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Introduccion

La incidencia de la enfermedad cardiovascular (ECV) en las mujeres
adultas jévenes es menor que en los hombres de la misma edad (1), pero
aumenta notablemente, llegando a niveles similares e incluso superiores a los de
los hombres, después de la menopausia (2). Aunque existen amplias evidencias
cientificas al respecto, todavia no se han elucidado los mecanismos responsables
de la proteccion cardiovascular en las mujeres. EI de mayor aceptacion se
relaciona con la accion del estrégeno en la modulacion del tono vascular. Por
estas razones, la terapia hormonal (TH) con estrbgenos ha sido propuesta e
investigada como una medida de prevencién primaria y secundaria para la
aparicion y la progresion de ECV (3,4,5).

Estudios clinicos observacionales y de investigacion basica han sefialado
que los estrogenos actuan como protectores de la pared vascular. Esta proteccion
esta principalmente asociada a sus efectos antihipertensivos e inhibidores de la
formacion de la placa aterosclerotica. Estos efectos se relacionan parcialmente
con acciones directas del estrogeno sobre la pared del vaso regulando la
resistencia vascular periférica (6), la inflamacién vascular (6) y la colesterolemia
(7). Estos factores son importantes en la regulacion de la presién sanguinea (6)
asi como también se les relaciona con la inhibicién de la formacién y la progresion
de las placas de ateroma (7,8).

A pesar de que los multiples efectos del estrbgeno afectan a varios
sistemas de control de la funcién cardiovascular, los mecanismos relacionados
con la proteccion vascular por parte de los estrogenos estan principalmente
asociados a su accion en el endotelio (6). El endotelio es la capa mas interna de
los vasos vy, lejos de actuar como una simple barrera, es un érgano complejo que
responde a diferentes estimulos, tanto fisicos (shear stress) como bioquimicos
(neurotransmisores, hormonas, mediadores de la inflamacién), para regular la
funcién vascular (9). La célula endotelial actua liberando diferentes sustancias
vasoactivas que pueden modular tanto la vasodilatacién como la vasoconstriccion.
Entre los vasodilatadores se encuentran las sustancias conocidas como factores
relajantes derivados del endotelio (EDRF), un grupo formado por el éxido nitrico
(NO), las prostaciclinas (PGl;), el factor hiperpolarizante derivado del endotelio
(EDHF), el monéxido de carbono (CO) y el sulfito de hidrégeno (H2S) (9). Los
EDRF, ademas de actuar como relajantes del vaso, también pueden impedir la

adhesion de plaquetas y de células inflamatorias e inhibir la proliferaciéon de las
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Introduccion

células musculares, controlando asi el desarrollo de la inflamacién vascular y la
formacién de la placa de aterosclerosis (10). Por otro lado, las sustancias
vasoconstrictoras se conocen como factores contractiles derivados del endotelio
(EDCF) y entre ellas se encuentran los prostanoides, como la prostaglandina H2
(PGH2) y el tromboxano A2 (TXA2), el anion superdxido (Oy), la angiotensina I
(Angll) y la endotelina (ET-1) (10). Muchas de estas sustancias son activadas por
los mediadores de la inflamacion o a través de estimulos fisicos como un shear
stress bajo (11), y estdn asociadas al aumento de la resistencia vascular y al
desarrollo de la aterosclerosis (12).

El correcto equilibrio entre los EDRF y los EDCF da lugar al buen
funcionamiento de la pared vascular para el control de la homeostasis (11).
Cuando el equilibrio entre EDCF y EDRF se rompe se habla de disfuncion
endotelial. La disfuncion endotelial implica un aumento en el tono vascular, en la
proliferacion de la capa muscular lisa y en el proceso de inflamacién vascular. El
aumento del tono vascular (vasoconstriccion) se debe principalmente al aumento
de la liberacion de EDCFs, aunque algunos cambios estructurales y de
sefalizacion en la capa muscular también juegan un papel fundamental en la
contraccion y en la estructura vascular (13). Con respecto a la inflamacion
vascular, la disfunciéon endotelial conduce a un aumento en la producciéon de las
moléculas de adherencia en la superficie endotelial (como las VCAM-1, ICAM-1),
asi como diferentes selectinas que favorecen la adhesién y la migracién de células
sanguineas hacia el espacio subendotelial. Cuando esto ocurre, células como los
monocitos se internalizan en el espacio subintimal de la arteria e inician un
complejo proceso de inflamacién vascular que termina con la formacion de la
placa ateroscler6tica. Del mismo modo, el colesterol-LDL puede penetrar en el
espacio subendotelial, alli sufre una transformacién oxidativa debida a los
radicales libres generados por el estrés oxidativo que produce la misma disfuncién
endotelial. Las LDL oxidadas estimulan la produccion de factores pro inflamatorios
y mitbgenos por parte de los macréfagos entre los cuales se encuentran
citoquinas, proteasas, interleukina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (TNF) y
factor de crecimiento fibroblastico, entre otros. Todo este proceso de activacion
celular genera una intensa respuesta inflamatoria que culmina con la formacién de
la placa aterosclerética (13). Debido a todos estos cambios en la pared vascular,

se considera que la disfuncién endotelial es el paso inicial en numerosas ECV
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como la arteriosclerosis, la hipertension arterial, la sepsis, la trombosis, la
vasculitis o las hemorragias (13).

Una de las principales sustancias vasoactivas liberadas por el
endotelio es el 6xido nitrico (NO). EI NO es un gas sintetizado por la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS) y como tal difunde facilmente hacia el espacio intracelular e
intercelular modulando distintas vias de sefalizacion en las células. En el
endotelio, el NO esta producido principalmente por la isoforma endotelial de la
NOS (eNOS o NOS3) y, bajo un estimulo agonista o mecanico, difunde
rapidamente hacia la luz y hacia la capa muscular del vaso relajando asi a las
células musculares lisas (SMC). El mecanismo de relajacibn muscular ocurre a
través de la disminucion del calcio intracelular por un aumento de produccion de
GMPc a través de la activacion de la enzima guanilato ciclasa por el NO (10). Este
hecho resulta en una vasodilatacién y por tanto en una disminucion de la presién
arterial. Ademas de sus efectos vasodilatadores, el NO también inhibe la adhesién
de las plaquetas y de los leucocitos a la pared del vaso, asi como la proliferacion
de las SMC a través de mecanismos complejos que implican la regulacién de la
expresion génica (14,15). Mediante estos mecanismos, el NO evita la formacion
de la placa aterosclerdtica y la vasoconstriccibon que pueden conducir a la
aterosclerosis y a la hipertensién arterial.

En presencia de la disfuncibn endotelial, hay una disminucién de la
biodisponibilidad de NO. En ciertas condiciones fisiopatolégicas existe una
reduccion de la produccion de NO debido a una disminucion de la expresion de la
eNOS (16). Por otro lado, varios estudios han demostrado reducciéon en la
biodisponibilidad del NO a pesar de encontrar una expresion normal de eNOS o
incluso aumentada (17,18). Esta bien establecido que el NO sintetizado se
transforma en peroxinitrito en presencia del anién superoxido. Esta reaccion se
produce rapidamente antes de su liberacion a los tejidos y por tanto, el NO
producido por el endotelio se encuentra menos disponible en el espacio
subendotelial y en la capa muscular (19). Como resultado de todo este complejo
proceso, hay un aumento en la resistencia y en la permeabilidad vascular asi
como un incremento en la adhesiéon y en la migracion de las células inflamatorias
hacia el espacio subendotelial. Ademas, también aparece un incremento en la
proliferacion de las células musculares lisas que migran hacia la intima vy

aumentan la produccidén de matriz extracelular (20). Todos estos cambios
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secundarios a la disminucién de la biodisponibilidad del NO favorecen el inicio de
la formacion de la placa de aterosclerosis, asi como una mayor resistencia al paso
del flujo sanguineo, factores que conducen hacia la hipertension arterial (21).

Estudios experimentales y clinicos han reportado que los estrégenos
pueden ejercer proteccion cardiovascular a través de la modulacién de la funcién
endotelial. Se ha observado una disminucién de la relajacion dependiente de
endotelio tanto en mujeres menopausicas (22,23) como en modelos animales de
hembras ovariectomizadas (24), mientras que el tratamiento con estrégenos
mejoraba la relajacién dependiente de endotelio (24,25,26). Roqué et al (27)
observaron que la administracion transdérmica de estrégenos durante 24 horas
aumentaba la relajacion dependiente de endotelio en mujeres postmenopausicas
sanas y con ECV diagnosticada.

Uno de los mecanismos de accidn mas ampliamente descritos por el que
los estrogenos realizan sus efectos beneficiosos en el sistema cardiovascular es
mediante el aumento de la biodisponibilidad de NO. Darblade B, et al. (28)
observaron un incremento en la produccion de NO en ratones ovariectomizados
tratados con estrégenos en comparacién con aquéllos tratados con placebo, y por
tanto se asocio a los estrédgenos con la mediacién de los efectos positivos sobre la
produccion de NO basal. Se ha descrito que el estrdgeno puede aumentar la
produccion de NO mediante la regulacion positiva de la expresién y la actividad de
la eNOS. Es conocido que los estrédgenos son los responsables del aumento de la
trascripcion del gen de la eNOS en distintos lechos vasculares (29,30). Este efecto
esta asociado a la unién del estrédgeno a sus receptores intracelulares (ERa y
ERB), ya que es inhibido por el antagonista inespecifico de los receptores de
estrégeno ICI 182780 (31). Sumi e Ignarro (32) demostraron, en un estudio con
células transfectadas con los subtipos de ER, que el estrogeno aumentaba
signficativamente la expresion de la eNOS a través de su interaccion con el
receptor ERa.. Ademas se ha visto, que el estrégeno induce un aumento rapido de
la actividad de la eNOS vy la liberacion de NO mediante la activacion de la
fosforilacién de la enzima por la accion directa del receptor de estrogeno (ER) en
la via de la P13 quinasa / Akt (33). Por otro lado, el estrégeno puede incrementar la
disponibilidad de NO al interferir en su degradaciéon. De hecho, estudios
experimentales han demostrado que los distintos estrdgenos son capaces de

reducir la oxidacion del colesterol LDL y por lo tanto el desarrollo de la

-6 -



Introduccion

aterosclerosis (34,35). Ademas, el estrédgeno puede atenuar el dafio vascular
causado por el aumento en la generaciéon de radicales libres después de un
proceso de isquemia-reperfusion (36). En estudios anteriores, Dantas et al. (24,25)
demostraron que la supresién de la produccion de estrégeno por ovariectomia dio
lugar a una mayor concentracion del O,  en las arteriolas mesentéricas aisladas de
ratas hipertensas (SHR).

Ademas de su modulacion sobre el NO, otros estudios experimentales
como el de Xing et al. (37) demostraron que los estrégenos actuan como agentes
antiinflamatorios en el sistema cardiovascular. Los autores estudiaron los efectos
de los estrogenos en un modelo de lesion carotidea de rata. En este modelo, la
administracién de niveles fisiologicos de estrégenos disminuy6 significativamente
la formacién de neointima en los animales ovariectomizados en comparacion con
los animales que no recibieron tratamiento. Los estrégenos también inhibieron la
expresion de mediadores de la inflamacion y la infiltracién de leucocitos en la zona
lesionada en las carétidas de las ratas (37). Mas estudios experimentales han
demostrado que el pretratamiento con estrogenos causaria una disminucion de la
infiltracidn por neutrofilos en situaciones de isquemia-reperfusion miocardica, asi
como una disminucién en la expresion de la proteina C reactiva encargada de
activar los mediadores de la inflamacién. Barton et al. (38) también demostraron
en su estudio que el 17B-estradiol es un potente inhibidor de la proliferacion y la
migracion de las células musculares lisas de los vasos, hecho muy importante en
el proceso de remodelacion y en la formacion de placas aterosclerosas.

A pesar de los diferentes mecanismos de accion descritos a través de los
cuales los estrogenos actuarian como protectores de la funcién vascular, los
estudios clinicos han generado una gran controversia que pone en duda la
efectividad de la TH con estrégenos sobre la prevencion frente a las ECV.

Confirmando los resultados de investigacion basica, el principal estudio
observacional sobre los efectos de la administracion externa de hormonas en la
funcidén cardiovascular en mujeres que cabe destacar es el Nurses’ Health Study
(39), un estudio de cohortes, multicéntrico, sin randomizacion del tratamiento, en
el que se evalué a un elevado grupo de enfermeras cuya media de edad se
encontraba alrededor de los 55 afos. A estas mujeres se les realiz6 un
seguimiento de entre 20 y 25 afios y se compard a las que seguian TH con

estrégenos con las que las que no tomaban nada. Se observd que en el grupo de
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mujeres tratadas con TH disminuia la hipertension arterial y el riesgo de ECV. Los
datos obtenidos en estos estudios fueron de gran interés ya que por primera vez
se relacionaron clinicamente los efectos de los estrogenos con la proteccion de la
ECV en mujeres. Asi fue como se pensd que la TH con estrégenos podria llegar a
ser utilizada para esta finalidad. Debido a los resultados del Nurses’ Health Study
y de estudios experimentales realizados anteriormente, surgi¢ la necesidad de
disenar estudios clinicos para verificar si realmente los estrogenos tenian efectos
beneficiosos sobre el sistema cardiovascular.

El primer ensayo clinico controlado que se realiz6 para evaluar los efectos
cardioprotectores de la TH fue el estudio para prevencion secundaria por los
estrogenos, el “Heart and Estrogen/progestin Replacement Study” (HERS) (40).
Este estudio clinico, prospectivo, randomizado de doble ciego y con grupo
placebo, se desarroll6 en mujeres postmenopausicas con enfermedad coronaria
diagnosticada. Los autores quisieron determinar si la administracion de estrégenos
alteraba el riesgo de padecer de enfermedad coronaria comparando los resultados
con un grupo de mujeres a las que se les administré placebo. Considerando un
seguimiento promedio de 4,1 afios, en general, no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos de mujeres, tanto para los
resultados primarios (incidencia de infarto de miocardio no fatal o muerte por
enfermedad coronaria) como los secundarios (la revascularizaciébn coronaria, la
angina inestable, la insuficiencia cardiaca congestiva, el paro cardiaco resucitado,
el ACV o ataque isquémico transitorio y la enfermedad arterial periférica). A pesar
de este efecto general nulo, si se hallaron diferencias estadisticamente
significativas a lo largo del tiempo entre los grupos, correspondiéndose con una
mayor cantidad de eventos de enfermedad coronaria y eventos tromboembolicos
venosos en el grupo de tratamiento en comparacién con el grupo control. En este
sentido, se concluyé que durante el tiempo de seguimiento, la TH no sbélo no
redujo el indice general de incidencia de eventos de enfermedad coronaria, sino
que increment6é la ocurrencia de eventos tromboembdlicos y de enfermedad
vascular. Por la ausencia de beneficios cardiovasculares y el aumento de los
riesgos en los eventos de enfermedad coronaria, se decidié no recomendar la TH
para la prevencion secundaria de la enfermedad coronaria en mujeres
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Después de los resultados negativos y las conclusiones del HERS respecto
a mujeres con enfermedad coronaria diagnosticada, se diseid un nuevo estudio
clinico en mujeres sin enfermedad cardiovascular, partiendo del reconocimiento
que a pesar de la gran cantidad de evidencia cientifico-observacional, todavia
permanecia incierto el balance entre los riesgos y los beneficios de la TH con
estrégenos en este grupo de mujeres. Asi se realizd el ensayo para la prevencion
primaria de la enfermedad cardiovascular, el “Women’s Health Initiative” (WHI). En
este estudio clinico y prospectivo, Rossouw et al. (41) recogieron los principales
resultados sobre la administracion de TH en mujeres postmenopdausicas sanas.
Sin embargo, a los 5 afos el estudio tuvo que ser interrumpido debido a los
efectos adversos asociados, principalmente por una mayor aparicion de cancer de
mama invasivo junto con el aumento de los casos de tromboembolismo venoso en
las mujeres a las que se les administraba la TH. A partir de los resultados
obtenidos, los autores concluyeron que los estrogenos no solo no tenian efectos
beneficiosos para prevenir el desarrollo de ECV sino que incluso podian tener
efectos negativos para la salud de las mujeres postmenopausicas. Como el
riesgo-beneficio no se correspondia con los requerimientos esperados, se decidié
que la TH no era una buena opcién terapéutica para la prevencion primaria ni
secundaria de las ECV.

Después de la publicacion de los resultados negativos del HERS y del WHI,
la US Food and Drug Administration (FDA) recomend6 a los médicos la
abstencién en la prescripcion de TH para la prevencidon de problemas
cardiovasculares y recomendéd el uso de la misma soOlo para tratar problemas
derivados de la menopausia en mujeres sanas, utilizando las dosis mas bajas
posibles y ante una necesidad absoluta (42). Austin, et al. (43) indicaron una
reduccion del 32% en la prescripcién de la TH en Ontario, cuando compararon el
ultimo cuatrimestre de 2002 con el ultimo cuatrimestre de 2001. En Europa, los
estudios WHI y HERS no causaron tanto impacto como en Estados Unidos y
Canada, ni tampoco estuvieron acompafados de una disminucion tan drastica en
la prescripcion de TH. Pero en 2003, se publicd el Million Women Study (MWS)
(44), con el objetivo principal de evaluar el riesgo de padecer cancer de mama en
mujeres menopausicas de mas de 50 anos de media tratadas con TH combinada
de estrégenos y progestagenos. Este estudio prospectivo concluyé que el

tratamiento combinado con estrbgenos y progesterona incrementaba
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significativamente el riesgo de sufrir cAncer de mama, de endometrio y de ovario,
especialmente entre los grupos de mujeres de edad mas avanzada. Aunque este
estudio no establece una correlacién entre la TH y el riesgo cardiovascular, su
publicacién promovidé un descenso significativo en la prescripcion de la TH en las
mujeres postmenopausicas que seguian teniendo la percepcion que las hormonas
eran muy utiles para la prevenciéon de la osteoporosis y otros sintomas de la
menopausia, ya que empezaron a asociar la TH mas facilmente con un mayor
riesgo de cancer de mama. Asi, a mediados del 2000, los ginecélogos,
influenciados por los resultados de los estudios clinicos dejaron de recomendar la
TH, especialmente a largo plazo, en casos de riesgo cardiovascular y/o con
antecedentes familiares de cancer de mama (45).

A pesar de la repercusidén negativa de sus resultados en el medio cientifico,
en los estudios HERS y WHI se reconocen varias limitaciones. En el estudio
HERS, la falta de analisis de los efectos de la TH con estrégenos en mujeres sin
enfermedad coronaria previa o sanas, la utilizacién de un régimen medicamentoso
unico, o el reducido seguimiento en el grupo de tratamiento son las principales
criticas descritas. El estudio WHI intenta corregir alguna de esas limitaciones y por
ello estudia a mujeres sanas sin enfermedad cardiovascular previa pero tiene
como limitacidn comun el régimen medicamentoso unico, tanto en relacion con los
compuestos como con su dosificacidon, el uso combinado de los estrégenos
conjugados equinos (CEE) y progestagenos, los elevados indices de
discontinuidad en los tratamientos del estudio por parte de las pacientes o la
imprecision en las estimaciones de los efectos a largo plazo dada la temprana
interrupcién del estudio. Muraca y Evans (46) también hicieron mencién a las
limitaciones sobre las medidas de parametros subjetivos, tales como los sintomas
y secuelas de la menopausia y el desarrollo de estos 10 afios después de
empezar la menopausia, principales razones del inicio de la TH con estrogenos.
En este sentido, estudios recientes intentan clarificar los resultados del WHI
buscando explicaciones a los datos negativos del estudio que contradicen la
abundante evidencia bioquimica y observacional con respecto a la efectividad de
la TH con estrégenos ante la proteccién de ECV.

El primer punto critico citado hace referencia al régimen de TH utilizado en
los estudios. Tanto el WHI como el HERS utilizaron en primera instancia una

combinacion de CEE con progesterona. La progesterona ejerce principalmente su
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acciéon a través de su receptor intracelular (PR) que esta ampliamente distribuido
por todo el organismo (47). A ella se le atribuyen una serie de efectos fisioldgicos
que son amplificados por la presencia de estrogenos. La progesterona actua como
regulador de la coagulacién sanguinea y el tono vascular (48). La adicién de
progestagenos puede, por lo tanto, afectar las funciones vasculares e influenciar
negativamente el efecto cardioprotector de la terapia estrogénica.

En base a los diferentes estudios existentes y a las criticas recibidas a los
estudios clinicos por el hecho de combinar estrégenos con progesterona, en 2004
los autores del estudio WHI publicaron los resultados de la parte “solo estrégeno”
del WHI, en la que se pretendia comparar los efectos de los CEE sin
progestagenos en comparacion con la administracion de placebo en un grupo de
mujeres sanas sin enfermedad cardiovascular previa (49). En este estudio, no se
encontraron diferencias significativas en la incidencia de enfermedad coronaria, en
cancer de mama ni en el incremento de la mortalidad en comparacion con el grupo
placebo. Por tanto, se concluy6 que el uso de CEE sin progesterona no aportaba
ningun beneficio extra al uso combinado de CEE mas progesterona. Debido a
estos resultados no se ha considerado suficientemente relevante abordar la
cuestion de la utilizacion de la progesterona en la funcién vascular en esta tesis.

El segundo punto a analizar con detenimiento se basa en el tipo de
estrégeno utilizado en los ensayos clinicos de TH, ya que en la mayoria de los
estudios se utilizan los CEE, es decir una mezcla de estrdgenos equinos, mientras
que en muchos estudios experimentales y observacionales se usa el 173-estradiol
(17B-E2), el estrbgeno mas abundante en el plasma de las mujeres (50). Las
criticas generadas son debidas a la idea de que el tipo de hormona mas adecuada
para el tratamiento en mujeres seria el estrégeno natural en lugar de los CEE por
el hecho de ser especie-especifico y por tanto tener una mayor efectividad.
Actualmente, diversos estudios han demostrado mejores efectos cardiovasculares
entre los que se encuentran una mayor vasodilatacion dependiente de endotelio,
un aumento en la produccién de NO y una disminucién de la presiéon sanguinea en
mujeres postmenopdusicas con la administracidn de los estrédgenos que se
producen naturalmente en la mujer, como el 17p3-E» (51,52). Conjuntamente, en un
metaanalisis, Holtorf (53) parti6 del reconocimiento que, de acuerdo a las
observaciones de la FDA, todavia no existe evidencia cientifica determinante

sobre si las hormonas consideradas como bioidénticas o naturales son mas
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seguras 0 mas efectivas respecto de aquellas no bioidénticas o sintéticas, todas
ellas habitualmente utilizadas en las TH. El autor propuso evaluar la evidencia
existente para comparar las hormonas bioidénticas con las no bioidénticas
comunmente utilizadas, en cuanto a la eficacia clinica, las acciones fisioldgicas
sobre diferentes tejidos y las ECV. A partir de los resultados obtenidos se
concluydé que las hormonas naturales mejoraban la funcién cardiovascular en
comparacioén con las no bioidénticas (los CEE y los progestagenos sintéticos).
Ademas de los estrégenos, tanto los naturales como los sintéticos, muchas
mujeres utilizan los Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrégenos
(SERM) para el tratamiento de los diferentes sintomas de la menopausia
(sequedad vaginal, sofocos, osteoporosis). Los SERM son moléculas sintéticas
que modulan selectivamente la actividad de los receptores de estrégenos (ER)
pudiendo actuar como agonistas completos, agonistas parciales o antagonistas en
funcién del tejido en el que actuen. Esta caracteristica es muy interesante ya que
puede garantizar la posibilidad de estimular y/o inhibir selectivamente la accion del
estrégeno segun el efecto deseado. Debido a esta caracteristica se empez6 a
estudiar la posibilidad de utilizar a los SERM en mujeres menopausicas para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares. De acuerdo con varios estudios
experimentales, el SERM raloxifeno tiene efectos beneficiosos sobre el sistema
vascular. De manera similar a los estrégenos, el raloxifeno puede estimular la
generacion de NO endotelial tanto por una via gendmica, como por una no
gendmica. El raloxifeno aumenta la expresiéon de eNOS en una gran variedad de
lechos vasculares (54) y también promueve una rapida activacion de la eNOS a
través de la via de sefalizacion de la PI3-quinasa (55). En base a estos datos se
disefié el estudio Raloxifene Use for The Heart (RUTH) (56). En este estudio
clinico se compardé el uso del SERM raloxifeno (muy utilizado para el tratamiento
de la osteoporosis y del cancer de mama) con el uso de placebo en mujeres
postmenopdausicas con una media de edad de 65 afos y con enfermedad
cardiovascular demostrada o bien con un elevado riesgo de padecerla. El objetivo
del estudio fue demostrar que sustituyendo el estrégeno por un SERM se lograrian
eliminar los efectos negativos observados en estudios clinicos anteriores y por los
que se habia llegado a la conclusién de que la TH estaba contraindicada en
mujeres postmenopdausicas. Sin embargo, los resultados obtenidos no mostraron

ninguna diferencia significativa, entre el grupo de mujeres tratadas y el grupo
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placebo, en la aparicion de eventos coronarios. Sin embargo, en el grupo tratado
con raloxifeno increment6é la incidencia de tromboembolismo venoso y la de
accidentes cerebrovasculares fatales. Por lo tanto se concluyé que con el uso de
SERM tampoco se obtenia ningun beneficio adicional para el sistema
cardiovascular. Corroborando estos resultados se encuentra el recientemente
publicado ensayo MERCED (57), un estudio clinico, prospectivo y aleatorizado en
el que se ha analizado, de forma seriada, la funcion endotelial y los parametros
biolégicos relacionados con las vias de la coagulacion. EI MERCED ha
demostrado que el tratamiento a medio plazo (3 meses) con raloxifeno en mujeres
con enfermedad coronaria no afecta a la funciéon endotelial a pesar de disminuir la
actividad trombética vy fibrinolitica en estas mujeres.

Todos los resultados anteriores generaron un tercer punto critico: la edad
media de las participantes en los estudios WHI (63 afos), HERS (66 anos), RUTH
(65 anos) y MERCED (60 afios). Empezar la TH a estas edades implica una
ausencia de estrégenos en el organismo de aproximadamente diez ainos durante
la cual, las participantes podrian haber sufrido ya un dafio vascular asintomatico
significativo que no podria revertirse con la TH. En base a este punto surge la
hipbtesis conocida como The Timing Hypothesis que sugiere que los efectos
beneficiosos de los estrégenos para prevenir la ECV solo se observan cuando son
administrados antes de que los efectos negativos del envejecimiento o la
presencia de ECV asintomatica se hayan establecido en la vasculatura (58). Un
analisis detallado de los datos del WHI indica que el inicio de la TH con
estrébgenos a una edad temprana produce mejores resultados que los obtenidos
en el promedio de edad para el inicio del tratamiento realizado en el estudio WHI
en general (59).

El envejecimiento per se se ha descrito como un factor de riesgo de las
patologias vasculares, por las alteraciones estructurales y funcionales que
provoca en el sistema vascular tipicas de la disfuncién endotelial (endotelio
adherente, protrombético y procoagulante), rigidez y remodelacién arterial,
angiogénesis alterada, reparacion vascular defectuosa e incremento de la
prevalencia de aterosclerosis (60,61). Por estas razones se ha considerado que la
disfuncién endotelial producida por el envejecimiento es similar a la producida por
los factores de riesgo cardiovascular. Uno de los mecanismos por los cuales el

envejecimiento produce disfuncién endotelial es a través del aumento del estrés
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oxidativo y consecuentemente por la inactivacién del NO (62,63). Igualmente, el
envejecimiento arterial promueve la activacion de vias inflamatorias o proteoliticas
que dan lugar a un incremento en la formacion de colageno y en la degradacion
de la elastina, ademas de una reduccién en el numero de SMC asociada a una
disminucién del lumen arterial. Aunque se considere al envejecimiento como un
factor de riesgo cardiovascular importante, todavia se desconoce como este factor
afecta a la funcion vascular en mujeres y como los cambios debidos al
envejecimiento modulan los efectos protectores de los estrogenos (58).

En un estudio con ratas de diferentes edades: jovenes, de mediana edad y
viejas. Intactas, ovariectomizadas (Ovx) y ovariectomizadas tratadas con
estrogenos (Ovx+E;), LeBlanc, et al. (64) observaron una disminucion de la
vasodilatacion en todos los grupos de animales Ovx, aunque este efecto ha sido
mas marcado en las ratas viejas. La TH con estrégenos mejor6 significativamente
la vasodilatacion en hembras jovenes pero no tanto en las ratas de mediana edad
y las viejas. Con estos resultados, los autores concluyeron que la clara pérdida de
hormonas en relacibn con la edad afecta de manera muy negativa a la
vasodilatacion en animales de edad avanzada asi como la disminuciéon de la
efectividad de la TH con la edad (64,65). En otro estudio, Xing et al. (37)
demostraron que una prolongada hipoestrogenicidad suprimia los efectos
antiinflamatorios en un modelo de rata ovariectomizada e hipertensa y el 17B3-E;
estimulaba las respuestas al dafo vascular en los animales viejos contrariamente
a los efectos protectores en los animales jévenes. Estos resultados demostraron
que, después de largos periodos sin hormonas, los efectos de los estrégenos
resultan negativos para los vasos. Los autores concluyeron que los efectos
vasoprotectores y antiinflamatorios de los estrbgenos pasan a ser tdxicos y
proinflamatorios en hembras/mujeres de edad avanzada o en aquéllas que han
estado largos periodos de tiempo sin hormonas circulantes (37).

En mujeres, Sherwood et al. (66) demostraron, en un ensayo de doble
ciego en el que se estudiaron los efectos de TH con estradiol (E;) mediante
parches transdérmicos a mujeres menopausicas de entre 50 y 80 afios, que los
beneficios en la funcion vascular con el uso de este estrégeno natural, es decir
disminucién de la presion arterial, disminucion del riesgo de la placa de
aterosclerosis, disminucién de la inflamacién, mayor elasticidad del vaso y

aumento de NO, dependen de la edad a la que se tuvo la menopausia. Ademas el
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estudio revel6 que la mejora en la funcién vascular sélo es evidente durante los
primeros afos de la menopausia (66). En la misma linea que los anteriores
estudios, Manson et al. (67) determinaron la relacidbn entre la terapia con
estrégenos vy la calcificacion de las arterias coronarias en mujeres menopausicas
de mediana edad, (entre 50 y 59 afos) ya que la calcificacion es una alteracion
muy comun durante el envejecimiento y es un factor de riesgo para sufrir eventos
cardiovasculares. Los resultados mostraron una disminucion significativa en la
calcificacion de las coronarias en mujeres tratadas con estrbgenos en
comparacion con las tratadas con placebo. Los autores concluyeron que la TH con
estrébgenos en mujeres recién entradas en la menopausia puede disminuir la
aparicion de los factores de riesgo responsables de las ECV (67).

En base a las controversias generadas por los estudios clinicos y de
investigacién basica, los articulos de elaboracién propia que se presentan a
continuacion y que forman el cuerpo de esta tesis doctoral se asocian a dos de los
puntos mas criticos del estudio WHI enunciados anteriormente, es decir el tipo de
estrégeno usado en la TH y el efecto de la edad en la respuesta al estrégeno. De
esta manera, se pretenden aportar nuevas evidencias a la controversia generada
en la TH y poder avanzar en las medidas para la prevencion y el tratamiento de

las enfermedades cardiovasculares.
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Hipotesis y objetivos

La hipotesis principal de esta tesis es que el tipo de estrogeno y el
envejecimiento condicionan los efectos protectores de los estrégenos sobre la
funcion cardiovascular. Para poder verificar nuestra hipotesis se han planteado los
siguientes objetivos especificos que se asocian a dos de los puntos criticos del

estudio WHI enunciados anteriormente:

1. Comparar los efectos de los estrédgenos conjugados equinos
(CEE) y los estrogenos naturales de la mujer (estradiol y estrona)
en la modulacion de la produccién de éxido nitrico (NO).

2. Determinar los mecanismos responsables de la diferente
modulacién del NO por los distintos tipos de estrégenos.

3. Estudiar las implicaciones del envejecimiento en los efectos
beneficiosos de los estrogenos en la produccion de NO y en la
funcion vascular.

4. Determinar los posibles mecanismos involucrados en los cambios

de los efectos de los estrégenos asociados al envejecimiento.
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Estudio 1

Objetivos

El objetivo principal del presente estudio es comparar la capacidad de los
estrégenos conjugados equinos (CEE) y de los estrogenos que se producen
naturalmente en la mujer (estradiol y estrona) para modular la produccién de oxido
nitrico (NO). Las diferencias en la produccion de NO por los diferentes tipos de
estrogenos podrian indicarnos las diferencias observadas en los efectos

cardiovasculares obtenidos en las diferentes terapias hormonales con estrégenos.

Métodos

Para la realizacion de los estudios se utilizaron los principales tipos de
estrégenos comercialmente disponibles que forman parte de la composicion de los
combinados equinos (CEE): la equilina (Eq), la equilenina (Egn) y sus metabolitos
(la 17a-equilina (17a-eq), la 17a-equilenina (17a-eqgn), la 17B-equilina (178-eq) y la
17B-equilenina (17B-eqn)). Asi como los estrégenos naturales: el 17B-estradiol
(17B-E>), la estrona (E+) y el 17a-estradiol (17a-E»).

Los efectos de ambas clases de estrégenos se evaluaron in vitro en células
endoteliales de aorta humanas (HAEC) American Type Culture Collection (ATCC)
y Clonetics (Lonza) obtenidas de 3 donantes distintas (mujeres de 55 afios de
media). Para la realizacién de los experimentos de la actividad transcripcional se
usaron células COS-7 de ATCC. Se opt6 por este tipo celular debido a que no
expresan ERs por lo que se hace mas facil transfectarlas con el ERs deseado.
Tanto las HAEC como las COS-7 fueron tratadas durante 24 horas con dosis
crecientes de estrogenos (10nM a 1uM) o vehiculo (etanol 0.1%).

Se decidieron estudiar los efectos de los distintos estrogenos en la
produccion de NO debido a que el NO es un importante regulador de la funciéon
cardiovascular. Ademas, los mecanismos por los cuales el estrdgeno modula su
biodisponibilidad han sido muy bien descritos y por lo tanto se han podido disenar
con mayor precision los protocolos especificos para determinar los cambios en la
eficacia de estas hormonas. La valoracion de la produccion de NO se realizé por

dos métodos distintos debido a su corta vida media. Asi, se utilizé el método de la
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nitrosilacion intracelular del fluorocromo DAF2-DA sensible al NO vy la
determinacién de la concentracion de los metabolitos de NO (NO2/NO3) en el
medio de cultivo celular.

La enzima o6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS o NOS3) es la principal
productora de NO en el tejido vascular. El principal mecanismo por el que los
estrégenos promueven una mayor producciéon del NO es por un aumento en la
transcripcion de la eNOS. Debido a este hecho se estudié la expresion de mRNA
de eNOS mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.
Ademas de la expresion, también se estudio la actividad de la enzima mediante el
método de conversion de la L-arginina marcada en L-citrulina.

Los estrégenos regulan la transcripcion génica mediante la activacion de su
receptor a 0 B (ERa 0 ERB). En este sentido, se estudid la actividad transcripcional
de los estrégenos equinos y naturales en el gen de la eNOS por los subtipos de
ER (ERa o ERp) utilizando la técnica de “reporter gene”. Para ello células COS-7
fueron cotransfectadas con un plasmido que contenia la secuencia de la region
promotora de eNOS unida a la luciferasa (eNOS-Luciferasa) y vectores que
contenian la secuencia que codifica el ERa o el ERB. Como control interno de la
transfeccion, las COS-7 fueron cotransfectadas con un plasmido que codifica la
secuencia de la B-Galactosidasa. 24h después de la transfeccion, las células
fueron tratadas con los distintos estrogenos (1uM) y en las 24 horas siguientes se
valor6 la actividad de las enzimas luciferasa (que determina la capacidad
transcripcional en el gene de la eNOS) y B-Galactosidasa en los extractos
celulares con kits comerciales de Promega.

Debido al hecho que moléculas con estructuras muy similares producen
efectos tan diferentes en la transcripcion de eNOS y en la produccion de NO, se
realiz6 un analisis molecular por ordenador mediante la utilizacion de la estructura
cristalografica por rayos X del ERa, asi como un estudio de sus cambios

conformacionales tras la union con los distintos estrogenos.
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Resultados

Los resultados con el método DAF-2 indicaron un importante aumento en la
produccion de NO por parte del E,, incrementando en 2,5 veces los resultados
obtenidos en las células sin tratamiento. La E4 también logré6 un importante
incremento dosis-dependiente de la produccion de NO, aunque ligeramente
inferior al de 17B-E; (sin diferencias significativas). Sin embargo, el 17a-E, y los
estrégenos equinos se mostraron claramente menos efectivos en aumentar la
produccion de NO. El mismo patrén fue observado en los resultados de las
medidas de los metabolitos del NO, nitrito y nitrato, en el medio de cultivo celular.

Debido a las diferencias encontradas en la produccion de NO, el siguiente
paso fue estudiar como los diferentes estrégenos afectan a la actividad y a la
expresion de la Oxido nitrico sintasa (eNOS), para buscar diferencias que
justificaran los cambios observados en la produccién de NO. Se sabe que el
principal mecanismo involucrado en el aumento de la biodisponibilidad del NO
inducido por estrogenos es a través de la estimulacién transcripcional del gen que
expresa la eNOS. Para determinar en qué medida los diferentes tipos de
estrogenos regulan la expresion de mRNA de eNOS se realiz6 la PCR en tiempo
real. Estos resultados mostraron que el tratamiento con 178-E; en las HAEC
incrementd significativamente los niveles de mRNA de la eNOS (2,5 veces en
comparacion con las muestras sin tratamiento con estrégenos). Ademas, se
hallaron datos similares con el tratamiento con E1 mientras que el 17a-E, y todas
las moléculas de los CEE demostraron un efecto considerablemente menor.

Puesto que la transcripcion no es el Unico parametro para garantizar el
correcto funcionamiento de la enzima, se analizd también la actividad de la eNOS.
En los resultados se hallaron correlaciones entre los efectos sobre la activacion de
la eNOS inducida por estrégenos vy el tipo de compuesto estrogénico en si. Se
observé un patron dosis-dependiente en todos los casos, pero mayor en 173-Ey,
ligeramente menor en E4 y considerablemente inferior en los CEE y el 17a-E.
Estos datos sugieren que los cambios observados en la transcripcion de la eNOS
son los principales responsables de la diferencia en los niveles de NO observados

con los distintos tratamientos con estrogenos.

_25.-



Estudio 1

Por esa razén se decidié estudiar el papel de los distintos estrogenos en la
actividad transcripcional de los ERa y ERB en el gen que codifica la eNOS. Asi,
mediante el método de “reporter gene” hemos observado que el ERa es el
principal subtipo de ER responsable de la accion del estrogeno en el promotor del
gen de eNOS y consecuentemente de la modulacién de su transcripcion. Todos
los estrégenos fueron capaces de incrementar la actividad del promotor de eNOS
con su unién a ambos ERs, ERa y ER, pero la activacion por ERa inducida por
17B-E2 y E4 fue el doble o el triple que la promovida por el 17a-E» y los estrogenos
equinos. Por otro lado, no se detectaron diferencias en la actividad transcripcional
de ERp por los distintos estrégenos estudiados.

Mediante analisis computacional se determinaron los cambios
conformacionales adquiridos por el complejo formado entre los diferentes tipos de
estrégenos y el ERa (principal responsable por las respuestas observadas). Se
observé como la presencia del grupo hidroxil (OH) en el carbono numero 17 (la
unica diferencia estructural entre el 17B-E,, la E1 y 170-E2) conferia al complejo
ER-estrégeno una mayor estabilidad debido a su mejor unién a la Histidina 524
(His-524). Esta mayor estabilidad del complejo permitiria una unién mejor y mas
estable con la region promotora del gen de eNOS, debido a una menor
probabilidad de que ocurran cambios conformacionales. Estos datos permitieron
establecer el siguiente gradiente de potencial asociado ellas: 173-E> > E1 > 17a-
E..

Como segunda parte del estudio computacional, se determinaron las
diferencias entre el 17B-E, la 17B-eq y la 17B-eqgn, ya que a pesar de que las 3
hormonas tienen en su estructura un grupo OH en el carbono 17, se observaron
diferencias significativas en la activacion de la transcripcion de eNOS. En esta
parte del estudio se determind que la saturacién del anillo B (la unica diferencia
estructural entre estas tres moléculas) conferia al complejo ER-estradiol mayor
flexibilidad e hidrofobicidad. Una mayor flexibilidad facilitaria la uniéon del complejo
con la regién promotora del gen. Por otro lado, una mayor hidrofobicidad iria
asociada con una diminucion en la acidez de la hormona, hecho que facilitaria una
union mas estable entre la hormona y el acido glutdmico 353 (Glu-353) del ERa.

En este caso el orden seria el siguiente: 17B-E, > 17B-Eq > 17B-Eqn.
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Los datos obtenidos demuestran que los estrbgenos equinos en la
composicién de CEEs, los estrédgenos mas utilizados en las TH en EE.UU, son
menos efectivos que los estrégenos naturales a la mujer (el E; y la E4) para
aumentar la producciéon de NO debido a su menor capacidad para modular la
transcripcion de la eNOS. Nuestros resultados permiten conocer con mayor
profundidad los mecanismos a través de los cuales los diferentes tipos de
estrogenos regulan la funcién vascular y por tanto podrian ayudar a mejorar las

actuales TH en las mujeres menopausicas.

_27 -






ESTUDIO 2

Aging negatively affects
estrogens-mediated effects
on nitric oxide
bioavailability by shifting
ERa/ER balance in

female mice






Estudio 2

Objetivo

Determinar el papel de la edad sobre los efectos beneficiosos de los estrégenos

en la produccion de éxido nitrico en un modelo murino de envejecimiento precoz.

Métodos

Todos los experimentos fueron realizados con un modelo murino de
senescencia acelerada (SAM). Se trabajé con ratones hembras propensos al
proceso de senescencia (SAMP) y con los ratones hembras controles resistentes
al envejecimiento (SAMR). Los ratones se obtuvieron del stock de cria del Parc
Cientific de Barcelona y luego fueron alojados de acuerdo a los requerimientos
institucionales. A los 7 meses de edad, los ratones fueron separados
aleatoriamente en dos grupos: ovariectomizados (Ovx) y ovariectomizados
tratados cronicamente con estradiol (Ovx + Ej).

En el momento de la intervencién quirurgica, los ratones que conformaban
el grupo Ovx+ E; fueron tratados con 17p—estradiol (17B-E) (5ug/kg) disuelto en
aceite mineral mediante inyeccion subcutanea cada tres dias para simular el ciclo
estral. Los ratones Ovx no tratados con estrégeno recibieron sélo el vehiculo. La
eficacia de la ovariectomia y del tratamiento hormonal se evalu6 mediante el peso
del utero. Cuatro semanas post intervenciéon quirurgica se midi6é el peso corporal
de los ratones y los animales fueron eutanasiados. Se extrajeron el plasma y las
aortas de todos los animales.

La biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) es fundamental para una funcion
vascular optima, por eso es imprescindible realizar experimentos que midan la
produccion de NO. Los cambios en la produccion NO se determinaron mediante
dos técnicas distintas: la nitrosilacion intracelular de fluorocromo DAF2-DA
sensible al NO en anillos de aorta de 4um de grosor y a través de la concentracion
de los metabolitos de NO (NO2/NO3) en el plasma de los animales.

Debido a que los cambios observados en la biodisponibilidad del NO
pueden estar causador por una disminucion en su producciéon o bien por un
aumento en su degradacion, se decidié estudiar los efectos del envejecimiento,

tanto en la expresiéon de eNOS (responsable de la produccién de NO), como en la
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generacion de anion superdxido (O2’, responsable de la degradacion de NO). La
expresion de eNOS se determind en aorta, tanto a nivel proteico, mediante
inmunofluorescencia y Western Blot, como a nivel de mRNA, con PCR a tiempo
real. Por otro lado, el aumento de la produccién de O, de determind mediante el
estudio de la actividad de la enzima NADPH-oxidasa, una de las principales
responsables de la produccion de Oy, y de la expresion de sus diferentes
subunidades NOX1, p47 y p22 a través de PCR a tiempo real.

Los cambios en los receptores de estrégeno (ERa y ERB) pueden modificar
la expresion de eNOS vy la biodisponibilidad del NO. Ademas, el envejecimiento y
la falta de hormonas pueden afectar a los ERs. Para estudiar estas posibles
alteraciones se analizd la expresion de los ERs en aorta mediante
inmunofluorescencia y PCR a tiempo real.

La metilacion del DNA es uno de los mecanismos presentes en los cambios
de expresion genética asociados al envejecimiento. Para comprobar si en nuestro
estudio estos cambios podrian estar afectando a los cambios de expresion
observados en los ERs se estudid, en un primer paso, la metilacion global del
DNA genomico mediante el ensayo de extensidn de la citosina en las aortas de los
ratones SAMR y SAMP. Después de observar diferencias en la metilacion global
entre las hembras jévenes y viejas, se procedidé a realizar los experimentos de
metilacidon especifica en el gen que codifica el ERa, ya que se observé una
disminucidbn en su expresion en las hembras viejas. Ademas, el ERa es el
principal ER responsable de la transcripcién de la eNOS y los beneficios
cardiovasculares, por este motivo los cambios en su expresiéon podrian justificar

las diferencias observadas en la expresion de eNOS.
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Resultados

La producciéon de NO, tanto con el método de DAF-2 como con la
produccion de metabolitos del NO (NO2/NO3), no mostr6 cambios debidos al
envejecimiento en ausencia del estrobgeno. Sin embargo, el tratamiento con
estradiol (Ez) fue capaz de incrementar significativamente la produccion de NO en
comparaciéon con el grupo OVX en las hembras jévenes (SAMR) pero no en las
viejas (SAMP).

El siguiente paso fue estudiar la expresion de la isoforma endotelial de la
enzima oxido nitrico sintasa (eNOS), para determinar si el envejecimiento afecta a
los efectos del estrogeno en la biodisponibilidad de NO a través de una
disminucién en la expresion de eNOS. Los resultados de las inmunofluorescencias
y Western Blot no mostraron ningun cambio en la expresion de la proteina en el
grupo SAMP en comparacién con el SAMR. En la misma linea que la produccion
de NO, el tratamiento con E; logrd incrementar la expresion de la enzima en los
ratones jovenes mientras que los animales viejos no mostraron diferencias con la
terapia de reemplazo hormonal. Al mirar la expresion génica de eNOS, se
obtuvieron los mismos resultados que con la expresion proteica, sugiriendo que el
envejecimiento estaria afectando a la actividad transcripcional de los estrogenos.

Cuando se analizé el posible aumento del estrés oxidativo mediante un
aumento de la actividad de la enzima NADPH-oxidasa, la principal productora de
O,, los resultados mostraron que el tratamiento con E; disminuy6
significativamente la actividad de la NADPH-oxidasa en el grupo SAMR.
Curiosamente, el tratamiento con E; incrementd notablemente la actividad de esta
enzima en los animales viejos (SAMP). El estudio de expresion de las diferentes
subunidades de la NADPH-oxidasa mostro, en el caso de la subunidad NOX-1, los
mismos resultados que los observados en los estudios de actividad de la enzima.
Mientras que, en el grupo SAMR, el tratamiento con estrégenos fue capaz de
disminuir la expresidn de NOX1 en comparacion con los SAMR-OVX, en los
ratones SAMP, se observo un claro aumento de la NOX1 debido al tratamiento
con estrégenos. En cambio, las subunidades p47phox y p22phox no mostraron

ninguna diferencia entre los grupos SAMR y SAMP.
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Nuestro siguiente paso fue estudiar la expresion de los receptores de
estrogeno alfa y beta (ERa y ERB). Se sabe que después de su union al E,, los
ERs actuan como factores de transcripcion uniéndose a la region promotora de
distintos genes y modulando su expresiéon. Los resultados, tanto a nivel proteico
como de mRNA, mostraron una disminucién significativa de la expresion de ERa
con la edad y con el tratamiento con estrégenos, tanto en la capa muscular como
en la endotelial de la aorta. En cambio, la expresion de ERB se incremento
ligeramente con el envejecimiento en la capa endotelial, mientras que, en la capa
muscular, el aumento de expresidbn de ERP fue claramente significativo. El
tratamiento con E; no produjo cambios significativos en la expresién de ER, ni en
los animales SAMR ni en los SAMP, en ninguna de las capas del vaso. La ratio
ERB/ERa mostré un aumento significativo de la isoforma 8 y una disminucién de a
con la edad vy, principalmente, después del tratamiento estrogénico en las
hembras SAMP. Si se relaciona el aumento de la ratio con los cambios
observados en los niveles de NO y la expresion de eNOS y NOX-1 mediante una
correlacion con el coeficiente de Pierce, se observa una relacion directa entre el
aumento de la ratio y el aumento de expresiéon de la subunidad NOX1 de la
NADPH-oxidasa, tanto en la capa endotelial como en la capa muscular del vaso.
Este resultado sugiere que el aumento de ERp y la disminucion de ERa ocurridos
durante el envejecimiento tienen un efecto prooxidante en los vasos.

Los resultados de metilacion global del DNA gendmico mostraron un
incremento significativo del porcentaje de metilacion en los ratones SAMP en
comparaciéon con los SAMR. El tratamiento con E; incrementé significativamente
la metilaciéon global en los ratones jovenes pero no provocé cambios en los
animales viejos.

Teniendo en cuenta que la metilacion en el DNA esta involucrada en
alteraciones en la expresion génica, se pensoé que el aumento de metilacion podria
ser el responsable de una disminucion en la expresion génica y proteica de ERa.
Para comprobarlo, se procedié a estudiar la metilaciéon especifica del gen de ERa
ya que se ha asociado a este ER como el responsable de la modulacion de la
transcripcion de eNOS. Los datos mostraron un aumento de la metilacion en la
region especifica del gen que codifica para el ERa en los grupos SAMR y SAMP
tratados con estrégenos en comparaciéon con los animales ovariectomizados.

Debido a no encontrar diferencias entre los animales jovenes y viejos podemos
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decir que la metilacién en el gen de ERa no es la responsable de la disminucion

de la expresion del receptor observada durante el envejecimiento.
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La hipdtesis central de esta tesis sugiere que el tipo de estrégeno y el
envejecimiento condicionan los efectos protectores de los estrégenos sobre la
funcion vascular. Debido a la gran cantidad de controversia generada entre los
diferentes estudios que encontramos en la literatura, nuestros trabajos aportan
nuevos datos para ayudar a clarificarla basados en dos de los principales puntos
criticos de los estudios WHI y HERS citados anteriormente (el tipo de estrogeno
utilizado y la edad de las participantes al iniciar el estudio). Para desarrollar y
comprobar nuestra hipétesis hemos disefado dos estudios. El primer estudio
demuestra que los estrégenos presentes en la mezcla de estrédgenos conjugados
equinos (CEE) son menos eficaces que los estrogenos naturales de la mujer
(estradiol y estrona) en modular la produccién del 6xido nitrico (NO) de las células
endoteliales. El segundo trabajo describe como el envejecimiento afecta
negativamente a la proteccién de los estrégenos en la funcién cardiovascular,
principalmente mediante alteraciones en la produccién de NO y en el estrés

oxidativo.

En el primer estudio presentado, titulado “Equine estrogens impair nitric
oxide production and endothelial nitric oxide synthase transcription in
human endothelial cells compared with the natural 17B-estradiol”, se comparé
la eficacia de los estrogenos presentes en la mezcla de CEE y los estrédgenos
naturales de la mujer para modular la produccién de NO y la transcripcion de la
eNOS. Los resultados demostraron que los CEE aisladamente no incrementan la
produccion de NO tan efectivamente como los estrogenos que se producen
naturalmente en la mujer (el estradiol (Ez) y la estrona (E4)). Aunque varios
estudios hayan descrito la modulacion de NO por estradiol, poco se conoce sobre
el papel de otras moléculas estrogénicas en la modulacién de la produccion de
NO. De acuerdo con nuestros datos, Jiménez et al. (68) demostraron como el
tratamiento con E; produce un incremento notable en la produccién de NO en
células endoteliales humanas en cultivo, sugiriendo asi un efecto cardioprotector
por parte de los estrédgenos. Del mismo modo, Sitges et al. (69) demostraron que
la vasodilatacion dependiente de endotelio observada en los anillos de arteria
mamaria tratados con E, era debida a un incremento en la produccién de NO

mediada por la hormona y Collins et al. (70) describieron que el E; aumentaba la
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vasodilatacién dependiente de endotelio debido a un aumento de la
biodisponibilidad del NO en anillos de arterias de conejos hembras.

Con respecto a otros tipos de estrégenos, pocos estudios han abordado los
efectos de la estrona (E4) en la funcion vascular y en la produccién de NO.
Confirmando nuestros resultados, estos estudios han descrito que la estrona
aumenta la produccion de NO por mecanismos gendmicos y no gendmicos muy
similares a los descritos por el E, (71,72,73). Por otro lado, los efectos especificos
de los CEE sobre la funcion vascular no estan bien establecidos y son bastante
controvertidos. Algunos estudios han descrito similitudes en los efectos
beneficiosos generados por el E; y la mezcla de CEE en la funcién cardiovascular
(74). Por el contrario, otros han descrito diferencias entre el E; y la mezcla de CEE
en los mecanismos de modulacién de la produccién de NO en células endoteliales
y en plaquetas porcinas (75). En total contraposicion con nuestros datos,
Wingrove et al. (76) compararon los efectos de los CEE y los estrdgenos naturales
en células humanas y los resultados obtenidos los estrégenos equinos
incrementaron entre 1,5 a 2 veces mas que el 173-E, la expresiéon proteica de la
eNOS en cultivos de células endoteliales coronarias humanas. Estos resultados
tan dispares entre el estudio de Wingrove y el nuestro podrian ser debidos al uso
de lineas celulares diferentes. Mientras que nuestros estudios han sido realizados
con células de aorta, ellos han trabajado con células coronarias. Este hecho nos
explica la gran complejidad de la senalizacion molecular de las hormonas
estrogénicas, que no se basa simplemente en la union del receptor y la hormona,
sino que muchas otras circunstancias como el lecho vascular, la presencia o la
falta de cofactores pueden influir en gran medida sobre los efectos observados.

La isoforma endotelial de la enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS o NOS3) es
la principal productora de NO en el endotelio. Ha sido bien descrito que los
estrbgenos desempefian un importante papel en su transcripcidn mediante la
unién a sus receptores (ER) (28,29,31). Juntos, el estrogeno y los subtipos de
ERs, forman un complejo que actua como factor de transcripcién al unirse a la
region promotora del gen de eNOS. Cambios en la expresidén o en la actividad de
eNOS pueden alterar la produccion de NO, y por tanto, es muy importante realizar
experimentos de expresion y actividad para comprobarlo. En la misma linea que
los resultados en la produccion de NO, nuestros experimentos demuestran una

disminucién tanto en la expresiéon como en la actividad de eNOS por parte de los
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CEE en comparacion con los estrogenos naturales. Varios estudios in vitro han
demostrado una correlacion directa entre la activacion de la eNOS vy el tratamiento
con E2 (77,78,79). Ademas, Weiner et al. (80) demostraron un aumento en la
biodisponibilidad del NO secundaria a la activacion de eNOS en células
endoteliales humanas tratadas con estrégenos.

La disminucion en la expresion y en la actividad de la eNOS se asoci6 con
una menor capacidad de los estrogenos equinos para activar la transcripcion de la
enzima. La transcripcién del gen de eNOS va asociada a la unién del receptor de
estrégeno (ER), que después de formar complejo con la hormona, se une a la
region promotora del gen de eNOS y activa la transcripcion. Sitges et al. (29)
evaluaron el efecto a corto plazo del tratamiento con estradiol sobre la expresion
génica de la eNOS y los ER en muestras de arterias mamarias internas en
pacientes sometidas a cirugia de revascularizacion coronaria. Los autores
encontraron una asociaciéon significativa entre la eNOS y el ERa la cual sugeria
que el ERa mediatiza la activacion de la eNOS inducida por estrégenos tal y como
muchos estudios in vitro han sugerido (81,82,83). Darblade et al. (28) estudiaron
los efectos del E» en la producciéon de NO en aortas toracicas de ratones hembras
ovariectomizadas. Los autores observaron que el E; producia un incremento
significativo en la produccién de NO comparado con el grupo placebo. Para
estudiar la implicacién de los ERs en la produccién de NO, los autores trabajaron
con ratones knockout (KO) para ERa y ERB. Los resultados mostraron que los
ratones KO para ERP tratados con E; no experimentaban cambios en la
produccion de NO mientras que los KO para ERa disminuian significativamente
los niveles de NO. Por tanto se asocié al ERa con la mediacion de los efectos
positivos del E; sobre la producciéon de NO basal. Del mismo modo, el estudio de
Sumi e Ignarro (32) demostraron que la expresiéon del gen de eNOS esta
directamente regulada por el ERa.

Los estudios anteriores concuerdan con nuestros experimentos de “reporter
gene”, los cuales miden la capacidad de transcripcidn en un determinado gen.
Usando células COS7 transfectadas con el plasmido de eNOS/reporter gene y los
plasmidos de ERa o ERB, hemos demostrado como los diferentes estrogenos
poseen distinta eficacia en la transcripcion de la eNOS. Inicialmente los
resultados obtenidos confirman que el ERa tiene mayor capacidad que el ERB (de

2 0 3 veces mayor) para activar la transcripcion de eNOS cuando se une al E; y a
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la E1. Ademas, hemos observado que las isoformas B de las distintas moléculas
estrogénicas son mas eficientes que las isoformas a en la activaciéon de la
transcripcion génica. En la misma linea de nuestros resultados, Bahvnani et al.
(84) demostraron que el 17B-E», seguido por las isoformas B de los CEE, equilina
y equilenina, son mas eficaces en aumentar la actividad transcripcional de los ERs
(ERa y ERB). Los autores también observaron como el ERa conseguia una mayor
actividad transcripcional en comparacion con ER, el cual podia incluso llegar a
inhibir a ERa si aumentaba mucho su expresion.

Finalmente, quisimos investigar el curioso hecho que moléculas con
estructuras tan parecidas puedan poseer eficacias tan distintas en la produccion
de NO. Para ello desarrollamos un estudio de simulacion computacional para
determinar los posibles cambios estructurales en el complejo ERa-estrégeno que
podrian asociarse a las diferencias en la actividad transcripcional del receptor. Asi
descubrimos que la presencia de un grupo hidroxil (OH) en el carbono 17 (la unica
diferencia entre el 17B-E,, la E4 y el 17a-E;) facilita la uniéon del estrégeno al
receptor y aporta mas estabilidad al complejo ER-hormona. De acuerdo con lo que
podemos encontrar en la literatura, una mayor estabilidad en el complejo ER-
hormona facilitaria su unién a la region promotora del DNA (85), que a su vez
facilitaria el aumento en la transcripcién de la eNOS. Pero, debido a que el grupo
hidroxil esta presente tanto en el 17B-E, como en las isoformas B de los
estrégenos equinos pero no exhibe la misma eficacia transcripcional en los
ultimos, era necesario buscar otras diferencias en su estructura molecular que
explicaran los diferentes efectos observados. Asi encontramos que el grado de
saturacion del anillo B (la unica diferencia entre el 17p3-E», la 173-eq y la 173-eqn)
puede estar involucrado en la actividad transcripcional de los ER. Un aumento en
el grado de saturacion en el anillo B aporta al complejo ER-hormona mayor
hidrofobicidad y mayor flexibilidad que se traduce en un incremento de la
transcripcion. Al respecto, Hsieh et al (86) ya indicaron que los cambios en el
grado de saturacién del anillo B de las moléculas estrogénicas podrian afectar
principalmente al grado de flexibilidad e hidrofobicidad de los ligandos. Estas
caracteristicas favorecerian al 17p3-E> en comparacién con la 173-eq y la 173-eqn.
A diferencia de nuestro trabajo, su estudio se centra en la elasticidad de las
diferentes hormonas como responsable de la afinidad con la que se unen al ER
purificado. Nosotros, ademas, hemos estudiado cémo los cambios en el anillo B
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de las moléculas afectan al grado de acidez del grupo fenol del anillo A de la
molécula estrogénica. Un aumento en la acidez de la molécula cambia la
conformaciéon de la misma y no permite una unién éptima entre el estrégeno vy el
Glu353 del ERa. Se ha descrito que cambios en la configuracion del ER en este
sitio se traducen en una peor unién del complejo ER-hormona con diferentes
moléculas correguladoras de la transcripciéon (86,87) y por tanto se podria esperar
una disminucion en la actividad transcripcional en el gen de la eNOS.

Los resultados de nuestro estudio dan soporte al metaanalisis desarrollado
por Holtorf (53), en el que se describe una mayor efectividad sobre la funcién
vasculoprotectora de las hormonas naturales o bioidénticas (aquéllas con la
misma estructura que las hormonas naturales de la mujer) en comparacién con los
CEE. Holtorf observé que las hormonas bioidénticas poseian efectos fisioldgicos
diferentes en comparacién con sus homoélogas sintéticas. El estudio concluyé que
las hormonas bioidénticas son el método mas recomendable para las TH, ya que
se asocian con menores riesgos de cancer de mama y ECV en comparacion con
sus homélogas de origen sintético o animal (53).

En la misma linea de nuestro estudio, Dubey et al. (88) observaron que los
CEE no son capaces de reproducir los mismos efectos que el E, En varios
aspectos los CEE difieren de los efectos generados por los estrédgenos naturales,
por ejemplo: a nivel de selectividad hacia el ER o con la afinidad de union del
complejo a la regién promotora del gen de eNOS. Basados en los estudios
realizados en animales (88), los autores concluyeron que para observar los
efectos vasoprotectores producidos por los estrogenos con la TH en mujeres
postmenopdausicas se debe utilizar estradiol y no los CEE. De hecho, la hormona
que disminuye durante la menopausia, el E;, es el unico estrédgeno que no esta
presente en las TRH con CEE.

Nuestro estudio es el primero en demostrar que las moléculas estrogénicas
de origen natural (las que se generan naturalmente en la mujer) poseen una
mayor efectividad sobre la funcion cardioprotectora, en comparacién con otras
moléculas de origen animal o sintético. A pesar de que nuestros resultados
demuestran que los CEE son menos eficaces en la produccion de eNOS, aun no
podemos sugerir totalmente que este hecho sea el responsable de los efectos
negativos observados en los estudios clinicos WHI y HERS. Es importante

reconocer las limitaciones del estudio realizado en cuanto a la necesidad de
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determinar si la reduccién observada en la actividad transcripcional de la eNOS
por varios de los componentes de los CEE aislados tiene el mismo efecto que la
suma de los efectos combinados de estos estrégenos, como ocurre en la mezcla
de CEE. Creemos que a pesar de demostrar la baja eficacia de los CEE
aisladamente en relacién con los estrégenos naturales, las condiciones de
nuestros experimentos no reflejan la realidad del WHI, ya que hemos estudiado el
comportamiento de cada hormona por separado, mientras que el farmaco
Premarin®, utilizado en el WHI, contiene una mezcla de CEE y de estrégenos
naturales como el E1 y el 17a-E,. Por tanto, aunque nuestros resultados pueden
darnos una idea de la menor eficacia de los CEE en comparacion con los
estrégenos naturales, no podemos extrapolarlos completamente a los efectos del
Premarin® en mujeres menopausicas. Para poder hacerlo sera necesario realizar
mas estudios que comprueben los efectos de estos estrégenos combinados. Seria
importante estudiar también como la combinacion de los CEE afecta a la
produccion de NO. Principalmente se deberia determinar como los estrégenos,
equinos, que poseen menor eficacia, alteran la actividad de la estrona (un
estrégeno con actividad de agonista total). Ademas, seria interesante estudiar
como estos estrdgenos interactian con otras hormonas no estrogénicas
(progestagenos y androégenos) también presentes en el Premarin®, ya que éste

ha sido otro de los puntos criticos importantes del estudio WHI.

En el segundo estudio presentado, titulado “Aging negatively affects
estrogens-mediated effects on nitric oxide bioavailability by shifting
ERo/ERp balance in female mice”, demostramos como el envejecimiento afecta
negativamente a los efectos protectores de los estrégenos en el sistema
cardiovascular, particularmente a nivel de la produccién de NO. Para conseguir
nuestro objetivo hemos trabajado con un modelo murino de envejecimiento
precoz, previamente caracterizado por nuestro grupo, que refleja lo mas
aproximadamente posible el proceso de menopausia en la mujer (89). En nuestros
experimentos hemos comparado ratones sensibles al envejecimiento prematuro
(Senescence Accelerated Mice Prone, SAMP) con sus controles resistentes al

envejecimiento (Senescence Accelerated Mice Resistant, SAMR).
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Sin embargo, el declive de la funcién ovarica en roedores se produce muy tarde,
cuando estos animales son muy senescentes y estan llegando al final de su vida
(90) y por tanto no refleja el perfil fisiopatologico de la mujer menopausica, cuya
disminucién en la produccion de estrogenos ocurre a mediana edad. Por este
motivo, los efectos cardiovasculares de los estrégenos en nuestro modelo murino
se han determinado en hembras de mediana edad (6-7 meses) ovariectomizadas.
Los resultados obtenidos demostraron que el envejecimiento juega un papel
claramente negativo en el efecto protector de los estrogenos y tiene una relacién
directa con el aumento del riesgo cardiovascular.

Cuando analizamos la produccion de NO obtenida con nuestros
experimentos, observamos resultados similares entre los ratones
ovariectomizados jovenes (SAMR) y los viejos (SAMP), tanto con el método de la
nitrosilacion intracelular del fluorocromo sensible al NO (DAF2-DA) como con la
cuantificacion de los metabolitos de NO en el plasma (NO2/NO3). Sin embargo,
ambos experimentos demuestran que el tratamiento con estradiol (E») incrementa
significativamente la produccién de NO entre los ratones joévenes tratados en
comparacioén con los OVX, mientras que no provoca ningun efecto entre los
animales SAMP. Estos resultados sugieren que el envejecimiento altera los
efectos de los estroégenos y por tanto afecta negativamente a la salud vascular de
las mujeres, ya que la disminucion en la produccion de NO se ha descrito como
uno de los puntos clave para el inicio de la disfuncion endotelial (10). Anteriores
resultados de nuestro grupo, en los que estudiamos el efecto del envejecimiento
en la produccion de NO comparando hembras SAMR y SAMP intactas,
demuestran que el envejecimiento, per se, sin la ovariectomia, disminuye la
biodisponibllidad del NO en hembras SAMP en comparacion con las SAMR (90).
En la misma linea que nuestros resultados, estudios anteriores realizados en ratas
y ratones de edad avanzada mostraron un descenso marcado de la produccién de
NO (91,92,93). Estudios funcionales realizados por nuestro grupo en ratones
SAMR y SAMP concluyeron que el tratamiento con estrédgenos conseguia
restaurar la produccion de NO, en ratones ovariectomizados, a niveles similares a
los de los ratones intactos en el grupo SAMR. En cambio, en el grupo SAMP, no
se observaba ninguna mejora en la funcién vascular con la TH con estrégenos
(94).
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Los cambios en la expresion en la isoforma endotelial de la enzima 6xido
nitrico sintasa (eNOS), podrian justificar alteraciones en la produccion de NO. Por
este motivo hemos estudiado la expresién de eNOS a nivel proteico, mediante
inmunofluorescencia (IF) y a nivel de mRNA, con PCR a tiempo real. Asi se
pueden detectar alteraciones en dos momentos diferentes, el mMRNA mostrara los
resultados de la transcripcion del gen de eNOS, mientras que la
inmunofluorescencia sera el resultado de la traduccion del mRNA a proteina.
Similares a los resultados de produccion de NO, la expresion de eNOS, tanto a
nivel de proteina como de mRNA, no presenté diferencias entre las hembras
jévenes y viejas ovariectomizadas. Sin embargo, la terapia con E, consiguio
incrementar la expresion en los ratones jévenes en comparacion con los OVX,
mientras que, en el grupo SAMP, no se observaron diferencias entre hembras
ovariectomizadas no tratadas y hembras tratadas con E,. De nuevo observamos
como el E; no produce ningun efecto en animales viejos mientras que claramente
aumenta la expresion de eNOS en la aorta de los animales jovenes. Varios
estudios han demostrado anteriormente, que los estrdgenos incrementan los
niveles de mRNA de eNOS en el endotelio, tanto en células endoteliales en cultivo
(95,96) como en muestras de tejido de hembras tratadas con estrégenos (97). De
acuerdo con nuestros resultados, varios estudios mostraron que la falta de
hormonas durante el envejecimiento disminuia la produccién de NO y la expresiéon
de eNOS (98,99,100). Sin embargo, poco se conoce sobre el modo en el que el
envejecimiento altera los efectos del estrégeno sobre la eNOS.

Las diferencias observadas en la expresion de eNOS concuerdan con el
aumento de produccion de NO en los ratones SAMR tratados con hormonas y la
falta de respuesta a la terapia estrogénica de las SAMP. Pero el envejecimiento es
un proceso complejo y otros factores relacionados con él podrian estar afectando
la biodisponibilidad final de NO observada en las hembras viejas. Se sabe que con
la edad aumenta el estrés oxidativo y, consecuentemente, la produccion de las
especies reactivas del oxigeno (ROS). Una de las ROS mas importantes que esta
aumentada en el envejecimiento es el anién superdxido (O2) producido en gran
medida por la enzima NADPH-oxidasa. El O, interacciona rapidamente con el NO
y lo degrada dando lugar al peréxido de nitrito (ONOO-). El aumento de ONOO- en
detrimento de NO resulta en un aumento de la disfuncién endotelial y del riesgo

cardiovascular (101,102). Para estudiar los efectos del envejecimiento y del
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estrégeno en los cambios del estrés oxidativo en hembras, decidimos evaluar la
actividad y la expresion de la enzima NADPH-oxidasa. De acuerdo con nuestra
hipétesis sobre el efecto protector de los estrogenos en animales jovenes,
observamos como el tratamiento con E; tiene un papel antioxidante ya que
disminuy6 significativamente la actividad de la NADPH-oxidasa en el grupo
SAMR-OVX+ E; en comparacion con los SAMR-OVX. Curiosamente, el E; ejercio
un efecto claramente negativo en los animales viejos, no solo no demostré ningun
efecto protector en las hembras viejas (SAMP), sino que el tratamiento con E;
incrementd significativamente la actividad de la enzima en comparaciéon con los
SAMP-OVX, adoptando un papel claramente prooxidante. Estos datos sugieren
que el E; podria ser perjudicial en mujeres de edad avanzada. Diferentes estudios
en ratas han demostrado anteriormente que el tratamiento con E, en animales de
edad avanzada empeora la funcién vascular (103,104,105). En estos estudios, el
tratamiento con E; en los animales ovariectomizados no produjo ningun beneficio
en la funcién cardiovascular ni consiguio revertir los efectos de la ovariectomia.
Otro estudio muestra como la produccion de O, disminuyé en aortas de ratas
ovariectomizadas jovenes tratadas con estrbgenos en comparacion con las no
tratadas (106).

Al observar cambios en la actividad de la enzima, decidimos estudiar la
expresion de mRNA de las diferentes subunidades de la NADPH-oxidasa (NOX1,
p47phox y p22phox) para detectar posibles alteraciones en la transcripcién que
justificaran los cambios en la actividad. Los resultados de expresion de la
subunidad NOX1 se correlacionan con la actividad de la enzima. Es decir, el
tratamiento con estrégenos fue capaz de disminuir la expresion de NOX1 en los
animales SAMR en comparacién con los SAMR-OVX, mientras que en los ratones
SAMP se observdé un aumento significativo de la NOX1 con el tratamiento
estrogénico. En cambio, las subunidades p47phox y p22phox no mostraron
ninguna diferencia entre los grupos SAMR y SAMP ovariectomizados asi como
tampoco presentaron diferencias con el tratamiento con estrégenos. Muller et al.
(107) demostraron que la actividad de la NADPH-oxidasa y la expresion de sus
subunidades cataliticas (NOX1 y NOX2) incrementaban notablemente en aortas
de ratas de edad avanzada espontaneamente hipertensas. Los autores del estudio
concluyeron que las isoformas NOX son las responsables de cambios en la

actividad de la NADPH-oxidasa que afectan a la funcion vascular (107). En otro
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estudio con ratas ovariectomizadas, la falta de estrégenos también incrementé la
actividad de la enzima a través de las subunidades NOX1 y NOX2 (108).

Como se ha comentado en el primer articulo discutido, los receptores de
estrégenos alfa y beta (ERa y ERB) estan involucrados en uno de los mecanismos
mejor descritos por el que los estrdgenos modulan la producciéon de NO. El
complejo ER-hormona actua como un factor de transcripcion uniéndose a la region
promotora del gen de eNOS (32). Estudiar la expresion de los ER nos permite
encontrar posibles cambios que justifiquen las diferencias observadas en la
expresion de eNOS y NADPH-oxidasa entre grupos.

Nuestros datos muestran que la expresion de ERa es mayor en los
animales jovenes que en los viejos, tanto a nivel de endotelio como en la capa
muscular. El tratamiento con E; disminuyd significativamente la expresion de ERa
en SAMR y SAMP en todas las capas vasculares. En cambio, ERB mostré un
ligero incremento en las hembras viejas ovariectomizadas en la capa endotelial,
mientras que en la capa muscular el aumento de expresion fue claramente
significativo en los SAMP. El tratamiento con E, aumento6 significativamente la
expresion de ERB en las hembras SAMP en comparacién con las SAMR en el
endotelio y en la capa muscular. La ratio ERB/ERa mostr6 un aumento
significativo con la edad, pero sobretodo con el tratamiento estrogénico, que
demuestra una correlacién directa con el aumento observado en la expresion de la
subunidad NOX1, segun el analisis con coeficientes de Pierce. Estos resultados
sugieren una clara tendencia prooxidante de los estrégenos durante el
envejecimiento que se asocia al aumento de la expresion de ERp. El estudio
muestra como el envejecimiento provoca un descenso en la actividad ERa que se
asocia con un aumento en la disfuncion endotelial (109). Bhavnani et al. (84) ya
demostraron que el aumento de concentracién de ER[ podia traducirse con una
disminucién de la actividad transcripcional de ERa en general ya que podia llegar
a inhibir su expresion. Para complementar nuestros resultados de expresion,
serian recomendables estudios de actividad de los ER para relacionar las
implicaciones de la disminucién de la expresion de ERa y el aumento de ERpB en
las vias del NO/O;,". Los estudios publicados hasta la fecha solo muestran datos
de como una menor o nula actividad del ERB no afecta a la funcién cardiovascular

(110), pero no hay estudios sobre las implicaciones de un aumento de su
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expresion en los vasos. Son necesarios mas estudios para conocer los efectos
producidos por los cambios en la expresion de ERa y ERP asi como su
importancia en la proteccion de la funcion cardiovascular.

Uno de los mecanismos por los que el envejecimiento puede jugar un papel
negativo en la salud vascular y ademas puede provocar las alteraciones
observadas en los efectos de los estrogenos es la metilacion del DNA (111), un
proceso epigenético que participa en la regulacion de la expresion génica de dos
maneras: directamente, al impedir la unién de factores de transcripcion e
indirectamente propiciando la estructura "cerrada" de la cromatina. EI DNA
presenta regiones de 1000-1500 pares de bases ricas en dinucle6tidos CpG
("islas CpG"), que son reconocidas por las enzimas DNA-metiltransferasas, las
cuales, durante la replicacion del DNA metilan el carbono 5 de las citosinas de la
cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la metilacion en las siguientes
replicaciones. En general, se considera que la metilacibn es un proceso
unidireccional, es decir, cuando una secuencia CpG adquiere metilacién de novo,
esta modificacion se hace estable y es heredada como un patrén de metilacion
clonal (112). Recientes estudios han demostrado que la metilacién va asociada al
envejecimiento y que sus efectos conllevan terribles consecuencias para
diferentes funciones del organismo (112,113). La metilacion, por tanto, puede ser
la responsable de algunos de los cambios observados en la expresion de eNOS,
en la expresion de los ER y en la de la NADPH-oxidasa. Nuestros experimentos
de metilacion global revelaron que las hembras viejas tienen un mayor porcentaje
de DNA metilado en sus células. Pero solo con estos resultados no podemos
asociar la metilacion del DNA con la pérdida de efectos beneficiosos del estrogeno
durante el envejecimiento.

Por esto, después de observar cambios importantes en los experimentos de
metilaciéon global, decidimos estudiar la metilacion especifica en el gen que
codifica al ERa para determinar si los cambios observados a nivel global
influenciaban a la transcripcién de este gen y contribuian en el cambio de la ratio
ERB/ERa. Estudios en humanos han demostrado que durante el envejecimiento,
el aumento de la metilacion va asociado a la inactivacion del gen ERa y se
traduce en un aumento de la aterosclerosis y la disfuncién vascular (113). En

células de aorta humanas en cultivo se ha observado como la metilacion en
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general y la del gen ERa en particular, asociadas con la edad, aumentan la
proliferacion de las SMCs incrementando el riesgo de apariciéon de enfermedad
vascular e inhibiendo el efecto regulador de los estrogenos (114). Otro estudio
citado anteriormente también relacion6 la metilacion en el gen de ERa con una
inactivacién del mismo dando lugar a un aumento de la disfuncion endotelial (1).
Sin embargo, los datos de metilacion especifica en el gen de ERa no mostraron
diferencias debidas al envejecimiento, las hembras SAMR y SAMP presentaron
porcentajes similares de metilacién. En cambio, el tratamiento con estrégenos
provocéd un incremento muy marcado de la metilacion especifica tanto en animales
jévenes como en viejos en comparaciéon con el grupo OVX. Con estos resultados
podemos decir que los cambios observados justifican la disminucion de la
expresion del ERa debida al tratamiento con estrégenos, pero no explican los
cambios de expresion debidos a la edad. Otros mecanismos, ademas de la
metilacion, podrian estar involucrados en la expresion alterada de ERa y ERp
durante el envejecimiento. Por ejemplo, hay datos en la literatura que muestran
como un aumento en el estrés oxidativo presente en las células endoteliales
envejecidas disminuye la expresion de ERa mediante el aumento de la
proliferacion y la migraciéon de las SMC (115).

En conjunto, los resultados presentados sugieren que el envejecimiento
juega un papel claramente negativo en la salud cardiovascular y en los efectos
protectores de los estrogenos. Nuestros datos demuestran que los estrégenos son
claramente beneficiosos para la salud cardiovascular en los animales jovenes,
especialmente a través del aumento de produccion de NO. En cambio, los
animales de edad avanzada no muestran ningun beneficio después de someterse
a la terapia estrogénica. En la misma linea que la Timing Hypothesis, que sugiere
que los beneficios en el sistema cardiovascular mediados por los estrégenos sélo
se observan si el tratamiento es anterior al establecimiento de los efectos
negativos del envejecimiento o de la enfermedad cardiovascular en los vasos (58),
nuestros datos han demostrado que, en animales viejos, la terapia hormonal con
estrégenos, lejos de aportar ningun beneficio puede llegar a ser perjudicial. Es de
remarcar el hecho que tales afectaciones negativas del envejecimiento sobre la
funcidén vascular se reconocieron en mayor medida en cepas de ratas o ratones

viejos que habian sido ovariectomizados y tratados con estrégenos. Esto se ha
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identificado, tanto en nuestro estudio, como en los mencionados anteriormente
(103,104,105,106).

Viendo el efecto de los estrégenos en las hembras de edad
avanzada, podemos sugerir que el envejecimiento altera el efecto de los
estrégenos y para optimizar las TH, éstas deberian instaurarse cuando las
mujeres se encuentren al inicio de la menopausia, todavia no presenten dafio
cardiovascular severo y su organismo no lleve mucho tiempo sin la presencia de
hormonas. A pesar de que nuestros resultados sugirieran que la TH tiene efectos
negativos para la funcion vascular en mujeres postmenopausicas, seria necesario
realizar mas estudios para determinar exactamente los mecanismos por los que
los estrogenos pierden sus efectos protectores con el envejecimiento y estudiar
diferentes grupos de edad para conocer en qué momento exacto la proteccion
comienza a perderse en las mujeres. De este modo podrian investigarse mejores
estrategias terapéuticas para potenciar la salud en el sistema cardiovascular de
las mujeres en la menopausia.

Mencionabamos al inicio de esta discusién que los dos articulos que forman
el cuerpo de esta tesis doctoral pretenden aclarar la gran controversia creada por
los grandes estudios clinicos WHI y HERS. Podemos decir que el primer trabajo
hace referencia al primero de los puntos criticos de los estudios clinicos (el tipo de
estrégeno utilizado), en todos los casos se hallaron efectos positivos de la TH
sobre la funciébn vascular de mujeres postmenopausicas, extrapolando los
resultados en aquellos analisis referidos a animales. Si comparamos la efectividad
de las hormonas naturales de la mujer con las derivadas de animales o las
sintéticas, tanto desde nuestro estudio como desde los anteriores estudios
comentados (46,51,53), corroboramos una mayor efectividad de los compuestos
bioidénticos, es decir, las hormonas que pueden hallarse naturalmente en
circulacion en la mujer. De esta manera, nuestros resultados se contraponen a los
de los estudios WHI y HERS. De todas formas, no podemos asegurar que el tipo
de estrogeno sea el unico responsable de todas las diferencias aparecidas en los
estudios discutidos ni de los resultados negativos de los estudios WHI y HERS.
Por tanto, podemos sugerir que las diferencias en los resultados pueden asociarse
a una combinacién de todos los puntos criticos analizados del WHI y del HERS.

Por esta razén era importante estudiar otro de los puntos criticos clave de

los estudios clinicos, la edad de las mujeres al iniciar el tratamiento, y es lo que
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hemos hecho con el segundo trabajo de esta tesis: en todos los estudios se
hallaron efectos significativos del envejecimiento sobre la funcién vascular. Hemos
comprobado que estos hallazgos pudieron asociarse a la respuesta al tratamiento
con estrégenos en los animales viejos. Si consideramos las diversas funciones
fisioloégicas valoradas, el resultado siempre fue el mismo, disfuncién vascular en
hembras de edad avanzada con pérdida de estrégeno ovarico. Una disfuncion que
se mostrd reversible ante la administracién de hormonas en los animales jovenes
pero no en los viejos.

Interpretando nuestros datos, podemos asociar faciimente la edad de las
pacientes como una de las causas de los resultados controvertidos entre los
estudios clinicos y experimentales debido a los ineludibles y significativos cambios
en la funcion vascular que el envejecimiento conlleva en las mujeres
postmenopausicas. Por tanto, podemos concluir que nuestros resultados
determinan que la edad y el tipo de estrédgeno utilizado son variables muy
importantes a tener en cuenta cuando se instaure TH en mujeres menopausicas.
Pero a pesar de nuestras interpretaciones, todavia es necesaria la realizacién de

muchos mas estudios para conseguir prescribir una TH exitosa.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en los estudios presentados en esta tesis nos

permiten formular las siguientes conclusiones:

1. Los estrégenos equinos (CEE) no modulan la produccién de NO tan
efectivamente como los estrogenos naturales de la mujer, por presentar
menor capacidad para activar la transcripcion y la actividad de eNOS.

2. La presencia de un grupo hidroxil en el carbono 17 y el grado de saturacién
del anillo B de la molécula estrogénica aportan mas estabilidad al complejo
receptor-hormona, ademas de provocar cambios en la hidrofobicidad y en
la acidez del complejo receptor-hormona, hecho que facilitaria su unién al
DNA y/o a los diferentes cofactores necesarios para la transcripcion.

3. El envejecimiento contribuye a la pérdida de los efectos beneficiosos de los
estrégenos en la pared vascular. Por un lado disminuye el efecto de “up-
regulation” de los estrogenos en la produccion de NO y en la expresion de
eNOS. Por otro lado, modifica el mecanismo de modulacion del estrés
oxidativo transformando los estrdgenos en substancias prooxidantes.

4. EIl envejecimiento aumenta la ratio ERB/ERa después del tratamiento con
estrbgenos. Este aumento esta directamente relacionado con un
incremento de los efectos prooxidantes en el vaso que podrian justificar la
pérdida de los efectos beneficiosos de los estrégenos.

5. El envejecimiento aumenta significativamente el porcentaje de metilaciéon
global pero no afecta a la metilacion especifica del gen ERa. Por tanto, no
podemos asociar los cambios en la metilacion del DNA con la disminucién

observada en la expresion del gen ERa con el envejecimiento.
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