coeficiente de variacién inte-
rensayo fue del 5%.

Los grupos -SH presentes en muestras de
plasma se determinaron por la reaccién
de Ellman con DTNB [5,5"-ditiobis -(2-4-
cido nitrobenzoico); Sigma]. La concen-
tracién de grupos -SH fue calculada sobre
la base de una curva estdndar de gluta-
tion reducido (Sigma). El rango de ensa-
yo fue 0-320 pmol/L. El coeficiente de
variacién interensayo fue del 4.9%.

Los NOx se determinaron por el método
de Griess. De forma breve, tras la precipi-
taciéon de proteinas de las muestras y la
reducciéon de nitrato a nitrito con
NADPH reducido en presencia de nitrato
reductasa (Boehringer Mannheim, Ale-
mania), se cuantificé el nitrito colorimé-
tricamente a 540 nm (Nitric Oxide Colo-
rimetric Assay; Boehringer Mannheim).
El coeficiente de variacién interensayo
fue del 4.8%.

El nivel plasmatico de 17p-Estradiol fue
medido por Inmunoensayo de micropar-
ticulas enzimdticas (IMx Estradiol assay;
Abbot Laboratories, North Chicago, IL).

La Actividad de Renina Plasmatica (PRA)
se determind mediante el uso del kit de

radioinmunoensayo para angiotensina I
(RENCTC, P2721).

98



: : MATERIAL vy METODOS

IT1

PROTOCOLOS EXPERIMENTALES

Los describimos en funcién de los objetivos propuestos:

1. Evaluar si la deprivacion crénica
de Estrogenos tras ovariectomia
induce cambios hemodinamicos
en la rata hembra.

’—

‘

Para ello se determinaron los pardmetros
hemodindmicos basales (PAM, FC, IC,
ICV) en ratas conscientes de los grupos
experimentales Castradas (n=8) y Con-
trol-sham (n=6), 8 semanas después de la
ovariectomia o del simulacro de opera-
cion.

2. Determinar si estos cambios se
acompanan de una disfunciéon
del endotelio vascular.

B — B

2.1. Respuesta de relajacion de ani-
llos de aorta a la Acetilcolina (ACh)
y Nitroprusiato Sédico (NP).

Se llevaron a cabo varios experimentos
para dilucidar las diferencias entre las
ratas ooforectomizadas y las controles,
valorando la capacidad de respuesta a un
vasodilatador endotelio-dependiente
(ACh) y endotelio-independiente (NP).

Los anillos se precontrajeron con Fenile-
frina (PE) 10¢ M.

Después de alcanzar una meseta de con-
traccién estable, se determiné la relaja-
cién dosis-dependiente en respuesta a la
administracion de ACh (108 a 104M).

Tras lavar cada anillo y tras un periodo
de estabilizaciéon de 60 minutos, se pro-
cedi6 a realizar otra curva dosis-respues-
taa NP (10-10a 10 M).

En algunos experimentos, un ntmero
importante de anillos (n=12) fueron pre-
tratados con L-NAME (105 M), y se repi-
tié la curva acumulativa dosis-respuesta
a la ACh, descartdndose estos anillos pa-
ra experimentos posteriores.

2.2. Respuesta de relajacién de ani-
llos de aorta a la Superéxido-Dis-
mutasa (SOD).

El endotelio, ademds de NO, también
produce anién superdxido, (Rosen and
Freeman 1984) (Rubanyi and Vanhoutte
1986) y su generacién tiene importantes
implicaciones respecto a la accién del
NO, ya que se sabe que este anién inacti-
va o destruye el NO. (Gryglewski, Palmer
et al. 1986)
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Asi, al catalizar la ruptura del anién su-
peréxido en oxigeno y perdxido de hi-
drégeno con SOD, se puede prolongar
significativamente la vida media y la ac-
cién de NO. Es por esta razén por la que
podemos realizar el estudio de la curva
de vasorrelajaciéon concentracién-respues-
ta a la SOD, como test indirecto de la li-
beraciéon ténica de NO en el endotelio
vascular.

La liberacion basal de NO se evalu6 indi-
rectamente en anillos de ratas controles y
ovariectomizadas, tras la induccién ini-
cial de un tono vascular moderado (35-
50% de la respuesta contrdctil a PE 10
M) con una baja concentracién de PE (107
M a 2x107 M). Sobre la meseta de con-
traccion con PE, se anadié al bafio de los
tejidos SOD a distintas concentraciones
(0.1, 1, 10, 100 y 150 U/ ml).

Después del lavado y recuperacién du-
rante 60 minutos, se realiz6 una segunda
curva de concentracién-respuesta para la
SOD, 15 minutos después de la adicién
de L-NAME 10> M en un ntimero de 12
anillos.

3. Estudiar los posibles meca-
nismos fisiopatologicos de la dis-
funcién endotelial presente en
ratas hembras privadas cronica-
mente de Estrogenos.

——

3.1. Evaluar si la ovariectomia da
lugar a una disminucién en la pro-
duccién de NO.

3.1.1. Estudio bioquimico de los niveles
de Nitritos y Nitratos en los grupos de
ratas castradas y sham.

Nos hemos referido previamente en el
apartado de determinaciones bioquimicas.

3.1.2. Estudio de la respuesta hemodi-
namica de la rata consciente ante la in-
hibicion de la sintesis de NO con L-
NAME.

Se evalu6 la respuesta hemodindmica a
inyecciones intravenosas del inhibidor de
la NO sintasa, N-w-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) (3 mg/kg + 50 pg/kg/
min durante 30 min) en ratas conscientes
de los grupos castradas y sham, 8 sema-
nas después de la ovariectomia o de la
operacién simulada.
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3.2. Valorar la participacion del stress
oxidativo en ratas ovariectomizadas.

3.2.1. Estudio bioquimico de marcadores
de stress oxidativo.

Se determinaron, tal y como se describié
anteriormente, los niveles de lipoperéxi-
do malondialdehido (MDA) y 4-hydro-
xialkenoles (HNE) como indicadores de
la peroxidacién lipidica, el status antioxi-
dante total (TAS), grupos tiol reducidos
(-SH) en el plasma de los grupos de ratas
castradas y sham-control.

3.2.2. Efecto de la N-Acetil-Cisteina
(NAOQO) en la la relajacién de anillos de
aorta inducida por ACh.

En el estudio de respuesta vascular de
anillos de aorta in vitro, después de al-
canzar una meseta de contraccion estable
con Fenilefrina (PE), se instilé N-Acetil-
Cisteina (NAC, 10° M), como scavenger
de radicales libres, y se volvi6 a realizar
una curva con dosis acumulativas de
Acetilcolina.

MATERIAL y METODOS

4. Comprobar si la THS con
Estradiol puede prevenir estos
cambios.

| —

4.1. Prevencion de cambios en la
hemodindmica basal.

Se evaluaron los pardmetros hemodina-
micos basales (PAM, FC, IC, ICV) en ratas
conscientes del grupo de ratas castradas
y tratadas posteriormente con Estradiol
en pellets, 8 semanas después de la ova-
riectomia o la operacién simulada.

4.2. Prevencion de la disminucién
de la produccién de NO.

4.2.1. Estudio bioquimico de los niveles
de Nitritos y Nitratos.

Tal y como se describié en la metodologia
de estudio, se determinaron los niveles
de metabolitos del NO en el grupo de ra-
tas tratadas con Estradiol.

4.2.2. Estudio de la respuesta hemodi-
namica de la rata consciente a la inhibi-
cion de la sintesis de NO con L-NAME.

Se evalud la respuesta hemodindmica a
inyecciones intravenosas del inhibidor de
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la NO sintasa, N-w-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME) (3 mg/kg + 50 ug/kg/
min durante 30 min) en ratas conscientes
del grupo de ratas tratadas con Estradiol,
8 semanas después de la ovariectomia.

4.2.3. Protocolo para estudiar el stress
oxidativo, como causa de disminucion
en la biodisponibilidad del ON.

Estudio bioquimico de los niveles de li-
poperéxido malonaldehido (MDA) y 4-
hydroxialkenoles (HNE) como indicado-
res de la peroxidacién lipidica, el status
antioxidante total (SAT), grupos tiol re-
ducidos (-SH) en el grupo de ratas trata-
das con Estradiol.

5. Interaccién entre NO y Angio-
tensina II en los efectos cardio-
vasculares de la administracion
aguda de Estradiol.

—

Se disefiaron cuatro protocolos para eva-
luar las interacciones en la hemodindmica
sistémica entre estrogenos, NO, y la an-
giotensina II (fig. xx). Estos protocolos se
realizaron sobre ratas castradas 8 sema-
nas.

Protocolo 5.1

Disefiado para determinar la respuesta
aguda cardiovascular a la administraciéon
exégena de Estradiol (E, 100 mg 17p-Es-
tradiol/kg en 25 ul de alcohol etilico ab-
soluto) en el Grupo I (n=9). Se infundié
unicamente el vehiculo para el E; en otro
grupo de ratas, el Grupo II (n=5).

Los pardmetros hemodindmicos fueron
medidos antes de la administracién de
17B-Estradiol o el vehiculo (tiempo 0) y 1,
2,y 3 horas después de la administracion
de 173-Estradiol.

Protocolo 5.1

E2B (Grupo |) o Vehiculo (Grupo 1)

o o THEEEEEEE

Tiempo (min)
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Protocolo 5.2

Protocolo 5.3

Disefiado para evaluar la forma en que el
bloqueo en la sintesis de NO modifica la
respuesta hemodindmica a 17p-Estradiol.

En el Grupo III (n=7), se realiz6 una infu-
sién de L-NAME (bolo de 3 ug / kg junto
con una infusién continua de 50 ug/kg/
min en una soluciéon de albiimina bovina
al 0,5%), comenzando 30 minutos antes
de la infusién de 173-Estradiol.

En el Grupo IV (n=5), se administré la
misma dosis de L-NAME y 30 minutos
mas tarde, se infundi6 el vehiculo en lu-
gar de 173-Estradiol.

Se realizaron medidas hemodindmicas
basales 30 minutos después de la admi-
nistracion de L-NAME (tiempo 0), y se
volvieron a practicar determinaciones
hemodindmicas a las 1, 2, y 3 h tras la
administracién de 17p-Estradiol o vehi-
culo.

Protocolo 5.2

E2B (Grupo lIl) o Vehiculo (Grupo V)

Tiempo (min)

Disefiado para determinar los efectos
hemodindmicos del Estradiol en presen-
cia de un vasoconstrictor distinto de L-
NAME, como la Fenilefrina (PE).

En el Grupo V (n=5), se infundié PE (15
ug/kg/min) de forma continua, preci-
sando 1 h para alcanzar un estado esta-
ble. Se administré 17p3-Estradiol, tal y
como se describe en los protocolos I y II.

En el Grupo VI (n=5), se dio la misma do-
sis de PE, administrandose el vehiculo en
lugar de Estradiol.

Se realizaron determinaciones hemodi-
ndmicas basales 60 minutos después de la
administraciéon de PE (tiempo 0), y se
volvieron a practicar determinaciones
hemodindmicas a las 1, 2, y 3 h tras la
administraciéon de 17p-Estradiol (Grupo
V) o vehiculo (Grupo VI).

Protocolo 5.3

E2B (Grupo V) o Vehiculo (Grupo Vi)

Tiempo (min)
- —

103



IIl. Potocolos experimentales : : :

Protocolo 5.4

Disefiado para determinar el papel de la
Angiotensina-II (AIl) sobre los efectos
cardiovasculares del 173-Estradiol en ra-
tas a las que se les ha inhibido la produc-
cion de NO con L-NAME, que constitu-
yen el Grupo VII (n=7).

En este Grupo, se administr6 Losartan,
un antagonista de los receptores AT: de la
Angiotensina-I (10 mg/kg) 30 minutos
antes del inicio de la infusiéon de L-NA-
ME.

Tras otro periodo de estabilizacién de 30
minutos, se tomaron determinaciones
hemodindmicas antes de la administra-
cién de 17p-Estradiol (tiempo 0) y 1, 2, y
3 h tras la infusién de 17B-Estradiol.

Para investigar el papel de la A-II sobre
los efectos hemodindmicos de 17p-Estra-
diol en condiciones normales, se adminis-
tr6 Losartan a otro Grupo de ratas, el
Grupo VIII (n=5) 30 min antes de la infu-
sion de Estradiol. El resto del protocolo
fue el mismo que en el Grupo VI

Se midi6 el Hematocrito en todos los pro-
tocolos antes de cualquier perfusién
(tiempo control), tras L-NAME o Losar-
tan + L-NAME (tiempo 0), y 3 horas des-
pués de 17B-Estradiol o la administracion
de vehiculo.
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Protocolo 5.4
E2B (Grupo VIl

Tiempo (min)

Para comprobar el grado de bloqueo de
los receptores de la A-II en presencia de
Losartan, se administré A-II (50 ng/kg,
Sigma, St. Louis, MO) en forma de bolo,
10 minutos antes y 1 h después de la ad-
ministraciéon de Losartan y también al fi-
nal del experimento, a los animales del
protocolo 5.4.

La evidencia de la magnitud y la persis-
tencia del bloqueo de los receptores se
presenta en la Tabla 2.

Respuesta presora a AT-11

mmHg % inhibicion
Antes de 37.3+4.7
Losartan
Después de 43+2.1 86 + 7%
Losartan
Final expe- 37+15 88 +5%
rimento

Los valores son medias y representan e
cambio en presién arterial media (MAP) tras an-
giotensina II (AT-1I, 50 ng / kg); (n=4).

El grado de inhibicién se compara con las res-
puestas antes del bloqueo de los receptores.

Tabla 2. Efecto del Losartan sobre la res-
puesta presora a AT-II.




Al final del experimento se obtuvo 1 ml
de sangre en cada animal de los Grupos
'y Il para determinar la Actividad de Re-
nina Plasmética (PRA) y niveles de Es-
tradiol.
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IV Estudio estadistico

ESTUDIO ESTADISTICO

IV.A. Estudio de la respuesta vascu-
lar de anillos de aorta in vitro.

IV.B. Estudio de funcién hemodi-
namica de la rata in vivo.

Los datos se representan como medias +
error estdndar de la media (SEM) de los
pardametros medidos.

Se expresa la distinta respuesta a los va-
sodilatadores como el porcentaje de rela-
jaciéon del anillo vascular sobre la con-
traccion mdéxima con Fenilefrina (PE).
(Protocolos 2 - 3.2.2)

Estos resultados se analizaron mediante
un andlisis de varianza para muestras re-
petidas. Las medias se compararon con el
test de rango mdultiple de Duncan.

La concentracién que produce la mitad
del efecto méaximo (ECsp) se calculé me-
diante regresion lineal con el paquete es-
tadistico SigmaPlot 4.1, mostrandose los
valores ECsp como -log(ECso), es decir,
pECso.

El porcentaje de relajacion conseguido
con la dosis maxima de Acetil Colina
(ACh), representado como Emax, y 1a ECso
fueron comparados mediante la prueba t
de Student para muestras no pareadas.

Se consideraron diferencias significativas
con P<0.05.
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Todas las determinaciones hemodindmi-
cas se muestran como la media + error
estindar de la media (SEM) de los para-
metros medidos.

Se utiliz6 un andlisis de varianza de una
via para medidas aleatorias, seguido de
un test de rango multiple de Duncan con
el fin de comparar las diferencias en la
hemodindmica basal entre los distintos
grupos experimentales (Castradas, Sham
y Castradas+THS) y ante la respuesta a L-
NAME. (Protocolos 1-3.1.2-4.1-4.2.2)

También se aplicé un andlisis de varianza
para mediciones repetidas a fin de valo-
rar los cambios en las variables hemodi-
ndmicas en el tiempo del experimento,
las diferencias intragrupos y entre los dis-
tintos grupos experimentales. Posterior-
mente se aplicé el test de Bonferroni de
rango multiple para determinar las dife-
rencias entre medias. (Protocolo 5)

Se consideraron diferencias significativas
con P<0.05.
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IV.C. Determinaciones bioquimicas.

Los datos se representan como medias +
error estaindar de la media (SEM) de los
pardmetros medidos.

Las diferencias entre ratas castradas, con-
troles y tratadas con estrégenos se anali-
zaron mediante un andlisis de varianza
de una via para muestras aleatorias. Las
medias se compararon con el test de ran-
go mdltiple de Duncan. (Protocolos 3.1 -
3.21-421-4.223)

Se consideraron diferencias significativas
con P<(0.05.

107







RESULTADOS







RESULTADQOS

Se describen a continuacién en funcién de los objetivos propuestos anteriormente:

o@jet'wo 1

Evaluar si la deprivacion crénica de Estrogenos tras ovariectomia induce cam-
bios hemodinamicos en la rata hembra.

L —

Nuestro objetivo inicial era la evaluacién
de ciertos pardmetros hemodindmicos
basales en ratas castradas y controles, pa-
ra comprobar si la castraciéon y por tanto,
la deprivacion estrogénica, inducia cam-
bios en estas variables: Presién Arterial
Media (PAM), Indice de Conductancia
Vascular (ICV), Indice Cardiaco (IC) y
Frecuencia Cardiaca (FC).

e ———

En laS Fig 16 A,B,C,D se muestran las
medias para los valores de la hemodina-
mica sistémica basal en los grupos con-
trol-sham (n=6) y ovariectomizadas

(n=8).

Fig. 16A. Medias + ES de Presién Arterial Me-
dia (PAM) en condiciones basales en los gru-
pos experimentales Sham-control (n=6) y Cas-
tradas (n=8).

% P<0.05 vs Sham.

PAM (mmHg)

140 4

[
N
o

=
Q
o

=]
o

60 -

Sham Castradas

Fig. 16B. Medias + ES de Indice de Conductan-
cia Vascular (ICV) en condiciones basales en
los grupos experimentales Sham-control (n=6)
y Castradas (n=8).
% P<0.05 vs Sham.
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Objetivo 1
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Sham Castradas

FRECUENCIA CARDIACA (lat/min)
w
a

Sham Castradas

En ratas ovariectomizadas, la PAM fue de
11943 frente a 10945 mmHg en ratas
sham-control (p<0,05). Esta mayor pre-
sién arterial se acompafié de una reduc-
cion del nivel de conductancia vascular
sistémica (0,2840,02 frente a 0,40+0,04
mL/min/mmHg/100g).

El IC fue menor al compararse con el
grupo control (33,5241,54 frente a
42,4143,10 mL /min /100 g).

No hubo diferencia en la frecuencia car-
diaca basal entre los dos grupos de ratas
(393,40418,78 frente a 404,29+21,62 lat/
min).

Podemos apreciar como la castracién y
por tanto, la deprivaciéon estrogénica,
altera el status hemodinamico en la rata
hembra.
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Fig. 16C. Medias + ES de Indice Cardiaco (IC)
en condiciones basales en los grupos experi-
mentales Sham-control (n=6) y Castradas
(n=8).

% P<0.05 vs Sham.

Fig. 16D. Medias + ES de Frecuencia Cardiaca
(FC) en condiciones basales en los grupos ex-
perimentales Sham-control (n=6) y Castradas
(n=8).




RESULTADQOS

okgjet'u/o 2

Determinar si estos cambios se acompaian de una disfuncion del endotelio

vascular.

I —

2.1. Respuesta de relajacion de anillos de aorta a la Acetilcolina (ACh) y

Nitroprusiato Sédico (NP).

Se realiz6 el estudio de la funcién endote-
lial evaluando la respuesta ante diversos
vasodilatadores endotelio dependientes e
independientes, en anillos de aorta in vi-
tro.

El Nitroprusiato Sédico (NPS), un vasodi-
latador independiente del endotelio, pro-
dujo una relajacién dosis-dependiente en
anillos pre-contraidos de aorta, sin dife-
rencias significativas en la respuesta rela-

jante a NPS, tanto en anillos de aorta de
ratas intactas como de ooforectomizadas
(Fig. 17).

g
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Fig. 17. Medias + ES del porcentaje de relaja-
cién inducido por dosis acumulativas de Ni-
troprusiato S6dico (NPS) durante la contrac-
cién vascular con Felilefrina (PE 106 M) en
anillos de aorta de los grupos experimentales
Sham-control (n=7) y Castradas (n=13).
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Objetivo 2

120
<~ Castradas

4+ Sham 4;

00 LNAME

80

60 -

RELAJACION %

40 -

20 -

Fig. 18. Medias + ES del porcentaje de relaja-
cién inducido por dosis acumulativas de Ace-
til Colina (ACh) durante la contraccién vascu-
lar con Felilefrina (PE 10-6 M) en anillos de aor-
ta de los grupos experimentales Sham-control
(n=11) y Castradas (n=12). Curva de relajacién
de ACh tras preincubaciéon con L-NAME
n=12).

% P<0.05 Castradas vs Sham.

ACh (log M)

Cuando utilizamos un vasodilatador de-
pendiente del endotelio, la Acetilcolina
(ACh), se produjo una relajacién concen-
tracion-dependiente de anillos de aorta

de rata precontraidos con Fenilefrina
(PE).

La magnitud de la respuesta relajante a
ACh de los anillos de aorta de ratas oofo-
rectomizadas fue significativamente mas
baja que la de ratas con ovarios intactos a
partir de la dosis de ACh 107 M, hasta su
efecto maximo, a dosis de ACh 104 M.
(Fig. 18)

El efecto de la ACh fue completamente
abolido por la pre-incubacién de los ani-
llos de aorta con L-NAME (106 M).

Estos resultados sugieren que la depri-
vacién estrogénica en este modelo expe-
rimental altera la vasodilataciéon media-
da por endotelio, pero no modifica la va-
sodilatacién por accidon directa sobre el
musculo liso vascular.
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RESULTADQOS

2.2. Respuesta de relajacion de anillos de aorta a la Superéxido-Dismutasa

(SOD).

Como se ha descrito previamente, la Su-
peréxido Dismutasa (SOD) elimina el
anién superdxido, que en condiciones
normales inactiva o destruye el NO, por
tanto, mediante la supresiéon de este
anién sobre un vaso precontraido, se
pondrd de manifiesto el efecto vascular
del NO liberado basalmente, ya que el
anion superéxido no tendria efecto algu-
no sobre el NO. (Langenstroer and Pieper

1992)

La administracién al bafio de SOD produ-
jo una respuesta relajante dosis-depen-
diente, frente a la contraccién con PE,
como puede apreciarse en la Fig. 19.

La magnitud de la respuesta relajante a la
SOD fue significativamente menor en los
anillos de aorta de ratas castradas frente a
la de ratas intactas a las dosis de 1, 10 y
100 UI/mL, lo que sugiere una menor li

100 4

80 -

Fig. 19. Medias + ES del porcentaje de relaja-
cién inducido por concentraciones diferentes
de Superdoxido Dismutasa (SOD). Los anillos
de aorta fueron moderadamente contraidos
(30-50% de la contraccién producida con PE 10-
6 M) con PE 107 M.

Sham-control (n=11) y Castradas (n=12). Cur-
va de relajaciéon de SOD tras preincubacién con
L-NAME (n=12).

% P<0.05 Castradas vs Sham. 0

RELAJACION %
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beracién ténica de NO por parte del en-
dotelio.

La pre-incubacién con L-NAME (10¢ M)
suprimié la relajacion inducida por la
SOD en ambos grupos de anillos de aor-
ta, lo que confirma que dicha vasorelaja-

cién responde a la sintesis y liberacién de
NO.

Estos hallazgos sugieren que la depriva-
cién estrogénica provoca una disminu-
cién de la liberacién ténica de NO por
parte del endotelio.

<~ Castradas
4+ Sham
L-NAME

SOD (Ul/mL)
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Objetivo 3 -

okgjet'u/o =2

Estudiar los posibles mecanismos fisiopatologicos de la disfunciéon endote-
lial presente en ratas hembras privadas cronicamente de Estrogenos.

I —

Hasta ahora hemos comprobado que la
castracion y por ende, la deprivaciéon de
estrogenos, implica una alteracién hemo-
dindmica en la rata, que parece ser me-
diada por una disfuncién endotelial.

Vamos a intentar ahondar en los meca-
nismos fisiopatolégicos que pudieran
mediar esta disfunciéon endotelial.

T

Para ello nos planteamos valorar la exis-
tencia de una disminucién en la produc-
cién de NO, y de ser asi, si esta disminu-
cién pudiera deberse en parte a un in-
cremento del stress oxidativo.

3.1. Evaluar si la ovariectomia da lugar a una disminucién en la produccién

de NO.

3.1.1. Estudio bioquimico de los niveles de Nitritos y Nitratos en los grupos de ratas

castradas y sham.

Segun este estudio, los niveles plasmati-
cos de Nitritos y Nitratos fueron signifi-
cativamente mds bajos en el grupo de ra-
tas Castradas (n=7) que en el Sham-con-
trol (n=7), disminuyendo alrededor de un
30%.

Los resultados se muestran el la Fig 20.

Estos resultados sugieren una disminu-
cién en la produccion de NO en ratas
con deprivacion estrogénica.
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: : : ' RESULTADOS

Fig. 20. Medias + ES de la concentraciéon de
Nitritos/Nitratos plasmdticos en los grupos
experimentales Sham-control (n=7) y Castra-
das (n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham.
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3.1.2. Estudio de la respuesta hemodinamica de la rata consciente ante la inhibicion

de la sintesis de NO con L-NAME.

Por otra parte, nos planteamos utilizar un
inhibidor de la NO sintasa, N-w-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) con el fin
de valorar si las diferencias hemodindmi-
cas observadas en las ratas castradas se
deben a una menor participacién del NO
en el control del tono vascular basal.

Para ello evaluamos la respuesta hemo-
dindmica a inyecciones intravenosas de
L-NAME (3 mg/kg + 50 pg/kg/min du-

Fig. 21A. Respuesta hemodindmica presora a
la administracién de N-w-nitro-L-arginina me-
til éster (L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/kg/min
durante 30 min) en los grupos experimentales
Sham-control (n=6) y Castradas (n=8).
Expresada en incrementos de Presién Arterial
Media (A PAM)

rante 30 min) en ratas conscientes de los
grupos castradas y sham, 8 semanas des-
pués de la ovariectomia o la operacién
simulada.

La administracién de L-NAME en el gru-
po sham-control y en el de ratas ovariec-
tomizadas provocé un aumento similar
en la PAM hasta 1456 y 153+11 mmHg,
respectivamente, a los 30 minutos de su
administracion intravenosa. (Fig. 21A).

A PAM (mmHg)
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10 -

Sham Castradas
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Objetivo 3 -

Esta respuesta presora al L-NAME se
acompafié por una disminucién de la
Frecuencia Cardiaca, Indice Cardiaco y
de Conductancia Vascular en los grupos
estudiados (Fig. 21 B,C,D).

El descenso de la FC fue significativa-
mente mayor en el grupo de ratas ova-
riectomizadas en comparacién con el de
sham-control.

A FRECUENCIA CARDIACA (lat/min)

Sham Castradas

-10

-15

-20

-25

-30

A INDICE CARDIACO (ml/min/100g)

Sham Castradas

A ICV (ml/min/mmHg/100g)
o

04

Sham Castradas

Fig. 21B. Respuesta de la Frecuencia Cardiaca
(FC) a la administracién de N-w-nitro-L-argi-
nina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/
kg/min durante 30 min) en los grupos expe-
rimentales Sham-control (n=6) y Castradas
(n=\).

% P<0.05 Castradas vs Sham.

Expresada en incrementos de Frecuencia Car-
diaca (A FC)

Fig. 21C. Valoracién del Indice Cardiaco (IC)
como respuesta a la administracién de N-w-ni-
tro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg
+ 50 pg/kg/min durante 30 min) en los gru-
pos experimentales Sham-control (n=6) y Cas-
tradas (n=8).

Expresado en incrementos de indice Cardiaco
(AIC)

Fig. 21D. Valoracién del indice de Conductan-
cia Vascular (ICV) como respuesta a la admi-
nistracion de N-w-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/kg/min durante
30 min) en los grupos experimentales Sham-
control (n=6) y Castradas (n=8).

% P<0.05 Castradas vs Sham.

Expresado en incrementos de fndice de Con-
ductancia Vascular (A ICV)
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RESULTADQOS

No encontramos diferencias significativas
al valorar el descenso del IC tras la admi-
nistracion de L-NAME, aunque fue lige-
ramente menor en el grupo sham-control
(-16,6+3,5 mL/min/100 gr) que en el de
ratas castradas (-12,3+1,5 mL/min/100
gr). (Fig. 21C).

Sin embargo, encontramos una disminu-
cién del Indice de Conductancia Vascular
(ICV) significativamente menor en el
grupo de animales con deprivaciéon es-
trogénica (-0,14+0,01 vs -0,22+0,03 mL/

min/mmHg/100 g), como respuesta a la
administracion de L-NAME, a pesar de la
similitud en el incremento de PAM des-
crito anteriormente. (Fig. 21D)

La inhibiciéon de la sintesis de NO con
L-NAME provoca un menor cambio en
el ICV en ratas castradas frente a las
sham.

3.2. Valorar la participacion del stress oxidativo en ratas ovariectomizadas.

La disfuncién endotelial puede deberse,
ademds de a la disminuciéon de produc-
cion de NO, al incremento de su elimina-

cién por parte de los radicales libres pro-
ducidos por stress oxidativo, de forma
que nos dispusimos a estudiar dicha po-
sibilidad de diversas maneras.

3.2.1. Estudio bioquimico de marcadores de stress oxidativo.

Determinando los marcadores de stress
oxidativo, podemos conocer si éste se en-
cuentra incrementado en las ratas some-
tidas a deprivacion estrogénica.

En comparacién con el grupo de ratas
con operacion simulada (n=7), la ovariec-
tomfa (n=7) indujo un incremento signifi-
cativo en lipoperéxidos plasmadticos,
acompanado de un menor tatus Antioxi-
dante Total (SAT) y una disminucién en
los niveles plasmaéticos de grupos sulfhi-
drilo (-SH). (Fig 22 A,B,C).

Por tanto, la deprivacion estrogénica in-
crementa los marcadores de stress oxida-
tivo.
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Fig. 22A. Medias * ES de la concentracién de
grupos tiol reducidos (Grupos -SH) en plasma
de los grupos experimentales Sham-control
(n=7) y Castradas (n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham.
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Fig. 22B. Medias + ES del Status Antioxidante
Total (SAT) en plasma de los grupos experi-
mentales Sham-control (n=7) y Castradas
(n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham.

Sham Castradas
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Fig. 22C. Medias + ES de la concentracién de
lipoperéxidos plasmaticos en plasma de los
grupos experimentales Sham-control (n=7) y
Castradas (n=7).

MDA: Malonaldehido; HNE: (E)-4-OH-2-no-
nenal.

% P<0.05 Castradas vs Sham.

Sham Castradas

3.2.2. Efecto de 1a NAC en la relajaciéon de anillos de aorta inducida por ACh.

A partir del resultado anterior, nos plan-
teamos entonces si la alteracion de la fun-
cién del endotelio vascular secundaria a
la falta de estrégenos fuera debida al in-
cremento de radicales libres circulantes,
y si la disminucién o eliminacién de éstos
podria mejorar la funcién endotelial.

Para ello decidimos utilizar N-ACetil Cis-
tefna (NAC) como scavenger en el estudio
de respuesta vascular de anillos de aorta
in vitro, después de alcanzar una meseta

de contraccion estable con Fenilefrina
(PE).
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: : : RESULTADOS

Tabla 3. La Tabla muestra los valores
PECs0 y Emax (%) derivados del andlisis
de los datos de dosis-respuesta para la

relajacién inducida por ACh en presen-
cia o ausencia de N-Acetil-Cisteina

(NAC 10° M).
% P<0.05 comparado con el respectivo

grupo de castradas

PECso Emax (%)
——
Castradas 6.54:0.16 T w
Sham + NAC 7.23:0.14 98.82:3.31
Castradas + NAC

T P<0.05 comparado con el grupo sham

Anadimos al bafio la N-Acetil-Cisteina
(NAC, 105 M), realizando posteriormente
una nueva curva dosis-respuesta con do-
sis acumulativas de ACh, en presencia de
NAC, y observamos que en los . anillos
de aorta de ratas con ovarios intactos, la
adicion de NAC (105 M) no altero la res-
puesta relajante concentracién-depen-
diente inducida por ACh, como puede
apreciarse en la Tabla 3.

En contraste, en los anillos de aorta de
animales ooforectomizados, la potencia
de la relajacién vascular inducida por
ACh fue significativamente mayor des-
pués de la adicién de NAC (10-° M).

Fig. 23. Medias + ES del porcentaje de relaja-
cién inducido por dosis acumulativas de Ace-
til Colina (ACh), en presencia de NAC (10°
M), durante la contraccién vascular con Felile-
frina (PE 10° M) en anillos de aorta de los gru-
pos experimentales Sham-control (n=11) y Cas-
tradas (n=9).

RELAJACION %

N
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Después de la preincubaciéon con NAC,
no hubo diferencias significativas en la
respuesta relajante a la ACh entre los ani-
llos de aorta de ovario de ratas intactas y
ooforectomizadas (Fig. 23).
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Objetivo 4 -

Objetivo 4

Comprobar si la THS con Estradiol puede prevenir estos cambios.

Hasta ahora hemos descrito que la castra-
cién conlleva una deprivacion estrogéni-
ca en la rata que altera su funcién cardio-
vascular de forma secundaria a una alte-
racion endotelial.

Esta alteracion parece ser debida en parte
a una disminucién en la produccién de
NO y a un incremento del stress oxidati-
vo.

EE—

Nos planteamos a partir de aqui si la te-
rapia sustitutiva con Estradiol pudiera
prevenir estos cambios anteriormente
descritos, y para ello realizamos los mis-
mos experimentos descritos previamente
en un grupo de ratas castradas a las que
le administramos un sistema de libera-
cion prolongada de Estradiol.

4.1. Prevenciéon de cambios en la hemodindmica basal.

Volvimos a evaluar los pardmetros hemo-
dindmicos basales (PAM, FC, IC, ICV) en
ratas conscientes del grupo de ratas cas-
tradas y tratadas posteriormente con Es-
tradiol en pellets, 8 semanas después de
la ovariectomia o la operacién simulada.

La PAM (Fig. 24A) fue 13 mmHg mads ba-
ja en las ratas ovariectomizadas con tra-
tamiento sustitutivo con estrégenos en
comparacion con la de las ratas castradas
sin tratamiento estrogénico (11943 en ra-
tas ovariectomizadas a 1063 mmHg en
ratas ovariectomizadas tratadas) (p<0,05).

140 1

PAM (mmHg)
g 8

00
o

60 -
Sham Castradas Castradas+THS

Fig. 24A. Medias + ES de Presién Arterial Me-
dia (PAM) en condiciones basales en los gru-
pos experimentales Sham-control (n=6), Cas-
tradas (n=8) y Castradas con THS con estrége-
nos (n=6).

% P<0.05 Castradas vs Sham

1 P<0.05 Castradas+T1S vs Castradas
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RESULTADQOS

Esta menor presion arterial se acompafié
de una conductancia vascular (ICV) sig-
nificativamente mds alta (p<0,05) en un
66% (0,47+0,02 vs 0,2840,02 mL/min/
mmHg/100g) (Fig. 24B) y un Indice

Cardiaco (IC) superior en un 52%
(p<0,05) en comparacién con el de las ra-
tas  ovariectomizadas no  tratadas
(50,98+2,46 vs 33,52+1,54 mL/min/100g).
(Fig. 24C)

Fig. 24B. Medias + ES de Indice de Conduc-
tancia Vascular (ICV) en condiciones basales
en los grupos experimentales Sham-control
(n=6), Castradas (n=8) y Castradas con THS
con estrégenos (n=6).

% P<0.05 Castradas vs Sham

t P<0.05 Castradas+THS vs Castradas
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Fig. 24C. Medias + ES de indice Cardiaco (IC)
en condiciones basales en los grupos experi-
mentales Sham-control (n=6), Castradas (n=8)
y Castradas con THS con estrégenos (n=6).

% P<0.05 Castradas vs Sham

+ P<0.05 Castradas+THS vs Castradas
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Fig. 24D. Medias + ES de Frecuencia Cardiaca
(FC) en condiciones basales en los grupos ex-
perimentales Sham-control (n=6), Castradas
(n=8) y Castradas con THS con estrégenos
(n=6).

FRECUENCIA CARDIACA (lat/min)
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Objetivo 4 -

No hubo diferencia en la frecuencia car-
diaca basal entre los tres grupos de ratas.
(Fig. 24D)

Como se indica en todas las figuras ante-
riores, los animales ovariectomizados con
el tratamiento sustitutivo con estrégenos
muestran valores hemodindmicos simila-
res al grupo sham-control.

En resumen, puede apreciarse a tenor de
estos resultados, que el tratamiento sus-
titutivo con estrogenos previene los
cambios hemodinamicos observados
tras la ovariectomia, siendo dichos pa-
rametros similares a los de las ratas con-

troles.

4.2. Prevencion de la disminucién de la produccién de NO.

4.2.1. Estudio bioquimico de los niveles de Nitritos y Nitratos.

Tal y como se describié en la metodologia
de estudio, se determinaron los niveles
de metabolitos del NO en el grupo de ra-
tas tratadas con Estradiol. (Fig. 25)

Al realizar la determinacién bioquimica
de los niveles de metabolitos plasmaticos

del NO (NOx) se encontr6é que, una vez
mas, la terapia sustitutiva con estrégenos
incrementd de manera significativa
(p<0,05) los niveles plasmaticos de NOx a
un nivel similar al observado en el grupo
sham-control (Sham 30,26+2,1 Castradas
21,264+2,7 Castradas +THS 30,04+0,74
umol /L)
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Fig 25. Medias + ES de la concentracién de
Nitritos/Nitratos plasmaticos en los grupos
experimentales Sham-control (n=7), Castradas
(n=7) y Castradas con 1THS con estrégenos
n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham.

t P<0.05 Castradas + THS vs Castradas

NITRITOS/NITRATOS (umol/L)
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RESULTADQOS

4.2.2. Estudio de la respuesta hemodinamica de la rata consciente a la inhibicién de la

sintesis de NO con L-NAME.

Se evalu6 la respuesta hemodindmica a la
administracién intravenosa del inhibidor
de la NO sintasa, N-w-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) (3 mg/kg + 50 pg/
kg/ min durante 30 min) en ratas cons-
cientes del grupo de ratas tratadas con
Estradiol, 8 semanas después de la ova-
riectomia o la operacién simulada.

Cuando estudiamos la respuesta presora
ante la inhibicién de la NO sintasa, no
encontramos cambios en dicha respuesta
en el grupo de terapia sustitutiva con es-
trégenos sobre el grupo de ratas castra-
das (36,87+1,56 en grupo THS frente a
34,43+5,02 mmHg en castradas, referidos
a incrementos de PAM). (Fig. 26A)

[
o

Fig. 26A. Respuesta hemodindmica presora a
la administracién de N-w-nitro-L-arginina me-
til éster (L-NAME, 3 mg/kg + 50 ug/kg/min
durante 30 min) en los grupos experimentales
Sham-control (n=6), Castradas (n=8) y Castra-
das con THS con estrégenos (n=6).

Expresada en incrementos de Presién Arterial
Media (A PAM)

A PAM (mmHg)
S & 8

=
o

o

Sham Castradas Castradas+THS

Ya se describi6é anteriormente que la dis-
minucién del IC producido por L-NAME
en ratas ovariectomizadas, fue menor que
la producida en ratas sham-control
(-16,6%3,5 mL/min/100 gr), sin ser dicha
diferencia estadisticamente significativa.

Sin embargo, este descenso en el IC fue
mads pronunciado en el grupo de ratas

castradas con terapia estrogénica en
comparacion con el de las ratas ovariec-
tomizadas, alcanzando una significacién
estadistica (p<0,05) (-21,29+2,15 en grupo
castradas+THS vs -12,33+1,56 mL/min/
100g en grupo castradas). (Fig. 26D)
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Fig. 26B. Respuesta de la Frecuencia Cardiaca
(FO) a la administracién de N-w-nitro-L-argi-
nina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/
kg/min durante 30 min) en los grupos expe-
rimentales Sham-control (n=6), Castradas
(n=8) y Castradas con THS con estrégenos
(n=6).

Expresada en incrementos de Frecuencia Car-
diaca (A FC)

% P<0.05 Castradas vs Sham

-0,1

-0,2

-0,3

A ICV (ml/min/mmHg/100g)

Fig. 26C. Valoracién del indice de Conductan-
cia Vascular (ICV) como respuesta a la admi-
nistracion de N-w-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/kg/min durante
30 min) en los grupos experimentales Sham-
control (n=6), Castradas (n=8) y Castradas con
1115 con estrégenos (n=6).

Expresado en incrementos de fndice Cardiaco
(AICV)

% P<0.05 Castradas vs Sham.

04

Sham Castradas Castradas+THS

1 P<0.05 Castradas+THS vs Castradas
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Fig. 26D. Valoracién del Indice Cardiaco (IC)
como respuesta a la administracién de N-w-ni-
tro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3 mg/kg
+ 50 pg/kg/min durante 30 min) en los gru-
pos experimentales Sham-control (n=6), Cas-
tradas (n=8) y Castradas con THS con estrége-
nos (n=6).

Expresado en incrementos de Indice Cardiaco
(AIO)

* P<0.05 Castradas+THS vs Castradas

La terapia sustitutiva con estrégenos res-
taur6 la respuesta de la conductancia
vascular (ICV) producida por inhibicién
de la NOS con L-NAME, consiguiendo
una mayor disminucion, estadisticamente
significativa, en ratas castradas tratadas
con estrégenos en comparaciéon con las
ovariectomizadas sin tratamiento sustitu-
tivo (-0,26£0,01 en grupo Castradas+THS
vs -0,1440,02 mL/min/mmHg/100g).
(Fig. 26C)

La disminucién ligeramente inferior de la
FC en el grupo de ratas castradas tratadas
con THS frente a las castradas no alcanza
significacion estadistica. (Fig. 26B)

En resumen, el tratamiento cronico sus-
titutivo con estrogenos restauré en las
ratas ovariectomizadas la respuesta he-
modinamica alterada tras la administra-
cion de L-NAME, con respecto a los
animales controles.
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4.2.3. Estudio del stress oxidativo, como causa de disminucién en la biodisponibili-

dad del NO.

Realizamos un estudio bioquimico de los
niveles de lipoperéxido malonaldehido
(MDA) y 4-hydroxialkenoles (HNE) co-
mo indicadores de la peroxidacién lipidi-
ca, el status antioxidante total (SAT),
grupos tiol reducidos (-SH) en el grupo
de ratas tratadas con Estradiol.

La terapia sustitutiva con estrégenos in-
dujo un significativo incremento en el
TAS plasmdtico en ratas con THS
(1,25+£0,02 mmol /L en Castradas+THS vs
0,96£0,02 mmol/L en Castradas) y en los
grupos -SH (331,86+19,0 mmol /L en Cas-
tradas+THS vs 211,7149,6 mmol/L en
Castradas), asociado a un descenso en la
concentracién de lipoperéxidos plasmati-
cos (2,85+0,06 umol/L en Castradas+THS
vs 3,5440,21 umol/L en Castradas).

Fig 27A. Medias + ES del Status Antioxidante
Total (SAT) en plasma de los grupos experi-
mentales Sham-control (n=7), Castradas (n=7)
y Castradas con THS con estrégenos (n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham

t P<0.05 Castradas+THS vs Castradas

SAT (mmol/L)

14
12
1,0
08 -
06 -
04 -

02 -

Sham Castradas Castradas+THS

Fig. 27B. Medias + ES de la concentracion de
grupos tiol reducidos (Grupos -SH) en plasma
de los grupos experimentales Sham-control
(n=7), Castradas (n=7) y Castradas con THS
con estrégenos (n=7).

% P<0.05 Castradas vs Sham

T P<0.05 Castradas+THS vs Castradas

Concentracién -SH (mmol/L)

400 -+

350 -

300 -

250 -

200 -
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Sham Castradas Castradas+THS

Estos pardmetros presentaron valores si-
milares a los de los animales sham-con-
trol. (Fig. 27 A,B,C)

Estos resultados muestran como el tra-
tamiento cronico sustitutivo con estro-
genos en ratas castradas equipara los
marcadores bioquimicos de stress oxida-
tivo a las ratas con actividad ovarica
conservada.
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Fig. 27C. Medias + ES de la concentracion de
lipoperéxidos plasmaticos en plasma de los
grupos experimentales Sham-control (n=7),
Castradas (n=7) y Castradas con THS con es-
trégenos (n=7).

MDA: Malonaldehido; HNE: (E)-4-OH-2-no-
nenal.

% P<0.05 Castradas vs Sham

1 P<0.05 Castradas+THS vs Castradas
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okjet'u/o 5

Interaccién entre NO y Angiotensina II en los efectos cardiovasculares de la

administracion aguda de Estradiol.

L —

Los resultados se presentan estructurados
sobre los cuatro protocolos experimenta-
les disefiados para la evaluacién de las
interacciones en la hemodindmica sisté

Protocolo 5.1.

Disefiado para determinar la respuesta
aguda cardiovascular al E, (100 mg 173-
Estradiol/kg en 25 pl de alcohol etilico
absoluto) en el Grupo I (n=9). El vehiculo
para el estrégeno fue infundido en otro
Grupo de ratas, el Grupo II (n=5).

Los valores basales en el tiempo 0 para
todos los pardmetros cardiovasculares no
difieren entre los dos grupos tratados con
17p-Estradiol o vehiculo y fueron simila-

E——

mica entre estrégenos, NO, y Angiotensi-
na IL

Estos protocolos se realizaron sobre ratas
castradas 8 semanas.

E2B (Grupo |) o Vehiculo (Grupo )

Tiempo (min)

res a los informados anteriormente en
nuestro laboratorio. (Hernandez, Ingles
et al. 1991) (Hernandez, Quesada et al.
1995)

En el Grupo I, la administracién de Es-
tradiol no tuvo un efecto significativo so-
bre los pardmetros hemodindmicos estu-
diados: PAM, IC, el Indice de Volumen
Sistodlico (IVS), y las RPT.

Fig. 28A. Medias + ES de Indice Cardiaco (IC)
tras la administracién de 173-Estradiol sisté-
mico y vehiculo (Etanol) en ratas Castradas
conscientes.

Grupo 1. 17B-Estradiol (n=9)

Grupo II Etanol (n=5)
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Fig. 28B. Medias + ES de Presion Arterial Me-
dia (PAM) tras la administracién de 17(3-Es-
tradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en ratas
Castradas conscientes.

Grupo 1. 17B-Estradiol (n=9)

Grupo II. Etanol (n=5)

Fig. 28C. Medias + ES de Resistencias Perifé-
ricas Totales (RPT) tras la administracién de
17B-Estradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en
ratas Castradas conscientes.

Grupo I. 17B-Estradiol (n=9)

Grupo II Etanol (n=5)

Fig. 28D. Medias * ES de Frecuencia Cardiaca
(FQ) tras la administraciéon de 17(3-Estradiol
sistémico y vehiculo (Etanol) en ratas Castra-
das conscientes.

Grupo 1. 17B-Estradiol (n=9)

Grupo II Etanol (n=5)

% P<0.05 vs tiempo 0
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La frecuencia cardiaca (FC) sufrié un as-
censo significativo (10+5%) en la tercera
hora de la administracién de Estradiol.

Se obtuvieron resultados similares en el
Grupo II, en el que se administré vehicu-
lo en lugar de 17p-Estradiol, aunque la
FC se mantuvo inalterada en estos anima-
les.

Protocolo 5.2

Los datos obtenidos en el Protocolo 5.2 se
muestran en las Fig 29 A,B,C,D, en el que
se comparan las respuestas sistémicas a
17p-Estradiol o vehiculo en presencia de
L-NAME (Grupo III - Estradiol+NAME y
Grupo IV -Etanol+NAME).

La administracién de vehiculo en presen-
cia de L-NAME no produjo ningtn efecto
hemodindmico a lo largo de las 4 horas
del estudio.

Fig. 29A. Medias + ES de Presion Arterial Me-
dia (PAM) tras la administracién de 17(3-Es-
tradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en pre-
sencia de N-w-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 3 mg/kg + 50 pg/kg/min) en ratas
Castradas conscientes.

Grupo III. 17B-Estradiol+NAME (n=7);

Grupo IV. Etanol+NAME (n=>5)

E2B (Grupo |Il) o Vehiculo (Grupo V)

L-NAME l

Tiempo (min)

Cuando evaluamos la respuesta al 17[3-
Estradiol tras la inhibicién de la sintesis
de NO, encontramos que la PAM dismi-
nuyo6 progresivamente a lo largo del ex-
perimento, aunque no alcanzé valores
significativos.

PAM (mmHg)

180
@ L-NAME + Estradiol

- L-NAME + Etanol

170

120

Tiempo (h)
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Sin embargo, una hora después de la ad-
ministracion sistémica de Estradiol, el IC
disminuy6 significativamente en un
27+4,9% vy las RPT aumentaron en un
37,3+11,7% (p<0,01), y estos cambios se
mantuvieron durante las 3 h del experi-
mento (p<0,01).

25 -
= @ L-NAME + Estradiol
S L-NAME + Etanol
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Esta disminucién del IC y el aumento de
las RPT fueron también significativamen-
te diferentes de la administraciéon de
vehiculo en presencia de L-NAME.

(Fig. 29 B,C).

Fig. 29B. Medias + ES de Indice Cardiaco (IC)
tras la administracién de 17p-Estradiol sisté-
mico y vehiculo (Etanol) en presencia de N-w-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3 mg/
kg + 50 pg/kg/min) en ratas Castradas cons-
cientes.

Grupo III 17B-Estradiol+NAME (n=7)

Grupo IV. Etanol+NAME (n=5)

% P<0.05 vs tiempo 0

t P<0.05 L-NAME+17B-Estradiol vs L-NA-
ME-+Etanol

0 1 2 3
Tiempo (h)

12 4
@ L-NAME + Estradiol

L-NAME + Etanol

10 -

RPT (mmHg/mL/min/100g)

Fig. 29C. Medias + ES de Resistencias Perifé-
ricas Totales (RPT) tras la administraciéon de
17p-Estradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en
presencia de N-w-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME, 3 mg/kg + 50 pg/kg/min) en ratas
Castradas conscientes.

Grupo III. 17p-Estradiol+NAME (n=7)

Grupo IV. Etanol+NAME (n=5)

% P<0.05 vs tiempo 0

T P<0.05 L-NAME+ 17p-Estradiol vs L-NA-
ME-+Etanol

0 1 2 3

Tiempo (Horas)
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500 4

@ L-NAME + Estradiol
L-NAME + Etanol

Fig. 29D. Medias + ES de Frecuencia Cardiaca %0 1

(FO) tras la administraciéon de 17(-Estradiol
sistémico y vehiculo (Etanol) en presencia de
N-w-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 3
mg/kg + 50 ug/kg/min) en ratas Castradas
conscientes.

Grupo IIL 17B-Estradiol+NAME (n=7) 300
Grupo IV. Etanol+NAME (n=5)

% P<0.05 vs tiempo 0 250

400 -

350 -

FC (lat/min)

200

Tiempo (Horas)

Es de destacar que el aumento de las RPT
por 17B-Estradiol en presencia de L-
NAME se asocié con alteraciones de la
FC durante todo el estudio. La FC au-
mentd tras 1 h de la administracion sis-
témica de 17B-Estradiol y continué au-
mentando, hasta alcanzar 353+17 latidos/
min a las 3 h (p<0,001).

Ademds, el hematocrito aumenté de
42,5+0,7% en el tiempo O después de L-
NAME a 45,2£0,9% después de 173-Es-
tradiol (p<0,05).

En contraste, en el grupo IV, la adminis-
tracién de vehiculo en la presencia de L-
NAME no indujo cambios en el hemato-
crito (40,4+1,4% antes y 40,1£1,9% 3 h
después de la inyeccién de vehiculo).
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5.3. Protocolo II1

Con objeto de descartar que las diferen-
cias observadas frente a la administracién
de E2 en presencia y en ausencia de L-
NAME pudieran ser debidas a las distin-
tas condiciones hemodindmicas, evalua-
mos los efectos del Estradiol en presencia
de un vasoconstrictor como la Fenilefrina
(PE).

E2B (Grupo V) o Vehiculo (Grupo V)

Tiempo (min)

Los datos obtenidos en este protocolo se
muestran en las Fig 30 A,B,C,D.

Ni la administracién de Estradiol ni vehi-
culo durante la infusién de Fenilefrina
indujo cambio significativo alguno en los
pardmetros hemodindmicos estudiados
durante las 3 horas de protocolo experi-
mental.

180 -
@ PE + Estradiol

4% PE + Etanol
170 -

160

150

PAM (mmHg)

130

Fig. 30A. Medias + ES de Presién Arterial Me-
dia (PAM) tras la administracion de 17(3-Es-
tradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en pre-
sencia de Fenilefrina (PE, 20 pg/kg/min) en
ratas Castradas conscientes.

Grupo V. 17B-Estradiol+PE (n=5)

Grupo VI. Etanol+PE (n=5)
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Fig. 30B. Medias + ES de indice Cardiaco (IC)
tras la administraciéon de 173-Estradiol sisté-
mico y vehiculo (Etanol) en presencia de Feni-
lefrina (PE, 20 ug/kg/min) en ratas Castradas
conscientes.

Grupo V. 17B-Estradiol+PE (n=5)

Grupo VI. Etanol+PE (n=5)
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Fig. 30C. Medias + ES de Resistencias Perifé- E s
ricas Totales (RPT) tras la administracién de ‘E
17B-Estradiol sistémico y vehiculo (Etanol) en E
presencia de Fenilefrina (PE, 20 pg/kg/min) =
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Grupo V. 17p-Estradiol+PE (n=5) E ° 4
Grupo VI. Etanol+PE (n=>5) e

o

4
0 1 2 3
Tiempo (Horas)

450
@ PE + Estradiol
4% PE + Etanol
400 -
Fig. 30D. Medias + ES de Frecuencia Cardiaca
(FQ) tras la administraciéon de 17(-Estradiol =
. p . £ 350
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200
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No se evidenciaron cambios en el Hema-
tocrito a las 3 horas del experimento.
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5.4. Protocolo IV

Para evaluar la implicacién o no de la
Angiotensina II en los efectos hemodi-
namicos agudos del 17B-Estradiol en pre-
sencia de un bloqueo de NO, estudiamos
dicha respuesta hemodindmica tras la
administraciéon de un antagonista del re-
ceptor AT; (Losartan)

E2B (Grupo V)

Tiempo (min)

Como se muestra en la Fig 31B, en el
Grupo VII (Losartan + L-NAME + Estra-
diol), Losartan previno, de forma marca-
da, la disminucion del IC observado tras
la administracion de 17p-Estradiol en
presencia L-NAME (Grupo III). De igual
manera, las RPT permanecieron inaltera-
das en el Grupo VII con Losartan frente al
Grupo 111, sin Losartan. (Fig. 31C).

170 1. L-NAME + Estradiol

160 4 @ LOS+L-NAME + Estradiol

150

140 -
130 E
120 -

110 -

(mmHg)

PRESION ARTERIAL MEDIA

100 -

920

Fig. 31A. Medias + ES de Presién Arterial Me-
dia (PAM) tras la administracion de 173-estra-
diol sistémico (100 pg/kg) en presencia de L-
NAME, (3 mg/kg + 50 pg/kg/min) y en pre-
sencia de Losartan (Los, 10 mg/kg) en ratas
Castradas conscientes.

Grupo III 17B-estradiol+L-NAME (n=7)
Grupo VII. 17B-estradiol+L-NAME+Los (n=7)

0 1 2 3

Tiempo (Horas)

40
@ L-NAME + Estradiol

@ LOS + L-NAME + Estradiol

35

30 o

25

20 7
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iNDICE CARDIACO (mL/min/100g)

Fig. 31B. Medias + ES de indice Cardiaco (IC)
tras la administracién de 173-estradiol sistémi-
co (100 pg/kg) en presencia de L-NAME, (3
mg/kg + 50 ug/kg/min) y en presencia de
Losartan (Los, 10 mg/kg) en ratas Castradas
conscientes.

Grupo III 17B-estradiol+L-NAME (n=7)
Grupo VII. 17B-estradiol+L-NAME+Los (n=7)
% P<0.05 vs tiempo 0

10
0 1 2 3

Tiempo (Horas)
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Fig. 31C. Medias + ES de Resistencia Periféri-
cas Totales (RPT) tras la administracién de
17B-estradiol sistémico (100 ug/kg) en presen-
cia de L-NAME, (3 mg/kg + 50 pg/kg/min) y
en presencia de Losartan (Los, 10 mg/kg) en
ratas Castradas conscientes.

Grupo III. 17B-estradiol+L-NAME (n=7)
Grupo VII. 17B-estradiol+L-NAME+Los (n=7)
% P<0.05 vs tiempo 0

RPT (mmHg/mL/min/100g)

12 4
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@ LOS + L-NAME + Estradiol
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Fig. 31D. Medias + ES de Frecuencia Cardiaca
(FC) tras la administracién de 17B-estradiol
sistémico (100 pg/kg) en presencia de L-NA-
ME, (3 mg/kg + 50 pg/kg/min) y en presen-
cia de Losartan (Los, 10 mg/kg) en ratas Cas-
tradas conscientes.

Grupo III. 17B-estradiol+L-NAME (n=7)
Grupo VII. 17B-estradiol+L-NAME+Los (n=7)
% P<0.05 vs tiempo 0
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Sin embargo, el tratamiento previo con
Losartan no impidié el aumento de FC
observada en el Grupo III (L-NAME+Es-
tradiol) (Fig.31D)

Por otra parte, el tratamiento previo con
Losartan evit6 la hemoconcentracién in-
ducida por la administraciéon de Estradiol
en presencia de L-NAME (Hematocrito
fue de 42,5+1,1 y 42,4+1,1% en animales
que recibieron Losartan + L-NAME antes
y después de la administracién de Estra-
diol, respectivamente). .
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Las respuestas hemodindmicas a la ad-
ministraciéon de 17p-Estradiol en presen-
cia de Losartdn (Grupo VIII) no difieren
de las apreciadas con 17B-Estradiol solo
(Grupo I). Tras la administracién de Lo-
sartan, los cambios en la PAM no fueron
significativos: de un valor basal de 87+2 a
8743, 8613 y 82+5 mmHg tras 1, 2 y 3 ho-
ras de la administracion de Estradiol,
respectivamente. Del mismo modo, los
cambios en la FC tampoco fueron signifi-
cativos: de 386+22 latidos/min a 381+17,
409+20 y 400423 latidos/min después de
1,2, y 3 h de la infusién de Estradiol, res-
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pectivamente. El IC tras Losartan fue de
30,841,5 ml/min/100 g y de 29,9+1,7;
31,141,3 y 33+1,9 ml/min/100 g tras 1, 2
y 3 horas de la administracién de Estra-
diol, respectivamente. Después de Losar-
tan, los valores de las RPT fueron de
2,940,2; 2,940,2 y 2,840,2 mmHg mL
/min/100 g a las 1, 2 y 3 horas de la ad-
ministraciéon de Estradiol, respectivamen-
te.

En presencia de Losartan, una vez mads, la
administracion de Estradiol no modificé
el Hematocrito (41,6+0,8 y 40,7+0,9% an-
tes y después de Estradiol, respectiva-
mente).

Como se esperaba, PRA no vari6 tras la
administracion de Estradiol (PRA fue
1,3440,28 ng AT-I/mL/h en el grupo tra-
tado con Estradiol y 1,84+0,43 ng AT-I/
mL/h en el grupo tratado con vehiculo).

Estos datos estdan de acuerdo con los da-
tos del Grupo VIII, en que Losartdn no
desenmascara la accién vasodilatadora
del Estradiol.

La concentracién plasmatica de Estradiol
3 horas después de la administracién in-
travenosa (100 pg/kg) fue de 103,3+21,6
pg/ml.
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DISCUSION

Pretendemos desarrollar la Discusién en
dos niveles: un primer nivel donde ex-
pondremos la secuencia temporal de de-
sarrollo de nuestro proyecto de investiga-
cién, analizando los resultados obtenidos
y relaciondndolos con la bibliografia exis-
tente, y un segundo nivel, en el que con-
textualizamos dichos resultados en el de-
bate de la sociedad cientifica acerca del
efecto beneficioso o perjudicial de la THS
sobre la salud cardiovascular.

La enfermedad cardiovascular (ECV), y
en particular la enfermedad coronaria
(EC), es la causa principal de muerte de
las mujeres en los paises desarrollados. El
riesgo aumenta después de la menopau-
sia, y desde hace afios se ha postulado
que la terapia hormonal sustitutiva con
estrogenos (THS) podria contribuir a la
disminucién de dicho riesgo. (Mendel-
sohn and Karas 2005)

La actitud de la comunidad cientifica al
respecto ha oscilado en los ultimos afios
desde el apoyo mads radical al uso de la
THS como prevencién de la ECV a la
oposicién mds beligerante. (Parrilla and
Abad 2004)

En este contexto de debate desarrollamos
la investigacién que constituye esta Tesis
Doctoral. Nuestro grupo de investigacién
tiene una amplia experiencia en el estu-
dio del sistema cardiovascular y renal, y
especialmente en lo que a la funcién en-
dotelial concierne.

A partir de una linea de investigacién en
ratas prefiadas, estudiando el papel del
Factor Relajante Derivado del Endotelio
(EDRF), més tarde conocido como Oxido
Nitrico (NO), sobre el estado hiperdina-
mico en la gestacién, (Fiol, Machado et al.
1998) nos cuestionamos el papel de los
estrégenos en la funcion endotelial, plan-
teandonos estudiar ésta en un modelo de
deprivacion hormonal, como es la meno-
pausia.

Animados por los resultados del Nurses’
Health Study (NHS), pionero en propo-
ner el efecto beneficioso de la THS, y tras
valorar ciertas evidencias experimentales
que reforzaban los resultados del Estudio
de las Enfermeras, (Weiner, Thompson et
al. 1992) desarrollamos este proyecto de
investigacion.

Intentamos demostrar una hipétesis en
animales que refrendara las evidencias
iniciales descritas al inicio de la década
de los 90, la época de mdaximo floreci-
miento de la THS.

Esta hipoétesis sostiene que la deprivacion
estrogénica podia afectar a la funcién
cardiovascular de ratas de experimenta-
cién, al igual que lo hacia en la mujer
menopdusica, y a partir de este modelo
animal, investigar el papel del endotelio
y sus factores mediadores en la fisiopato-
logia de la ECV. Por otra parte, seria inte-
resante valorar el efecto de la THS con
estrégenos sobre estas posibles alteracio-
nes, de igual manera que estaba descrito
en estudios clinicos de la literatura cien-
tifica.
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Los efectos de la deprivacién estrogénica
en el sistema cardiovascular ...

De cara a la comparacién con la mujer
postmenopdusica, intentamos reproducir
los cambios hemodindmicos descritos en
estas mujeres, sobre ratas hembras que
habiamos ovariectomizado previamente.

Nuestro trabajo muestra el importante
papel que juega la funcién ovdrica en la
modulacién de la presion arterial de las
ratas hembra. Los resultados descritos
previamente muestran un deterioro de
los pardmetros hemodindmicos tras 8
semanas de castracion. Estos datos con-
cuerdan con la creciente evidencia acerca
de la relacién entre el incremento de pre-
valencia de hipertension arterial (HTA) y
la postmenopausia en la mujer, ya descri-
ta por Sitruk-Ware en 1989. (Sitruk-Ware
and Ibarra de Palacios 1989)

Por otra parte, este estudio fue uno de los
primeros que mostraron una elevacién de
la presién arterial (PA) en ratas normo-
tensas después de la ovariectomia. (Her-
nandez, Delgado et al. 2000)

Previamente, Milsted habia descrito un
aumento en la PA sistélica en ratas hem-
bras Wistar-Kyoto después de 7 semanas
después de la ovariectomia. (Milsted,
Marcelo et al. 1998) Sin embargo, otros
estudios no lo habian conseguido.
(Nickenig, Baumer et al. 1998) Estas dis-
crepancias pueden explicarse por los di-
ferentes tiempos de evolucién tras la
ovariectomia. Nickenig describe que las
ratas se sacrificaron 5 semanas después
de la ovariectomia, en lugar de las 8 se-
manas que establecimos nosotros para
realizar nuestros experimentos.

Esta Tesis Doctoral demuestra que la ova-
riectomia reduce significativamente los
valores de Indice Cardiaco y Conductan-
cia Vascular en ratas hembras, coinci-
diendo estos resultados con los con los de
Huang et al que describe una reduccién
del tono basal de las arteriolas de ratas
hembra tras la ovariectomia. (Huang, Sun
et al. 1997)

La posible disfuncion del endotelio vas-
cular como causa de las alteraciones de-
tectadas ...

A partir de aqui, nos planteamos investi-
gar acerca de la implicacién del endotelio
vascular en estas alteraciones cardiovas-
culares descritas tras la ovariectomia.

Basdndonos en los trabajos con anillos
vasculares de Weiner, se disefié un proto-
colo de estudio de respuesta vascular an-
te vasodilatadores endotelio-dependien-
tes y endotelio-independientes. (Weiner,
Thompson et al. 1992)

El objetivo fue estudiar la liberacién rela-
tiva de NO a partir de anillos adrticos con
integridad del endotelio, comparando
ratas hembras intactas y ovariectomiza-
das en estado basal y tras estimulacién
del anillo vascular con Acetilcolina
(ACh), la cual induce una relajacién en-
dotelio-dependiente de la pared vascular,
a través de un receptor muscarinico; y
con Nitroprusiato Sédico (NPS), ya que
este compuesto libera NO en el musculo
liso vascular y no precisa del endotelio
para ejercer su accién. (Ignarro, Lippton
et al. 1981) De esta manera, podiamos va-
lorar las diferencias entre la respuesta
vascular a sustancias vasorrelajantes cuya
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acciéon estd mediada por endotelio, frente
a las que no precisan de endotelio, en ra-
tas intactas y castradas.

La respuesta relajante a ACh fue signifi-
cativamente menor en anillos adrticos de
ratas ovariectomizadas comparada con
los de las ratas intactas. Por contra, la va-
sodilatacién independiente del endotelio
al NPS, fue maxima y de igual magnitud
en ambos grupos de ratas, lo que sugiere
que la menor respuesta a la ACh en las
ratas ovariectomizadas se debe a una
funcién anormal del endotelio y no a una
sensibilidad disminuida del musculo liso
vascular al NO.

Todos los experimentos se llevaron a cabo
en presencia de Indometacina, un inhibi-
dor de la COX, por lo que la relajacién
inducida por ACh no podia ser atribuida
al efecto de la liberacién de prostaglandi-
nas. Por otra parte, la adiciéon de L-NA-
ME a una concentracién inhibidora de la
Oxido Nitrico Sintasa (NOS) (10-5 M)
bloqueé totalmente la respuesta del endo-
telio a la ACh en los anillos adrticos tanto
de ratas ovariectomizadas como intactas.
Otros autores estdan de acuerdo con nues-
tros resultados, con protocolos similares.
(Ceylan-Isik, Erdogan-Tulmac et al. 2009)

En resumen, nuestros resultados mues-
tran una relajacion endotelio-dependiente
disminuida en ratas castradas frente a las
ratas con ovarios intactos, lo que sugiere
que los estrégenos ovdricos pueden jugar
un papel importante en la preservacion
de una funcién endotelial normal.

El estudio de los mecanismos de la dis-
funcion endotelial ...

Esta alteracién de la funcién endotelial
podria deberse a una disminucion en la
producciéon de NO o a un incremento en
su destruccion, por lo que nos propusi-
mos estudiar estos mecanismos.

Con objeto de comprobar la existencia o
no de una menor liberacién de NO desde
el endotelio vascular, determinamos un
un indice de esta liberacién midiendo los
niveles plasmaticos de Nitritos y Nitra-
tos, encontrando una reduccién significa-
tiva de éstos en el grupo de ratas ovariec-
tomizadas respecto a las ratas intactas.
Estos datos estdn de acuerdo con los es-
tudios de otros autores, que reportan
descenso de niveles de NOx séricos en
ratas castradas. (Grundt, Grundt et al.
2010)

En el mismo contexto, con el fin de valo-
rar la implicacién de la sintesis de NO en
el mantenimiento del tono y la hemodi-
ndmica cardiovascular en la rata hembra,
disefiamos otro experimento estudiando
la respuesta hemodinamica ante la ad-
ministracién de L-NAME en ambos gru-
pos experimentales, observando que la
inhibicién de la sintesis de NO provocé
un incremento de PA similar en ambos
grupos, aunque la disminucién en la
Conductancia Vascular fue significativa-
mente menor en los animales ooforecto-
mizados. Este dato sugiere una menor
dependencia al NO de la Conductancia
Vascular en este grupo.

Dado que una de las hipétesis acerca de
la disfunciéon endotelial observada en las

143




DISCUSION

ratas castradas podia ser la eliminacién
del NO por especies reactivas de oxigeno
(ROS), nos propusimos ahondar en este
posible mecanismo fisiopatoldgico.

Una justificacién podria ser que el drbol
vascular de la rata ovariectomizada pu-
diera liberar significativamente mas ROS
que las ratas intactas, lo que implicaria
una mayor influencia inhibidora sobre la
accion del NO liberado. Esta posibilidad
concuerda con un fenémeno comtn en la
ECV, el exceso de generacién de ROS, que
pueden modular el tono vascular del
musculo liso por mecanismos indirectos,
como la inactivacién de NO. (Rubanyi
and Vanhoutte 1986) (Hennig and Chow
1988)

Por tanto, basdandonos en experimentos
previos, en los que la administracién de
la Superdéxido Dismutasa (SOD) incre-
menta la vida media de NO en sistemas
de bioensayo in vitro, (Langenstroer and
Pieper 1992) disehamos un protocolo ex-
perimental en anillos de aorta para tal fin.
Asi, valoramos la liberaciéon tonica del
NO en ambos grupos experimentales,
afiadiendo SOD a dosis crecientes en el
bafio de los anillos vasculares, y compro-
bamos que en este caso, los anillos de
aorta de ratas ovariectomizadas presen-
taban una menor respuesta relajante que
los anillos de ratas intactas.

La interpretacién mads plausible es que la
SOD, enzima que reduce los niveles del
anion superdxido endégeno o generado
en el bafio tisular, mejoré el efecto rela-
jante del NO basal liberado.

La preincubacién de los anillos vascula-
res con un inhibidor de la NO sintasa (L-
NAME) abolié la relajacién vascular in-
ducida por SOD en ambos grupos de ra-
tas, lo que sugiere que: (1) SOD podria
mediar la relajacién vascular gracias a la
inhibicién de la destruccién de NO por el
anién superoéxido, (2) la relajacién vascu-
lar se debia a una liberacién espontdnea
de NO y (3) la disminucién de la relaja-
cién de los anillos adrticos de ratas ova-
riectomizadas tras administrar SOD po-
dia deberse a la disminucién de la bio-
disponibilidad de NO.

Con objeto de comprobar la existencia de
un mayor grado de actividad pro-oxidan-
te en la situacién de deprivacién estrogé-
nica, nos propusimos determinar distin-
tos marcadores de estrés oxidativo en el
plasma de las ratas intactas y ovariecto-
mizadas.

En nuestro estudio experimental pudi-
mos objetivar que la ovariectomia indu-
cia alteraciones en el estado redox, carac-
terizadas por un menor Status Antioxi-
dante Total (SAT), una disminucién de
los niveles plasmdticos de grupos sulfhi-
drilo (-SH) y un incremento en lipoper6-
xidos. Estos datos analiticos plasmaéticos
pueden reflejar un desequilibrio en el es-
tado redox, desviando el balance hacia un
incremento en el proceso oxidativo, que
podria ser responsable de la disminucién
en la actividad de NO. Por otra parte, va-
rios estudios informan que la bioactivi-
dad del NO estd estrechamente relacio-
nada con la formacién de compuestos S-
nitrosotiol que parecen ser relajantes del
musculo liso vascular mds potentes que
el NO por si mismo, lo que requiere nive-
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les adecuados de compuestos donantes
de grupos sulfhidrilo. (Ignarro, Lippton
et al. 1981) (Stamler, Jaraki et al. 1992)

Se piensa que diversos trastornos vascu-
lares relacionados, como la enfermedad
coronaria, el ictus, la HTA y el shock es-
tdn mediados, al menos en parte, por
cambios en el estado general redox y el
contenido de tioles en el tejido vascular.
De hecho, existe evidencia de la existen-
cia de estrés oxidativo en pacientes jove-
nes con HTA esencial y en ratas esponta-
neamente hipertensas (SHR), (Parik, Alli-
kmets et al. 1996) (Suzuki, Swei et al.
1995) ademds de presentarse de forma
conjunta la HTA y la disfuncién endote-
lial. (Linder, Kiowski et al. 1990) (Luscher,
Dohi et al. 1992) Se ha postulado el uso
de compuestos que contienen tiol, en
combinacién con NO, con el fin de pro-
ducir compuestos nitrosotiol mads esta-
bles, que de por si son potentes relajantes
de la musculatura lisa vascular. (Henry,
Drummer et al. 1989) Ademads, se ha des-
crito que este tipo de compuestos con
tiol, tales como la NAC, podrian interac-
tuar también con ROS, ahorrando NO y
potenciando su accién al eliminar el efec-
to de los radicales libres. (Knight,
MacPhadyen et al. 1991)

En este sentido, nuestro grupo ha publi-
cado que la N-acetil-L-cisteina (NAC), un
scavenger de radicales libres, donante de
grupos tiol, aumenta la respuesta antihi-
pertensiva a captopril y enalapril en SHR
por un mecanismo dependiente de NO,
(Ruiz, Salom et al. 1994) lo que sugiere
que existe un equilibrio entre el NO y S-
nitrosotiol en un sistema biolégico que
puede estar influido por el estado redox.

De acuerdo con estos resultados la incu-
bacién previa de los anillos de aorta con
NAC produjo una mejoria de la funcién
endotelial valorada como respuesta vaso-
rrelajante a la ACh, en animales ovariec-
tomizados.

Sin embargo, la ausencia de efecto de la
NAC sobre la curva de concentracion-
respuesta vasorrelajante a la ACh en los
anillos adrticos de las ratas intactas fue
sorprendente de modo similar a los ha-
llazgos de Sunman et al, que no mostra-
ron mejorfa alguna de la relajacién endo-
telio-dependiente de la aorta de rata in-
ducida por NAC. (Sunman, Hughes et al.
1993)

Una explicacién a este hecho podria ser
que este tipo de agentes, scavenger de ra-
dicales libres, serian eficaces s6lo cuando
se diera un importante grado de agota-
miento de los grupos tiol intracelulares,
un incremento de ROS, o ambas situacio-
nes simultdneas. (Gilligan, Quyyumi et
al. 1994) (Reis, Gloth et al. 1994)

La terapia con Estrégenos, ;posible so-
lucidn a estas alteraciones? ...

Una vez comprobado que nuestro mode-
lo experimental con ratas castradas re-
medaba los efectos cardiovasculares de la
deprivacién estrogénica en la mujer
postmenopdusica, quedaba por dilucidar
si la terapia sustitutiva con estrégenos
podria disminuir estas alteraciones, o in-
cluso revertirlas, tal y como los estudios
clinicos de la década de los 90 dejaban
entrever. (Stampfer, Colditz et al. 1991)
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Para ello, repetimos los protocolos expe-
rimentales en un grupo de animales que
se habian sometido a castracién, y apli-
cado a los 4 dfas de la intervencién un
implante subcutdneo de liberaciéon de
17-BEstradiol de forma crénica, a modo
de THS durante 8 semanas.

Efecto del 17-BEstradiol sobre la funcién
hemodindmica basal en ratas ovariecto-
mizadas ...

Asi, cuando valoramos la situacion he-
modindmica basal en este grupo de ratas,
comprobamos que la terapia sustitutiva
con Estradiol previno el trastorno hemo-
dindmico observado en el grupo de ratas
ovariectomizadas. Otros autores han re-
portado los mismos resultados en ratas
castradas, evidenciando la mejoria de la
respuesta presora al stress, mejorando la
biodisponibilidad del NO tras THS. (Mo-
rimoto, Uji et al. 2008)

Estos datos estdn de acuerdo con un es-
tudio realizado en mujeres postmeno-
pdusicas en el que se demuestra que el
tratamiento con E» transdérmico incre-
menta significativamente el Gasto Car-
diaco y el Volumen Sistélico, disminu-
yendo la presion arterial. (Alfie, Lugones
et al. 1997) Por otra parte, otros estudios
muestran que los estrégenos transdérmi-
cos ejercen efectos beneficiosos, tanto pa-
ra disminuir la PA como en el manteni-
miento de un control de la PA uniforme
durante 24 horas. (Mercuro, Zoncu et al.
1997) Ademads, Brosnihan et al demostrd
que tanto en ratas Sprague-Dawley nor-
motensas como en ratas hipertensas
transgénicas (Gen Ren-2), el tratamiento
con estrégenos durante 4 semanas dismi-

nuyo los niveles de PA con respecto a los
animales no tratados, (Brosnihan, Mori-
guchi et al. 1994) resultados que concuer-
dan con otros de Huang et al, mostrando
que la terapia de sustitucién estrogénica
restaura el tono basal de las arteriolas de
ratas hembra, reducido tras la castracion,
disminuyendo el tono miogénico de éstas
hasta un nivel idéntico al de ratas hembra
normales. (Huang, Sun et al. 1997)

Estos efectos hemodindmicos del trata-
miento sustitutivo con Estradiol se aso-
cian a un incremento de los niveles plas-
madticos de Nitritos y Nitratos hasta nive-
les similares a las ratas intactas, resultado
que concuerda con estudios previos en
mujeres postmenopdusicas con THS.
(Rosselli, Imthurn et al. 1995)

Dichos resultados muestran indirecta-
mente un incremento de los niveles de
NO en ratas ovariectomizadas con THS,
coincidiendo con otros estudios in vitro
que describen el incremento de la Oxido
Nitrico Sintasa (NOS) en respuesta a
17-BEstradiol en células endoteliales de
aorta bovina, (Hayashi, Yamada et al.
1995) y en células endoteliales de arteria
pulmonar fetal ovina. (MacRitchie, Jun et
al. 1997)

Por lo tanto, es légico suponer que una
mayor disponibilidad de NO, favorecida
por la presencia de estrégeno, pudiera ser
responsable de la diferencia en el Indice
de Conductancia Vascular basal, de me-
nor magnitud en las ratas ovariectomiza-
das que en las ratas sham y las tratadas
con estrogenos.
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Por otra parte, la terapia sustitutiva con
estrogenos restauré la respuesta de la
conductancia vascular (ICV) producida
por inhibicién de la NOS con L-NAME
en ratas Sprague-Dawley. Ademads, aun-
que no hubo diferencias en la magnitud
de la respuesta presora provocada por L-
NAME entre los tres grupos, la disminu-
cién de la conductancia vascular fue sig-
nificativamente mayor en ratas sham y en
las tratadas con E», con respecto a las
ovariectomizadas.

Los resultados descritos hasta ahora su-
gieren una mayor contribucién del NO en
la regulaciéon de la Conductancia Vascu-
lar en presencia de niveles adecuados de
estrégenos, que puede ser responsable de
la PA mads baja presente en los animales
con estrégenos en nuestro estudio. De
hecho, estudios anteriores mostraron que
los estrégenos incrementan la contribu-
ciéon del NO en la regulacién de la PA en
ratas hipertensas transgénicas que expre-
san el Gen Ren-2 genes (Brosnihan, Mori-
guchi et al. 1994)y que los estrégenos
atentan el desarrollo de la HTA en ratas
espontdneamente hipertensas. (Williams,
Shackelford et al. 1988)

A pesar de que los cambios en la PA en
respuesta a la infusiéon de L-NAME no
fueron diferentes entre los tres grupos de
ratas, en el grupo de ratas castradas se
aprecié una mayor respuesta de la Fre-
cuencia Cardiaca (FC). Esta respuesta de
FC tras L-NAME es de dificil explicacion.
Podriamos justificarlos suponiendo una
diferencia en la sensibilidad barorrefleja
entre ratas ovariectomizadas y los otros
dos grupos que tienen estrégenos. Hay
trabajos que describen una menor tole-

rancia a la presiéon negativa en el hemi-
cuerpo inferior en las mujeres que se aso-
ciaba a una respuesta reducida de FC an-
te la estimulacién de los barorreceptores
carotideos en comparacién con los hom-
bres. (Convertino 1998)

El tratamiento crénico con Estradiol mejora
el estado redox ...

Del mismo modo que con los protocolos
anteriores, también estudiamos el estado
redox en el grupo de ratas ovariectomi-
zadas tratadas con Estradiol, encontran-
do que la THS con Estradiol indujo un
aumento significativo en el SAT plasmé-
tico y los grupos -SH, asociado a una
disminucién en la concentracién plasma-
tica de lipoperéxidos, siendo estos para-
metros de similares a los obtenidos en los
animales con operacién simulada. Estos
datos concuerdan con otros similares en
la literatura, postulando la disminucién
de Malondialdehido en tejido adrtico de
ratas castradas con THS. (El-Seweidy,
Mohamed et al. 2012)

Una posible explicacién podria basarse
en la accién antioxidante atribuida al 17-
BEstradiol, preservando asi la funcién
endotelial. Por un lado, varios estudios
han demostrado que el 17 B-Estradiol re-
duce la peroxidacion lipidica en plasma y
en membrana plaquetaria en mujeres
postmenopdusicas. (Tranquilli, Mazzanti
et al. 1995) (Tang, Abplanalp et al. 1996)

Otros estudios apoyan esta posibilidad
defendiendo que estas acciones pueden
estar detrds del efecto protector del 17-BEs-
tradiol en el proceso de isquemia-reper-
fusién miocdrdica. La administraciéon de
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17-BEstradiol en animales mejord la fun-
cién endotelial de arteriolas miocdrdicas
con respecto a los animales no tratados.
Este efecto se asocié con un incremento
de la concentracién sérica de NOx y una
menor generacion de anién superdxido
en segmentos arteriales tras la hipoxia/
reperfusion. (Kim, Chen et al. 1996)

Todos estos resultados nos llevan a suge-
rir que el efecto beneficioso del trata-
miento con 17-BEstradiol sobre la funcién
hemodindmica y vascular en las ratas
ovariectomizadas parece deberse a un
incremento de la biodisponibilidad de
NO. Pero no podemos descartar que pa-
ralelamente pueda deberse a un incre-
mento en la expresién de la NOS, y por
tanto, aumento en la sintesis de NO, tal
como sugiere el hecho de que el 17-BEs-
tradiol aumenta la NOS y ARNm. (Ma-
cRitchie, Jun et al. 1997) (Grundt, Grundt
et al. 2010)

Papel de la Angiotensina II en la accién
vascular directa del Estradiol ...

Otro de los aspectos ampliamente estu-
diado sobre los efectos de estrégenos en
el sistema cardiovascular ha sido su inte-
racciéon con el Sistema Renina Angioten-
sina (SRA), sistema de regulaciéon a me-
dio plazo de la presién arterial y balance
hidrosalino. Los efectos de los estrégenos
sobre el SRA se producen sobre varios
componentes del mismo, destacando en-
tre estos un incremento en la secrecién de
Renina, (Brosnihan, Senanayake et al.
1999), en la sintesis de Angiotensinégeno,
(Oelkers 1996) una reduccién en la acti-
vidad de la Enzima Convertidora de An-
giotensina (Tostes, Nigro et al. 2003) y

una reduccién de los receptores de An-
giotensina II (Armando, Jezova et al
2002). Por otra parte, en situaciones con
niveles aumentados de estrégenos como
la gestacion normal, la sensibilidad vas-
cular a la Angiotensina II estd disminui-
da, mientras que se produce una hipe-
rreactividad en gestaciones con pree-
clampsia, en la que se postula una altera-
cion en la funcion endotelial. (Gilbert,
Ryan et al. 2008) Estos datos sugieren una
estrecha interaccion entre los sistemas re-
guladores del tono vascular como el SRA
y NO endotelial y la presencia de estré-
genos.

En vista de estos datos nos planteamos
evaluar el papel del NO y la Angioten-
sina II sobre las acciones hemodinami-
cas del E; en ratas hembra ovariectomi-
zadas.

Encontramos que aunque la administra-
cién aguda de 17p-Estradiol (100 mg/kg)
no provoco cambios hemodindmicos sig-
nificativos, cuando esa misma dosis se
administr6 a ratas tratadas con L-NAME
dio lugar a una importante vasoconstric-
cion sistémica, como lo demuestra el in-
cremento en las Resistencias Periféricas
Totales (RPT) y una disminucién del In-
dice Cardiaco (IC). Estos resultados difie-
ren de otros estudios realizados en ovejas
ovariectomizadas en los que la adminis-
tracion de estrégenos aument6 el Gasto
Cardiaco (GC), disminuyendo las RPT,
con pequefias modificaciones de la PAM.
(Magness and Rosenfeld 1989)

Las discrepancias observadas entre estos
estudios podrian deberse a diferencias
entre especies. En nuestro estudio, el lige-
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ro efecto vasodilatador del E; podria ha-
ber sido modulado por otros sistemas
compensatorios, como el aumento de la
activacion del sistema nervioso auténo-
mo. En vista de ello, en el futuro, seria
interesante investigar si el tratamiento
previo con un bloqueante ganglionar o
un antagonista del receptor a podria de-
senmascarar una accién vasodilatadora
del 17p-Estradiol.

Sin embargo, el hallazgo mas importante
de nuestro estudio, aunque inesperado,
fue que la administracion de 17B-Estra-
diol a ratas pretratadas con L-NAME in-
dujo un aumento de RPT con una dis-
minucion del GC, sin cambios en la
PAM. Estos efectos hemodindmicos se
deben claramente a la administracién del
17B-Estradiol, ya que la administracion
de vehiculo (etanol) en presencia de L-
NAME no provocé modificacién alguna
sobre las variables hemodindmicas estu-
diadas.

Este efecto del Estradiol sobre las RPT en
condiciones de inhibicion de la sintesis de
NO, parece ser independiente del incre-
mento previo de las RPT y presion arte-
rial debido la presencia de L-NAME, ya
que la administraciéon de 17(3-Estradiol
durante la infusion continua de Fenilefri-
na (PE), que increment6 las RPT a niveles
similares a los de L-NAME no tuvo efecto
hemodindmico afadido.

Conjuntamente al efecto hemodindmico
(aumento de RPT y disminucién de IC)
observamos un incremento significativo
del hematocrito que puede contribuir a
estos cambios hemodindmicos debidos a
la ausencia de NO. Se acepta que ante un

volumen constante de glébulos rojos
(VCGR), un incremento en el Hto signifi-
ca una disminucién del volumen plasma-
tico. Van Beaumont, con una f6rmula ma-
temdtica basada en datos tedricos y rea-
les, ilustra la relacion entre la hematocrito
y el volumen de plasma en un nomogra-
ma. (Van Beaumont 1972) Debido a que el
Hto es en realidad la relacién entre el
VCGR y el volumen de sangre total
(VCGR+volumen plasmatico), el cambio
en el volumen plasmético siempre debe
ser mayor que el cambio reflejado por el
Hto. Asi, a partir del nomograma de Van
Beaumont, un incremento de 2,7 puntos
en el Hto representa un descenso del 11%
en el volumen plasmdtico, y dicha caida
podria ser responsable, al menos en par-
te, del descenso en el Indice Cardiaco
tras la administracion de 17p3-Estradiol en
presencia de L-NAME.

Los efectos hemodindmicos directos del
Estradiol descritos hasta el momento en
este dltimo protocolo experimental esta-
ban en desacuerdo con la hipétesis de
una accién protectora de los estrégenos
sobre el sistema vascular. Sin embargo,
tal y como hemos mencionado anterior-
mente, el hecho del cambio en la reactivi-
dad vascular a la Angiotensina II (dismi-
nuida) en la gestacién normal con respec-
to a la preeclampsia (aumentada), donde
se ha descrito la existencia de disfuncién
endotelial vascular, plantea la posibilidad
de la implicacion de la Angiotensina II en
dicho efecto hemodindmico del Estradiol
en ausencia de NO. (Gilbert, Ryan et al.
2008)
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Asi pues, el bloqueo de los receptores
AT; de la Angiotensina II con Losartan
suprimioé el incremento de las RPT pro-
vocado por el 17B-Estradiol en presencia
de L-NAME. Ademads, la administraciéon
de Losartan inhibi6 el aumento en el Hto,
observado tras administrar L-NA-
ME+17B-Estradiol, lo que sugiere que la
A-II puede contribuir al incremento de
las RPT y la disminucién en el IC.

Sin embargo, en nuestro estudio los datos
de actividad de renina plasmética (ARP)
no muestran ningtn incremento tras la
administraciéon del Estradiol por lo que
no es plausible un mayor nivel de Angio-
tensina II circulante.

Por otro lado, tal y como sugieren los da-
tos de Schricker et al, la inhibicion de la
sintesis de NO conduce a una atenuacion
de la secrecion de renina basal y a un
aumento en la PA. Por lo tanto, ya que la
administracion de L-NAME aumenté la
PA en este estudio, podriamos esperar
una disminucién o ningtin cambio en la
ARP. (Schricker, Hamann et al. 1994) Te-
niendo en cuenta estos datos, los efectos
hemodindmicos de 17B-Estradiol en au-
sencia de NO se deberian mds probable-
mente a una potenciaciéon de la AT-II que
a un aumento en la secrecién de renina.
Estos datos estdn de acuerdo con otros
estudios que respaldan el papel de la AT-
II en la patogénesis de la lesién vascular
y la permeabilidad vascular a través de
mecanismos que son independientes de
su actividad presora. (Reddy, Campbell et
al. 1993) (Williams, Baker et al. 1995)

El ascenso de la FC fue un hecho comin
en todos los grupos a los que se adminis-

tr6 Ez, independientemente de los cam-
bios en otras variables hemodindmicas.
La taquicardia observada en las ratas tra-
tadas con E> probablemente refleje tan
solo una taquicardia mediada por baro-
rreceptores, porque la PAM tiende a caer.
Otra posibilidad es que el estrégeno pue-
de tener un efecto directo en el nodo
sinoauricular, como otros autores han de-
fendido. Se ha comprobado que el E; se
puede acumular en los ntcleos de los
miocitos auriculares, (McGill and Sheri-
dan 1981) causando cronotropismo posi-
tivo en el corazén aislado y perfundido
de conejo, (Baksi and Hughes 1983) por
lo que se piensa que los estrégenos pue-
den tener un efecto directo en el nodo
sinoauricular.

A partir de los datos discutidos anterior-
mente, podemos sugerir una interaccion
entre los estrégenos, la Angiotensina, y el
NO. Por un lado, se conoce la posible re-
gulacion de la NOS endotelial por las
hormonas sexuales. En este sentido, se
habia demostrado que el embarazo y el
tratamiento crénico con estrégenos in-
crementa la actividad de la NOS cal-
cio-dependiente en corazén, rifién vy
musculo esquelético en conejos de indias.
(Weiner, Lizasoain et al. 1994) Por otra
parte, los niveles séricos de Nitritos y Ni-
tratos estan incrementados en la mujer
después de la THS con estrégenos.
(Rosselli, Imthurn et al. 1995) M4s recien-
temente nuestro grupo ha publicado un
efecto directo del Estradiol sobre la libe-
racion de NO en endotelio de rata. (Fe-
noy, Hernandez et al.) Por otro lado, estos
resultados estdn en consonancia con la
disminucién de la reactividad vascular
ante AT-II descrita en el embarazo nor-
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mal, en el que se atentia la respuesta pre-
sora tras la infusion de AT-II, (Conrad,
Morganelli et al. 1989) (Magness, Cox et
al. 1994) probablemente debido a un in-
cremento en la actividad de NO.

En resumen, la administracion de
17B-Estradiol a ratas ovariectomizadas
indujo un efecto vasoconstrictor, repre-
sentado por un aumento de RPT, cuando
la sintesis de NO fue inhibida por L-
NAME. Ademas, estos cambios hemo-
dindmicos pueden ser mediados por la
Angiotensina II, ya que este efecto se
previno al bloquear el receptor AT; con
Losartan. A partir de estos resultados, no
podemos descartar la posibilidad de que
un aumento en la produccién de NO tras
la administraciéon de 17p3-Estradiol podria
modular el efecto vasoconstrictor de la
AT-II, y por tanto, la administracién de
L-NAME permitiria una potenciacién de
la vasoconstriccién inducida por la AT-II.

De estos resultados podriamos concluir
que la administracion de 17p-Estradiol
requiere una funcién endotelial que
permita niveles adecuados de NO, para
mantener un estado hemodinamico
normal. Adem4s, la inhibicién de la sin-
tesis de NO puede provocar un efecto va-
soconstrictor del 17B-Estradiol debido a
la potenciacion de la Angiotensina II.

Llegado este momento, intentaremos
contextualizar estos resultados descritos
durante esta primera parte de la discu-
sion, en medio del apasionante debate
sobre la THS y la enfermedad cardiovas-
cular.

Evidencias iniciales del efecto benefi-
cioso de los estrégenos ...

De la lectura de nuestros resultados, pa-
rece claro el efecto protector de los estré-
genos endégenos y la THS con Estradiol
sobre la funcién endotelial y hemodiné-
mica vascular, en concordancia con mul-
tiples estudios experimentales realizados
en animales y humanos descritos ante-
riormente. Hay autores que defienden la
accién indirecta sobre el metabolismo de
las lipoproteinas, (Bush, Barrett-Connor
et al. 1987) (Farhat, Lavigne et al. 1996) y
otros proponen una accién directa gracias
a un efecto sobre la pared del vaso san-
guineo por si misma. (Gruchow, Ander-
son et al. 1988) (Gilligan, Quyyumi et al.
1994) Este efecto parece estar mediado
por la mejora de la funcién endotelial,
como se indica en varios estudios en los
que niveles fisiolégicos de estrégenos in-
crementaron la relajacién vascular endo-
telio-dependiente en la circulacién coro-
naria de mujeres postmenopdusicas. (Gi-
lligan, Quyyumi et al. 1994) También se
ha demostrado que la suplementacién
con estrégenos aumenta la actividad de
la NOS endotelial y el ARNm para isoen-
zimas de NOS en arteria uterina, corazdon
y musculo esquelético en cobayas hem-
bra. (Weiner, Lizasoain et al. 1994)
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Con todas estas evidencias, parecia claro
que prolongar la funcién hormonal en la
postmenopausia, aun cuando se utiliza-
ran dosis estrogénicas mds bajas, llevaria
consigo un beneficio para la salud de la
mujer. Era clara la mejoria de la sintoma-
tologia climatérica en mujeres usuarias
de THS y cada vez se presentaba con ma-
yor evidencia el efecto positivo en la pre-
vencién de la osteoporosis y las fracturas
6seas. ;Por qué no utilizar la THS con es-
trégenos en la prevenciéon o en el trata-
miento de la ECV en esta etapa de la vida
de la mujer?

Esta pregunta suscité gran cantidad de
estudios observacionales en la poblacién,
con gran difusién e impacto, apoyados
por las evidencias cientificas descritas an-
teriormente. (Stampfer, Colditz et al
1991)

Aunque la THS no tenia licencia para su
utilizacién en la prevencion de enferme-
dades cardiovasculares, se consideraba
éste un beneficio adicional cuando se
prescribia para el alivio de los sintomas
postmenopdusicos o para la prevencién
de la osteoporosis.

El tsunami del WHI en medio de este
debate ...

Con la generalizacién de su uso, y para
tratar de definir los riesgos y beneficios
de las estrategias que podrian prevenir la
enfermedad coronaria en las mujeres
postmenopadusicas, el Instituto Nacional
de Salud de Estados Unidos establecid
una serie de ensayos clinicos conocidos
como Iniciativa de Salud para las Mujeres
(Women’s Health Initiative, WHI), que

inclufa los brazos de THS con estrégenos
mads progestageno o estrégeno sin oposi-
ci6bn en mujeres histerectomizadas., tal
como se describe en la introduccién de
esta Tesis. (Rossouw, Anderson et al.
2002)

Los resultados preliminares en 2002 mos-
traron que la THS con estrégenos y ges-
tdgenos causé un incremento en los even-
tos coronarios y accidente cerebrovascu-
lar, tromboembolismo venoso, asi como
cdncer de mama, yla conclusién fue que
la THS era demasiado peligrosa para ser
usado como prevencién de enfermedad
alguna, y solo deberia limitarse al uso a
corto plazo para el alivio de los sintomas
climatéricos. De repente, a modo de pén-
dulo, la comunidad cientifica, especial-
mente otros especialistas, como Cardi6-
logos, Oncélogos y Reumatélogos, menos
relacionados especificamente con la salud
global de la mujer que los Ginecélogos,
estigmatizaron la THS condendndola en
multitud de publicaciones cientificas y en
los medios de comunicacién, generando
una desconfianza creciente en la mujer
postmenopdusica ante cualquier medica-
cién hormonal.

;Qué habia ocurrido entonces?, ;donde
quedaban los resultados positivos de los
estrégenos sobre el sistema cardiovascu-
lar?.

Estas resultados nefastos de la terapia es-
trégenica en el estudio WHI se asemeja-
ban de alguna manera a nuestros resulta-
dos de los efectos hemodindmicos adver-
sos de la administracion de 173-Estradiol
en situacion de bloqueo de la sintesis de
NO. Todo lo bueno que habia resultado el
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tratamiento estrogénico en los estudios
de los protocolos de funcién endotelial en
anillos de aorta, hemodindmica basal y
estado redox llevados a cabo en esta Tesis
Doctoral entraban en contradicciéon con
los nuevos estudios.

El hecho de que la administracién directa
del 17B-Estradiol no modificara los pa-
rdmetros hemodindmicos (PA; ICV), po-
dia explicarse por distintos mecanismos
fisiol6gicos que tamponarian los efectos
directos del 17p-Estradiol. Sin embargo
cuando paralelamente nos propusimos
discriminar la accién vasorrelajante del
17pB-Estradiol directa o mediada por NO,
bloqueando la sintesis de este tltimo, nos
encontramos con el efecto contrario al
que esperdbamos. De los resultados ob-
tenidos con el bloqueo de los receptores
AT; dedujimos, que la alteracién de la
funcién endotelial (mediante el bloqueo
de la sintesis de NO con L-NAME) puede
ser responsable de la potenciacién por
parte del 173-Estradiol de los efectos vas-
culares de la Angiotensina II.

Sin saberlo, estabamos anticipando los
resultados al WHI, publicacién que nos
abri6 los ojos a la verdadera razén de
estos resultados.

(Porqué se dieron estos resultados en-
tonces?

En el WHI se criticé la edad y el tipo de
estratificaciéon de las edades de las parti-
cipantes, puesto que se agregaron por
grupos amplios de edad para obtener di-
ferencias significativas pronto. La edad
media de las mujeres que participaron
superaba en mds de 10 afios la aparicién

de la menopausia, y mds de 2/3 de ellas
eran mayores de 60 afios.

La edad por si sola no podia justificar
nuestros resultados, puesto que la edad
de las ratas y el tiempo desde la ovariec-
tomfa era la misma para todos los estu-
dios experimentales de esta Tesis, y solo
observamos un efecto perjudicial sobre la
hemodindmica cuando administramos
L-NAME.

El tipo de estrégeno tampoco podia ser el
causante. Es cierto que una de las criticas
principales del WHI fue la utilizacién de
una THS con Estrégenos Conjugados
Equinos, con ciertos efectos sobre el me-
tabolismo hepatico, y por tanto, lipidico.
Ya en la década de los 90, en Europa se
utilizaba el estrégeno mads natural, el
17B-Estradiol, normalmente en parche
transcutdneo. (Parrilla and Abad 2004)
Tampoco el gestdgeno utilizado en el
WHI, el Acetato de Medroxiprogesterona
era el mds adecuado, por sus efectos ne-
gativos sobre el perfil lipidico de la mujer.
(PEPI 1995) De esta manera, los resulta-
dos del WHI no podian extrapolarse a la
totalidad de la THS.

En nuestro trabajo utilizamos el 173-Es-
tradiol, sin influencia del gestdgeno, para
poder inferir tnicamente los efectos de
los estrégenos aislados sobre el sistema
cardiovascular.

(Qué podia ser comidn en el disefio de
nuestro estudio y el WHI, para que se
dieran resultados sorprendentemente
analogos?
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La respuesta es: la alteracion de la fun-
cién endotelial

Cuando infundimos a la rata L-NAME
previamente a administrar 17p-Estradiol,
realmente estamos anulando la funcién
endotelial, y todo el efecto de homeosta-
sis vascular que implica la funcién de un
endotelio intacto. Fuimos uno de los pri-
meros grupos de investigacién que obje-
tivamos que, en ausencia de un endotelio
con adecuado funcionamiento, el Estra-
diol ejerce una accién hemodindmica ne-
gativa, pero si el endotelio estd intacto, el
efecto de la THS con estrégenos es bene-
ficioso sobre la respuesta vasorrelajante
vascular y sobre el estado redox de la ra-
ta.

Las mujeres que participaron en el WHI
tenfan probablemente una funcién endo-
telial anémala, debido al deterioro del
perfil lipidico secundario a la edad avan-
zada y al hipoestronismo prolongado,
con posible desarrollo de arterioesclero-
sis, favorecedora de los eventos cardio-
vasculares adversos. Todo ello sin contar
el sobrepeso, la incidencia alta de diabe-
tes y el hdbito tabdquico. Es por esta ra-
z6n por la que el subgrupo de mayor
edad en el WHI presenté mds eventos
cardiovasculares. (Parrilla and Abad
2004)

Por ello, parece critico iniciar la THS lo
mds precozmente posible porque, a partir
de nuestros resultados, ejerceria un efecto
beneficioso ya que disminuiria la accién
de los ROS, mejoraria la respuesta rela-
jante vascular y la biodisponibilidad de
NO, disminuyendo el riesgo de forma-

cién de placas de ateroma en la pared del
vaso.

En esta linea, nuestro grupo de investiga-
cién estudié posteriormente la incidencia
de la THS con 17B-Estradiol en ratas es-
pontdneamente hipertensas (SHR), a las
que se sometié a ovariectomia a las 10
semanas de vida, cuando aidn la HTA no
habia inducido fenémenos de remodela-
do vascular y a las 25 semanas, cuando
estos fenémenos ya se habian establecido.
En los animales en los que la THS se ini-
ci6 antes del inicio del remodelado vascu-
lar, el 17p-Estradiol previno tanto el in-
cremento de la PAM como el remodelado
en las arterias coronarias, disminuyendo
la PAM de estos animales hipertensos.
Sin embargo, no tuvo el mismo efecto be-
neficioso y protector en las ratas SHR que
habian sido castradas y tratadas con 17§3-
Estradiol a las 25 semanas de vida.
De esta manera, se comprobé que el ini-
cio temprano del tratamiento con 173-Es-
tradiol podia atenuar la HTA y proteger
el sistema cardiovascular de los efectos
perjudiciales de la HTA. Sin embargo, los
estrégenos no tuvieron efecto alguno
cuando la alteracién vascular ya estaba
establecida, (Garcia, Gimenez et al. 2005)
lo cual volvia a estar de acuerdo con la
anterior interpretaciéon de los resultados
del WHI estratificados por tiempo de
comienzo de la menopausia y edad de las
mujeres.

Con posterioridad a estos estudios expe-
rimentales, se publicé un estudio post hoc
del WHI valorando un score de calcifica-
cién coronaria en el subgrupo de mujeres
menores de 60 aflos que participaron en
el WHI mostraron una disminucién sig-
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nificativa en las calcificaciones coronarias
en el brazo asignado a Estrégenos, frente
a las asignadas a placebo. (Manson, Alli-
son et al. 2007)

Sorprendentemente, tras una reevalua-
cién del WHI realizada por sus propios
autores, en los que unieron los 2 subgru-
pos de THS, publicaron que la edad de
inicio de la THS en la postmenopausia
tenfa un importante efecto en los resulta-
dos cardiovasculares de la THS, al con-
trario de lo que sostenian en las primeras
publicaciones del WHI. Asi, las mujeres
mads jévenes, que iniciaban THS tempra-
no, tenfan una disminucién significativa
de los eventos cardiovasculares.
(Rossouw, Prentice et al. 2007)

Asi pues, parece que la THS podria con-
ferir beneficios en la prevencién primaria
de la enfermedad coronaria cuando se
inicia por debajo de los 60 afios o tras
menos de 10 afios desde la menopausia.
Por ello, la Conferencia Consenso de la
British Menopause Society llegé a esta
conclusiéon en 2008, (Rees and Stevenson
2008) y posteriormente, la International
Menopause Society (IMS) se aline6 con
este criterio. (Pines, Sturdee et al. 2008)
Estos planteamientos vuelven a coincidir
con los estudios observacionales y en
primates de los afios 90, estableciendo en
una situaciéon de reposo este péndulo que
ha significado el manejo de la THS y la
salud cardiovascular de la mujer. (Ste-
venson, Hodis et al. 2009)

Hay otros factores que plantea el WHI
que todavia lastran la THS, como los po-
sibles efectos deletéreos sobre otros 6rga-
nos y sistemas. Aunque las publicaciones

posteriores al WHI no mostraron mayor
riesgo de cancer de mama con estrégenos
y gestdgenos al realizar el ajuste adecua-
do por variables de confusién, (Ander-
son, Chlebowski et al. 2006) y ademads
mostraron una disminucién significativa
en la incidencia de cdncer de mama en las
mujeres que solo utilizaban estrégenos
frente a placebo. (Stefanick, Anderson et
al. 2006)

De esta forma, los resultados de los gran-
des estudios clinicos no apoyan un ma-
yor riesgo de cdncer de mama con el uso
de THS. Adn asi, el riesgo de cédncer de
mama sigue sin resolver, aunque cual-
quier aumento en el riesgo propuesto pa-
ra la THS es similar o incluso inferior al
riesgo estimado para ciertos estilos de
vida o al uso de muchos farmacos comu-
nes. (Stevenson, Hodis et al. 2009)

Relataba Jonathan Swift en el periédico
The Examiner:

“Falsehood flies, and truth comes limping
after it, so that when men come to be undeceived,
it is too late; the jest is over, and the tale hath

had its effect.”
(9 de Noviembre de 1710)

(“La mentira vuela, y la verdad viene cojean-
do tras ella, de modo que cuando los hombres
llegan a desengariarse de ella, es demasiado
tarde; la broma ha terminado, y el cuento ha
surgido efecto.”)

Asi, muchos Médicos Generalistas o Car-
didlogos ya no consideran la THS como
estrategia de prevenciéon de enfermedad
coronaria en mujeres. Es mds, la contra-
indican habitualmente en nuestro medio,
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aunque no se haya prescrito para tal fin,
sino para tratar el sindrome climatérico.

Sabemos que la modificacién de los hébi-
tos de vida tales como una dieta adecua-
da, el ejercicio fisico y el abandono del
tabaquismo reduce la incidencia de en-
fermedad coronaria en hombres y muje-
res. (Yusuf, Hawken et al. 2004) También
son importantes medidas preventivas en
control de la PA y la diabetes. Sin embar-
go, algunas terapias que han mostrado
eficacia en el varén, no lo han hecho en la
mujer. Por ejemplo, el uso de dosis bajas
de Aspirina no ha sido eficaz en la pre-
venciéon de eventos cardiovasculares en
mujeres. (Berger, Roncaglioni et al. 2006)
Tampoco las estatinas han sido eficaces
en la reduccién de eventos cardiovascula-
res en la mujer, a diferencia del varén.
(Walsh and Pignone 2004) Por otra parte,
el incremento del riesgo de cdncer de
mama observado en mujeres que toman
estatinas es de una magnitud similar a la
reportada con la THS, (Hodis and Mack
2007) y no por ello se recomienda a las
mujeres a la minima dosis y s6lo por un
corto periodo de tiempo, como ocurre
con los Estrégenos. A la luz de nuestros
resultados y de la bibliografia actual, la
THS puede ser mds eficaz y tan segura
como cualquier otra opcién terapéutica
para la prevencién primaria de la enfer-
medad coronaria en mujeres postmeno-
pdusicas, siempre que el tratamiento se
inicie en un tiempo adecuado y a una do-
sis adecuada.

Aunque actualmente no puede justificar-
se la prescripciéon de la THS a las mujeres
como prevencion primaria de enferme-
dad cardiovascular, podemos utilizar el

conocimiento acerca de los riesgos y be-
neficios cardiovasculares de la THS en un
sentido positivo a la hora de asesorar a la
mujer menopdusica, al contrario que has-
ta hace muy poco tiempo.

La aplicacion préctica de lo defendido en
esta Tesis podemos apreciarla en un en-
sayo clinico randomizado publicado en
este dltimo mes, en el que 1006 mujeres
entre 45 y 58 afios, con menopausia re-
ciente, fueron distribuidas aleatoriamen-
te en dos brazos: THS con un preparado
hormonal trifdsico con 17B-Estradiol+A-
cetato de Noretisterona oral frente a no
tratamiento. Las mujeres histerectomiza-
das recibieron 17B-Estradiol solo (2 mg /
dia). El objetivo primario fue valorar
mortalidad, ingresos por angor e infarto
de miocardio. (Schierbeck, Rejnmark et
al.)

Tras 10 afios de tratamiento randomiza-
do, las mujeres que recibieron THS a do-
sis bajas con inicio temprano tras la me-
nopausia, tuvieron una disminucién sig-
nificativa del riesgo de mortalidad, fallo
cardiaco o infarto de miocardio, sin un
aparente incremento en el riesgo de can-
cer de mama, tromboembolismo venoso o
accidente cerebro-vascular, respecto al
grupo de mujeres que no recibié trata-
miento hormonal alguno. (Figura 32)

Queda pendiente dilucidar si una mujer
utiliza THS hasta los 60 afios, si debemos
interrumpirla por motivos de salud car-
diovascular. Hardn falta nuevos estudios
para establecer un criterio fiable al res-
pecto.
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DISCUSION
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502 502 498 496 483 487 484 477 155

Control
504 502 497 492 484 475 466 455 90

Fig.. 32. Riesgo de muerte o ingreso hospitalario debido a patologia cardiaca tras 16 afios
de seguimiento, incluyendo 11 afios de tratamiento randomizado).
De Schierbeck, L. BM] 2012

Esperamos que la continuacién de proyectos de investigacién como éste contribuyan a
mejorar el conocimiento de la mujer en esta etapa de su vida, desmontando falsos dog-
mas y creencias no basadas en la evidencia cientifica, y que tanto dafio han causado a la
mujer menopdusica, frenando su bienestar y mejora en la calidad de vida.

Parafraseando a Jonathan Swift, es mucho mads dificil demostrar una hipétesis con rigor
que lanzar mentiras al aire so pretexto de una mediocre base cientifica.

Juan Luis Delgado Marin
Murcia, Enero 2013
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CONCLUSIONES»
ONCLUSION

1

La ovariectomia induce un incremento de la Presion Arterial y disminucién del Indice
Cardiaco que se acompaifian de una alteracién en la respuesta vasodilatadora arterial
debida a una disfuncion del endotelio vascular.

2

La alteracion de la vasorrelajaciéon endotelio-dependiente inducida por la castracién
parece deberse a una disminucién en la liberacién de Oxido Nitrico y/o a un incre-
mento en su inactivacion, posiblemente derivada de la alteracion del estado redox,
consistente en mayor actividad pro-oxidante.

3

La terapia de sustitucién con 17-BEstradiol previene los cambios hemodindmicos
observados tras la ovariectomia, y restaura los indices de funcién de Oxido Nitrico y
el estado redox.

4

En una situacion de alteracion de la funcién endotelial por bloqueo de la sintesis de
Oxido Nitrico, la administracién directa de 17-BEstradiol provoca un incremento
agudo en las resistencias vasculares sistémicas.

5

Este deterioro hemodinamico estd mediado en parte por una potenciacion endégena
de la accion de la Angiotensina II a través de sus receptores ATj.

e

La administracion precoz de 17-BEstradiol como tratamiento sustitutivo tras
ovariectomia tiene un efecto beneficioso sobre el sistema cardiovascular, mientras
que en situaciones de un mayor deterioro de la funcién endotelial, el 17-BEstradiol
empeora la funcion cardiovascular.
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' TABLAS

Objetivo 1L
Evaluar si la deprivacién cronica de Estrogenos tras ovariectomia induce cambios
hemodinamicos en la rata hembra.

HEMODINAMICA BASAL m Ca;::aac)las

PAM Media 106,42 119,35 »
(mmHg) SEM 3,54 3,02

Icv Media 0,4 0,28 =
(ml/min/mmHg/100g) sgpg 0,04 0,02

RPT Media 2,59 3,66 *®
(mmHg/ml/min/100g) 5ppg 0,27 0,27

IC Media 42,42 3352 =
(ml/min/100g) SEM 3,1 1,54
EC Media 404,29 393,4
(lat/min) SEM 21,62 18,78

% P<0.05 Castradas vs Sham

Objetivo 2
Determinar si estos cambios se acompafian de una disfuncion del endotelio
vascular.

2.1. Respuesta de relajacion de anillos de aorta a NPS y ACh.

[NPS] (logM) 10 | 9 [ 8 [ 7 [ 6 | 5 | 4 |
Media 577 22,77 9268 1063 111,21 11466 11552
SEM 134 478 687 47 64 544 578
Media 691 2888 879 1186 1262 1283 128
268 191 592 4 4 38 57

[ACh] (logM) | 8 | 7 [ 6 | 5 | 4
Media 11,94 66,71 99,77 1051 110,21
SEM 6,57 5,58 4,35 4,07 7,3
Media 8,16 2807% 5895% 848 % 8223 %
SEM 2,98 6,58 7,36 7,41 6,94
LNAME  (n=6) Media 0,99 218 % 318% 377 % 636 %
SEM 0 0 0 0 0

% P<0.05 Castradas vs Sham % P<0.05 L-NAME vs Castradas y Sham
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2.2. Respuesta de relajacion de anillos de aorta a la Superéxido-Dismutasa (SOD).

[SOD] (U/mL) | o1 [ 1 | 10 | 100 |
- Media 13,64 36,03 57,88 83,70
SEM 2,73 5,46 7,46 8,40
- Media 6,17 2292% 4295% 67,70 %
SEM 2,70 4,92 5,46 6,50

L-NAME (n= 12) meas 0,72 126 ¥ 19 % 309 %
SEM 0 0 0 -

% P<0.05 Castradas vs Sham ¥ P<0.05 L-NAME vs Castradas y Sham

Objetivo 3
Estudiar los posibles mecanismos fisiopatoldgicos de la disfuncion endotelial
presente en ratas hembras privadas cronicamente de Estrogenos.

3.1. Evaluar si la ovariectomia da lugar a una disminucién en la produccién de NO.

3.1.1. Estudio bioquimico de los niveles de Nitritos y Nitratos.

Sham Castradas

NITRITOS /NITRATOS Media 30,26 21,26 =
(umol/L) SEM 2,1 2,7

% P<0.05 Castradas vs Sham

3.1.2. Estudio de la respuesta hemodinamica ante inhibiciéon de NO con L-NAME.

HEMODINAMICA + L-NAME m Ca(s':[ast;'as

A PAM Media 38,65 34,43
(mmHg) SEM 4,3 5,02
AlICV Media '0,23 '0:14 ®
(ml/min/mmHg/100g) sgpg 0,04 0,02
A RPT Media 3,52 3:65
(mmHg/ml/min/100g) s/ 0,78 0,31
AlC Media -16,57 -12,33
(ml/min/100g) SEM 3,54 1,56
AEC Media -66,54 -126,63 »
(1at/min) SEM 23,04 15,56

% P<0.05 Castradas vs Sham
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3.2. Valorar la participacion del stress oxidativo en ratas ovariectomizadas.

3.2.1. Estudio bioquimico de marcadores de stress oxidativo.

(mmol/L) SEM 15 9,6
SAT Media 1,14 0’96 »

(mmol/L) SEM 0,03 0,02
MDA+HNE  Media - 54 %

(umol/L) SEM 0,05 0,21

% P<0.05 Castradas vs Sham

3.2.2. Efecto de la NAC en la la relajacion de anillos de aorta inducida por ACh.

[ACh] (logM) 8 [ 7 [ 6 [ 5 [ 4 |
Media 2238 5695 8713 97,42 101,02
SEM 459 382 631 258 419

Media 27,92 70,13 879 100,07 105,12
SEM

4,59 7,83 5,35 4,03 3,05
objetivo A

Comprobar si la THS con Estradiol puede prevenir estos cambios.

4.1. Prevencién de cambios en la hemodindmica basal.

HEMODINAMICA BASAL Castradas Castradas + THS
(n=8) (n=6)

PAM Media 106,42 119,35 # 109 T
(mmHg) SEM 3,54 3,02 2,15

Icv Media 0,4 0,28 = 047 T
(ml/min/mmHg/100g)  gppg 0,04 0,02 0,02

RPT Media 2,59 3,66 *® 216 T
(mmHg/mi/min/100g)  5rpg 0,27 0,27 0,11

Ic Media 42,42 33,52 = 50,98 T
(ml/min/100g) SEM 3,1 1,54 2,46
Media 404,29 393,4 383,86

FC
(lat/min)

% P<0.05 Castradas vs Sham

SEM

21,62
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4.2. Prevencién de la disminucién de la produccién de NO.

4.2.1. Estudio bioquimico de los niveles de Nitritos y Nitratos.

Sham Castradas Castradas + THS

NITRITOS /NITRATOS Media 30,26 21,26 » 30,04 T
(umol/L) SEM 2,1 2,7 0,74

% P<0.05 Castradas vs Sham 'l' P<0.05 Castradas+THS vs Castradas

4.2.2. Estudio de la respuesta hemodinamica ante inhibicién de NO con L-NAME.

HEMODINAMICA + L-NAME Castradas Castradas + THS
(n=8) (n=6)

APAM Media 38,65 34,43 36,87
(mmHg) SEM 4,3 5,02 1,56

AlCY Media -0,23 0,14 * 0,26
(ml/min/mmHg/100g)  sgpg 0,04 0,02 0,01
ARPT Media 3,52 3,65 3,07
(mmHg/ml/min/100g) gy 0,78 0,31 0,47

aic Media -16,57 -12,33 21,29 1t
(ml/min/100g) SEM 3,54 1,56 2,15
AFC Media -66,54 -126,63 * -95,87

(Iat/min) SEM 23,04 15,56 14,26

% P<0.05 Castradas vs Sham 'l' P<0.05 Castradas+THS vs Castradas

4.2.3. Estudio bioquimico de marcadores de stress oxidativo.

Castradas Castradas + THS
ESTUDIOS BIOQUIMICOS )

SH Media 300,14 211,71 = 331,86 T
(mmol/L) SEM 15 9,6 19

SAT Media 1,14 0,96 * ey
(mmol/L) SEM 0,03 0,02 0,02
MDA + HNE Media 2,62 354 % 2,85 T
(umol/L) SEM 0,05 0,21 0,06

% P<0.05 Castradas vs Sham 1‘ P<0.05 Castradas+THS vs Castradas
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Objetivo &
Valorar la interaccion entre NO y Angiotensina II en los efectos cardiovascula-
res de la administracion aguda de Estradiol.

| o [ 1 [ 2 | 3 | a4 |
Grupo)| (r=2)) Media 107,84 108,47 107,23 103,70 99,70
17-B E2 SEM 4,74 5,46 5,28 565 6,01
Grupo | (1=5)) Media 103,83 105,60 103,07 101,07 97,30
Etanol SEM 388 450 532 723 735
Grupo Il (1=7) Media 152,40 147,20 141,60 142,80 -
17-B E2 + NAME SEM 542 390 538 7,09 -

PAM Grupo V. (1=3) Media 142,10 139,90 141,20 135,50 .

(mmHg) Etanol+ NAME SEM 574 356 4,85 5,43 -
Grupo)V. (1=3) Media 146,80 143,20 142,40 141,20 -
PE+I7-LE2 SEM 3,16 298 2,85 2,74 -
Grupo\Vi (=) Media 141,00 143,60 144,60 145,60 .
PE-Etanol SEM 3,46 5,08 552 4,09 -
Grupo ViI (1=7) Media  128,14% 121,00% 121,14% 11557% -
LossNAVIES V=0 IE2 YTV 1,03 335 3,30 3,68

HEMODINAMICA 17B-ESTRADIOL DIRECTO

¥ P<0.05 L-NAME+17p-Estradiol vs LOS+[-NAME+17-Estradiol

o [ 1 | 2 | 3 [ a4 |
Grupo | 29 Media 32,27 31,30 33,99 3552 3585
17-B E2 SEM 205 2,87 260 268 2,26
Grupo Il UZ5) Media 35,31 36,14 33,43 3809 36,87
Etanol SEM 345 342 319 379 3,46
Grupo Il] T Media 2099 15,14% 1638 1533% 14,42%
17-B E2 + NAME SEM 080 077 105 107 189
IC Grupo V. U25) Media 2021 19,991 1849 19.99T 2053T
2t S W Etanol + NAVIE SEM 1,46 192 1,79 146 099
Grupo V (125) Media 26,26 2574 2336 2336 -
PE+17-E2 SEM 1,8 246 1,95 1,88 -
Grupo VI (1=3) Media 2892 2450 27,68 26,08 -
PESEtanol SEM 245 212 2,79 093 -
Grupo VI (=) Media 2573 ¥ 27,12 % 2430 % 2533% .
Los+NAME+17-3 E2 {77V] 1,09 1,47 283 1,14

HEMODINAMICA 17B-ESTRADIOL DIRECTO

% P<0.05 vs tiempo 0 T P<0.05 L-NAME+17p-Estradiol vs L-NAME+Etanol
% P<0.05 L-NAME+17p-Estradiol vs LOS+L-NAME+173-Estradiol
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HEMODINAMICA 17B-ESTRADIOL DIRECTO

(=) Media
SEM

Grupo|
17-B E2

3,48 3,08 2,92
032 030 026

(1=3) Media
SEM
Grupo Il (1=7))| Media
17-B E2 + NAME SEM
Grupo) V. (n=5) Media
Etanol'+ NAME SEM
Grupo)V, (n=5) Media
PE+17-BE2 SEM

Grupo |l
Etanol

3,10 2,70 .
0,30 0,20
7,29 R
0,26 0,84
721 68 T
0,71 0,36
574 610
0,51 0,49

(1=5)) Media
PE- Etanol SEM
Grupoe Vil (=7 Media
LosEENANMES A7 -BE2 KTV

GrhupoeVi

% P<0.05 vs tiempo 0

5,00 5,80
0,39 0,21
5,05 - 460 ¥
0,22 0,25

T P<0.05 L-NAME+17p-Estradiol vs L-NAME+Etanol

% P<0.05 L-NAME+17p-Estradiol vs LOS+L-NAME+17p3-Estradiol

HEMODINAMICA 17B-ESTRADIOL DIRECTO

(=) Media
SEM

Grupo|
17-B E2

390,93 405,12 422,00 411,37
13,44 12,58 17,39 15,20

(1=3) Media
SEM
57| Media
SEM
Grupo) V. (n=5) Media
Etanol'+ NAME SEM
Grupo)V, (n=5) Media
PE+17-B/E2 SEM

Grupo |l
Etanol

Grupo Il
17-B E2 + NAME

360,50 397,53 400,73 391,67
12,73 20,34 10,55 6,66
331,94 330,02% 353,01% -
26,63 24,29 1994 -
285,00 311,50 303,25 -
26,28 17,78 11,70 -
332,20 326,40 340,20

2364 17,53 1885

GrupoVi (1=3) Media
PE- Etanol SEM

GrupoVil (=) Media
LosEENANMES A7 -BE2 KTV

% P<0.05 vs tiempo 0

280,00 281,20 294,40
23,49 6,83 13,05

19,71
203,14% 321,86 % 378,57% 374,14%

8,75 14,27 17,14 9,59

# P<0.05 L-NAME+17B-Estradiol vs LOS+L-NAME+17(-Estradiol
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