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RESUMEN

El endotelio es una monocapa de células que cubre los vasos sanguineos en el
cuerpo, tiene un papel principal en la regulacién de la presién sanguinea y esta
involucrado directamente e indirectamente en los mecanismos de la coagulacion,
fibrindlisis, proliferacién celular, adhesién plaquetaria y leucocitaria. Cuando el
endotelio es disfuncional, se conduce a vasoconstriccion, trombosis,
sobrerregulacion de moléculas de adhesion de células solubles (CAMSs),
adherencia leucocitaria, secrecion aumentada de citoquinas y quimiocinas. La
disfuncién endotelial, es considerada como un precursor para la aterogénesis que
se asocia con un alto riesgo de eventos aterotrombaéticos y eventualmente produce
complicaciones que dan como resultado eventos cardiovasculares.

La asociacion entre trombosis y los anticonceptivos orales fue notada por primera
vez en los 60's. Desde entonces se conoce su asociacion con las trombosis
arteriales y venosas, mismas que representan la primera causa directa de muerte
en todo el mundo.

Conforme la investigacion y tecnologia han mejorado en el ambito médico, se han
creado diferentes alternativas de anticoncepcion, y aunque ya estan bien
documentados los efectos trombéticos con el uso de anticonceptivos orales, aln
falta evidencia especifica con las nuevas alternativas de anticoncepcion hormonal.
Por lo tanto decidimos estudiar en mujeres mexicanas usuarias de parche o
implante anticonceptivo el comportamiento de los marcadores de disfuncion
endotelial (E- selectina, VCAM-1, VWF y PAI-1) para conocer mediante su
expresion cuantitativa los efectos positivos y/o negativos de dichos anticonceptivos

hormonales en la poblacion femenina en México.



METODOS: Se procesaron 50 muestras de usuarias de terapia hormonal
anticonceptiva, 25 con parche anticonceptivo y 25 con implante anticonceptivo.
Las muestras se recolectaron de mujeres mexicanas derechohabientes del IMSS,
Hospital General Regional No. 1, Carlos Mc Gregor Sanchez Navarro, se
determinaron PAI-1, VWF, VCAM-1 y E- selectina por ELISA. Se utiliz6 una t-
pareada o Wilconxon para establecer diferencias en los parametros analizados
antes y después del uso del anticonceptivo. RESULTADOS. En las usuarias de
parche anticonceptivo, observamos una disminucién significativa de los niveles
plasmaticos de VWF (p=0.02) y E-selectina (p=0.022) a los 4 meses con el
método hormonal. No observamos diferencia significativa en los niveles de PAI-1y
VCAM. En cuanto a las usuarias de Implante anticonceptivo, no observamos
diferencia significativa para ninguna de las variables en estudio. CONCLUSIONES
No hubo asociacién con trombosis en la expresién de marcadores de disfuncion

endotelial con terapia hormonal antoconceptiva.



INTRODUCCION

El endotelio es una monocapa de células que cubre todos los vasos sanguineos
en el organismo. Provee una interface entre la sangre circulante y el musculo liso
subyacente. El endotelio tiene un papel principal en la regulacion de la presién
sanguinea y de la circulacion mediante la continua regulacién del tono vascular
(1). Esto se logra por la produccion y liberacion balanceada y oportuna de los
factores de relajacion endoteliales, ya sea, Oxido nitrico, prostaciclina, o factor
endotelial derivado hiperpolarizado, asi como autacoides contractiles derivados
del endotelio, tales como, endotelina-1, tromboxano A2, angiotensina Il, o anién
superoxido (2). Ademas, el endotelio involucra muchas otras funciones, incluyendo
la coagulacion sanguinea, fibrindlisis, proliferaciéon celular, adhesion plaquetaria y
leucocitaria.

La activacion endotelial es una respuesta inmunolégica e inflamatoria que
promueve la expresiéon de novo de las moléculas de adhesién leucocitaria, la
secrecion de citosinas pro-inflamatorias, la elaboracion de quimiocinas, la
induccion de novo de moléculas procoagulantes, y la elicitacion de la respuesta
inmune mediada por los linfocitos T (3-7).

Lo monocitos y los linfocitos aparecen en la vecindad de las células endoteliales
activadas y alojan los receptores Fc (FCR), exponiéndose en la membrana basal.
Se extravasan mediante la interaccion de selectinas e integrinas y se activan por
el ligamiento de FcR a los depdésitos de complejos inmunes (8-9).

La activacion endotelial representa una alteracion endotelial reversible como
rearreglos morfolégicos, inducciéon de nuevas funciones pero sin pérdida de la

integridad endotelial. EIl fenotipo de activacion endotelial puede revertirse a un
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fenotipo quiescente o no activo. No obstante el proceso de activacion celular si no
fuera controlado progresaria a apoptosis endotelial, en contraste; la apoptosis
representa una lesion endotelial irreversible, fragmentacién del endotelio vy
separacion de las células endoteliales de la intima (3, 10-13).

La disfuncién endotelial puede manifestarse como un desequilibrio entre los
factores de relajacibn y contraccidbn, mediadores anticoagulantes 'y
procoagulantes, sustancias que promueven o inhiben el crecimiento, etc.,
involucra la disrupcién de su funcién vasoactiva en la regulacion de la perfusion
tisular, ademas juega un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de la
presion sanguinea elevada (14). Podemos definir la disfuncion endotelial como
una discapacidad en alguna de las funciones normales de las células endoteliales
conduciendo a vasoconstriccién, trombosis, sobrerregulacion de moléculas de
adhesién de células solubles (CAMs), secrecibn aumentada de citoquinas y
quimiocinas, y adherencia leucocitaria, entre otros. La disfuncion endotelial es
considerada como un precursor para la aterogénesis, y esta también asociada con
un alto riesgo de eventos aterotromboéticos y por consiguiente, seria la conexion
entre los factores de riesgo y la ateroesclerosis. Asi, la restauracion de la funcion
normal del endotelio es una meta terapéutica altamente deseable (15-17).

El proceso de activacion endotelial que origina la disfuncion endotelial y lesion
endotelial evidentemente involucra una serie de eventos inmediatos y retardados.
La disfuncion endotelial con lesion celular irreversible puede ser producida por una
activacion celular persistente o cronica no controlada. La activacion celular crénica

puede expresar niveles criticos de moléculas de adhesion endotelial,



vasodilatadores, citosinas, quimiocinas, vasculitis, trombosis y/o necrosis
endotelial y otras lesiones de pared endotelial (18-20).

Un proceso cronico y el aumento del dafio a las paredes arteriales eventualmente
producen complicaciones que dan como resultado eventos cardiovasculares. La
estimulacién nociva prolongada dafa la integridad vascular a través del tiempo
que modifica el equilibrio endotelial hacia la lesién y falla progresiva de los
mecanismos reparadores. Se ha demostrado que en los adolescentes obesos los
marcadores de disfuncién endotelial como la proteina C reactiva y CAMs se
asocian con estados tempranos de ateroesclerosis. Por lo que estos factores
sugieren fuertemente que la disfuncion endotelial es una de las anormalidades
fisiopatologicas seminales en la ateroesclerosis y su deteccién pueden ser usados
como marcadores tempranos de la enfermedad aterotrombdtica (15).

Las moléculas de adhesion pertenecientes a la familia de las selectinas, estan
compuestas por 3 proteinas llamadas de acuerdo a sus fuentes. E- (endotelial), P-
(Plaguetaria), L- (Leucocitaria) (21).

La E- selectina, molécula que involucra nuestro estudio, se conoce también como
CD62E, ELAM-1 (molécula de adhesion leucocito-endotelial). Se expresa en la
superficie de las células endoteliales activadas, in vivo refleja las alteraciones de la
funcidén endotelial (5,22). Se considera un marcador especifico de la activacion y
disfuncion endotelial. Se han observado niveles altos de E-selectina en pacientes
que tuvieron un evento tromboembdlico, este incremento puede indicar cambios
en el fenotipo endotelial y en la inflamacion (23-26).

La molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1) es una molécula que

participa en la relacion y coordinacion de eventos de adhesion entre los leucocitos
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y el endotelio activado. Promueve una firme adhesion para la subsecuente
migracion leucocitaria a través del endotelio. Los niveles aumentados de VCAM-1
e ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1) reflejan que el endotelio esta
activado (27). No obstante, son también expresadas en células dendriticas,
linfocitos y macrofagos, pudiendo ser liberadas cuando éstas son activadas. Por
consiguiente los titulos elevados de estas moléculas solubles pueden reflejar
activacion endotelial o activacion de otras células efectoras inmunes (28-29).

La familia de los factores endoteliales que promueven la trombosis o fibrindlisis
incluye a la trombomodulina (Tm), activador tisular del plasmindégeno (tPA),
heparan sulfato, antitrombina (AT) y moléculas pro-coagulantes como la trombina,
inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), factor de von Willebrand
(VWEF), factor tisular (TF) y factor activador de plaquetas (PAF) (4,5).

La actividad anticoagulante (antitrombotica) y procoagulante (protrombdtica) estan
en equilibrio en el endotelio quiescente. En la activacion endotelial, el equilibrio
entre pro-coagulantes y anticoagulantes se favorece a los primeros. La pérdida de
moléculas anticoagulantes y la sintesis de moléculas procoagulantes en la
activacion endotelial incrementan el riesgo de trombosis (5,30).

En la activacién endotelial tipo | se pierden moléculas anticoagulantes (Heparan
sulfato, Tm, tPA, etc.), mientras que, en la activacion endotelial tipo 1l hay sintesis
de novo de moléculas procoagulantes [PAI-1, VWF, PAF, etc.] (3,30).

La actividad del sistema fibrinolitico depende de la formacion de plasmina a partir
de plasminégeno por efecto de t-PA, que a su vez es inhibida por PAI-1. La
activacion endotelial disminuye la expresion de tPA e incrementa la de PAI-1 por lo

que favorece el incremento del riesgo de trombosis. Asi, los niveles elevados de
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PAI-1 se consideran como un bio-marcador de activacion endotelial (3). Ademas,
se ha demostrado que los niveles aumentados de PAI-1 estan fuertemente
asociados con dislipidemia, hipertensién, peso corporal, hiperglucemia y la
hiperinsulinemia (15,31).

El VWF es una glicoproteina sintetizada por el endotelio y los megacariocitos, tiene
una larga estructura multimérica constituida por mas de 80 subunidades de 250
kDa cada una. Juega un papel indispensable en la adhesion plaquetaria a las
paredes dafiadas del endotelio, de este modo inicia la formacién de coagulos y/o
trombos. Se almacena en los cuerpos de Weibel-Palade en el endotelio y en los
granulos de las plaquetas. EI VWF almacenado se secreta en el plasma después
de la activacion endotelial o plaquetaria (26-31).

El VWF incrementado se presenta en la activacion y/o lesion endotelial (26,39) y
puede participar en el desarrollo de eventos aterotromboticos (40). De hecho, los
nivels altos de VWF se han asociado con un incremento de riesgo para
enfermedad cardiovascular, enfermedad cerebrovascular isquémico e Infarto al
miocardio (35, 38).

Se han detectado células endoteliales circulantes en condiciones fisiologicas o
patoldgicas que podrian considerarse como marcadores de activacion, dafio y/o
disfuncion endotelial. Dichas células expresan marcadores de activacion endotelial
como la E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1, ademas moléculas procoagulantes como
TF y VWF (25, 41-43).

Trombosis. La trombosis es una obstruccion local del flujo de la sangre en algun
vaso sanguineo, arterial o venoso, y que provoca que los tejidos y células irrigados

por ese vaso sufran. Si el insulto se prolonga, se produce una lesion celular
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irreversible que puede afectar a cualquier 6rgano o regién del cuerpo.
Dependiendo de factores hemodinamicos, el trombo se forma por proporciones
variables de fibrina y plaguetas y otros elementos celulares como glébulos rojos y
blancos.

Las consecuencias clinicas de una trombosis incluyen desde multiples y diversas
complicaciones agudas o cronicas que pueden dejar secuelas graves y
discapacitantes hasta la muerte del individuo. Las complicaciones de la trombosis
se originan también por el consumo de elementos hemostaticos o por el
desprendimiento y embolizacion del material trombotico (45). En el caso de un
émbolo venoso, éste puede viajar sin obstaculos por la circulacion venosa hasta
generar una tromboembolia pulmonar (TEP). Por esto es que el término actual
para la trombosis venosa es enfermedad tromboembdlica venosa (ETV), ya que
toda trombosis venosa profunda (TVP) de la circulacion venosa sistémica puede
provocar TEP. Casi siempre, toda TEP es secundaria a una TVP.

La causa de la tendencia a sufrir una trombosis, fenébmeno también llamado
trombofilia, se puede identificar sélo en algunos pacientes (45,46). Trombofilia es
toda situacion en la que esta latente la posibilidad de que se formen trombos
arteriales o venosos (47,48). El término se us6 por vez primera en 1937 para
designar una enfermedad asociada con trombosis venosa, considerandose como
un anténimo de la hemofilia (49).

Virchow postuld tres situaciones que predisponen a la ETV aunque hoy sabemos
que esto también explica la trombosis arterial: dafio endotelial, cambios en las
caracteristicas del flujo sanguineo y alteraciones procoagulantes en la sangre

como las que inducen los anticonceptivos hormonales. La alteracion de alguno de
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sus componentes o su desequilibrio provoca la aparicion de un estado
protrombético (50). Dentro de la triada, el componente de los factores sanguineos
permite un estado trombofilico si se desequilibra la actividad de los mecanismos
procoagulantes y anticoagulantes naturales. Asi, la trombosis es consecuencia de
una activaciéon desbordada de la hemostasia que sobrepasa los mecanismos de
regulacion. Las deficiencias moderadas o leves de las proteinas anticoagulantes
pueden producir una trombosis.

La lesién endotelial activa la hemostasia por diversas interrelaciones complejas
entre el flujo sanguineo, la pared vascular y el sistema de coagulacion. La
alteracién de estos mecanismos o su desequilibrio, provoca la aparicion de una
trombofilia (50). Como ya se menciono, el flujo sanguineo es uno de los
principales mecanismos anticoagulantes del organismo. El movimiento continuo de
sangre evita la acumulacion de factores hemostaticos y plaquetas activados en un
sitio especifico. Ademas, es necesario para mantener la fuerza de rozamiento del
endotelio arterial o venoso, un factor clave para mantener la funcionalidad
endotelial adecuadamente. La estasis sanguinea, especialmente la venosa,
debida a cualquier circunstancia, es uno de los mecanismos fisiopatolégicos que
mas facilmente explican la aparicion de una trombosis.

Los factores hemodindmicos determinan las caracteristicas clasicas de los
trombos arteriales o venosos. En las arterias, la sangre circula a una gran
velocidad y sometida a una presion muy alta. Los trombos arteriales se forman
sobre todo en vasos que tienen una placa ateromatosa 0 que estan expuestas a
una zona de turbulencia importante (como suele suceder en las bifurcaciones

arteriales). Debido a este entorno hemodinamico, el trombo arterial se forma
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principalmente de plaquetas con una discreta malla de fibrina lo que le da el
aspecto tipico de trombo blanco (47). Por el contrario, el trombo venoso se genera
en vasos en los que la velocidad y presion de la sangre son muy bajas. En las
piernas, la ETV se inicia en torno a las valvulas venosas en las que existen
turbulencias de la sangre. Si disminuye la velocidad del flujo se generan cambios
en el sistema de coagulacion como activacion plaquetaria y de la fase fluida con la
consecuente caida de los anticoagulantes naturales y de la fibrindlisis. Durante los
traumatismos o en otro tipo de lesion de los tejidos, se liberan sustancias
tromboplasticas y activacion de la fase fluida y de las plaquetas. Por lo tanto, de
los componentes de la triada, el dafio vascular no es tan importante mientras que
la estasis venosa y la hipercoagulabilidad son cruciales. Esto determina que en
estos trombos la malla de fibrina, abundante y fuerte, sea el componente mas
importante englobando una gran cantidad de eritrocitos y muy pocas plaguetas.

Los determinantes del flujo sanguineo en la circulaciéon venosa hacen que la ETV
ocurra preferentemente en las venas de los miembros inferiores. La inmovilizacion
por cualquier causa esta presente en la mayoria de los casos. Los pacientes con
mayor riesgo de ETV tienen lesiones vasculares grandes como traumatismos
abdominales o de las piernas, son sometidos a cirugias extensas o tienen una
limitacion motora importante. Otros factores son la historia personal o familiar de
ETV, venas varicosas, edad avanzada, obesidad, cancer, inmovilizacion
prolongada, sexo femenino, embarazo, grupo sanguineo O, uso de
anticonceptivos hormonales, colocacion de catéteres venosos centrales,
insuficiencia cardiaca e insuficiencia venosa periférica (51-54). Todas estas

situaciones son trombofilias adquiridas, sin embargo, con cualquiera de ellas y en
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cualguier momento puede coexistir una trombofilia primaria lo que
irremediablemente eleva el riesgo trombatico del individuo.

Parche anticonceptivo. El PA fue aceptado por la FDA (Drug Food Administration)

en diciembre de 2001 e introducido al mercado en junio de 2002, estd de
etinilestradiol (EE) 0.6mg y norelgestromina (NGMN) 6.0mg. Su mecanismo de
accion es inhibir la ovulacién (55). La tasa de embarazo es relativamente baja,
(1.24 por cada 100 usuarias/ afio (IC 95% 0.19-2.33) (61). Su eficacia se ve
reducida en mujeres >90Kg de peso corporal (56). El tratamiento consiste en
utilizar un PA durante 7 dias antes de ser remplazado (56). Cada ciclo del
tratamiento comprende el uso de tres PA, cada uno libera 20ug de EE y 150ug de
NGMN /24h a la circulacién sistémica (57), y un cuarto parche se encuentra libre
de hormonas. Después del uso de cada parche, la concentracion sérica de EE y
NGMN oscila de 25-75pg/ml y de 0.6-1.2ng/ml respectivamente (58,59). El PA
puede colocarse en el abdomen, gluteos, antebrazos y el torso (con la excepcion
de los senos) (60).

Los efectos adversos del PA han sido estudiados desde su introduccion al
mercado, de manera general, se acepta que el PA tiene una tolerabilidad y efectos
no deseados similares a los AO (62). La usuarias de PA presentan
hipersensibilidad en el sitio de aplicacion, endurecimiento de los senos (en los
primeros dos ciclos), y dismenorrea (71). Las nauseas, labilidad emocional y la
cefalea son sintomas menos frecuentes (72). Un porcentaje bajo de mujeres refirio
hemorragia y/o manchado ocasional al utilizar el PA (73). Por otro lado, el PA
induce alteraciones de los niveles de lipidos plasmaticos de manera similar a lo

observado con los anticoagulantes orales (AO). Es decir, el PA incrementa la
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concentracion de colesterol total, HDL colesterol y triglicéridos (63,64), pero
también se ha observado una disminucion en la concentracion de la glucosa y
cambios en las pruebas de funcién hepatica (64).

El PA tiene efectos en el sistema de la coagulacion (65-67), de los cuales destaca
el incremento en la incidencia de resistencia a la proteina C activada, lo que refleja
una relacion directa con el incremento en el riesgo de ETV (68,69). La incidencia
de ETV en usuarias de PA es de 52.8 /100,000 mujeres/ afo (IC 95% 35.8-74.9)
(68).

Implante anticonceptivo. Los implantes anticonceptivos han sido aprobados en

mas de 60 paises en el mundo. Estdn compuestos de diferentes progestagenos y
biopolimeros. Se insertan sub-dérmicamente y de manera preferente en el brazo.
El implante anticonceptivo (IA) compuesto de etonogestrel (ENG) fue aprobado
por la FDA en 2006. Cada IA contiene 68 mg de ENG, el metabolito
biolégicamente activo del desogestrel (74). EI ENG inhibe la ovulacién, su efecto
se alcanza cuando sus niveles séricos superar los 90pg/ml (55,74). Se coloca en
los primeros 5 dias del ciclo menstrual. La tasa de liberacion del farmaco es de
40ug/ dia (76). A las ocho horas de su insercion, los niveles séricos de ENG
incrementan hasta una media de 265pg/mL, alcanzandose la concentracion
maxima a las 96 horas (77). Transcurrido un aflo de su uso, los niveles séricos
disminuyen a 196 pg/mL (77,78) y declinan paulatinamente durante los siguientes
anos.

La tasa de embarazos es de 0.27, 0.30 y 0.38/ 100 mujeres / afio, a los dos afios y

a los tres afos respectivamente (79).
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Sus efectos sobre el metabolismo y el sistema de la coagulacién parecieran no ser
perjudiciales (80-85). La cefalea y disnea se presenta con frecuencia (86),
mientras que un porcentaje bajo de mujeres (1 - 9%) sufre de nerviosismo y/o
depresion (86). Las nduseas, endurecimiento de los senos, dolor pélvico, pérdida
de la libido y fatiga son sintomas raros entre las usuarias (86).

El incremento de peso, también es frecuente en las usuarias del implante
subdérmico (4-22%), con reportes de 0.4 a 1.5 Kg por afio (92).

La informacion sobre efectos adversos del IA en el sistema de la coagulacion es
limitada y con frecuencia los cambios observados carecen de relevancia clinica. El
implante subdérmico, disminuye la concentracion de los factores VII, X, el
fragmento 1+2 de la protrombina y los complejos trombina-antitrombina, e
incrementa la concentracion de PAI-l (90). Ademas, la agregacion plaquetaria
inducida con epinefrina y colageno disminuye (89). Resultados similares se

observaron en las usuarias del dispositivo intrauterino liberador de LNG (91).
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JUSTIFICACION

La asociacién entre trombosis y los anticonceptivos orales que contienen
estrogenos y progestinas fue descrita por primera vez en los 60's (93). Desde
entonces se conoce su asociacion con las trombosis arteriales y venosas, mismas
que representan la primera causa directa de muerte en todo el mundo. La
enfermedad tromboembdlica venosa constituye una de las mayores causas de
morbimortalidad a nivel mundial, el alto riesgo de padecer TVP o TEP a pesar de
los avances en la profilaxis, diagnostico y manejo de ésta entidad, se ha tornado
alarmante. Debido a las diferentes guias, criterios diagndésticos, desconocimiento e
inexperiencia del personal de salud, este padecimiento ha sido infra-diagnosticado
y por ende; no se cuenta con datos exactos de su incidencia y prevalencia. Por
otra parte, el Infarto agudo al miocardio (IAM) y el infarto cerebral (IC) representan
dos de las tres primeras causas de muerte en el mundo, sin contar los casos de
enfermedad arterial periférica. El impacto econdémico, familiar, social y de la
calidad de vida debido a la discapacidad (insuficiencia cardiaca, demencia,
hipertension pulmonar secundaria, sindrome postrombotico, entre otras), hacen
necesario el estudio e identificacion de los posibles factores de riesgo.

Toda situacién que condiciona a un individuo a una trombosis se conoce como
trombofilia (94). Las trombofilias secundarias (inducidas por cirugia, embarazo,
tabaquismo, obesidad, diabetes mellitus, inmovilizacion y anticonceptivos
hormonales), son extraordinariamente frecuentes en todas las sociedades
humanas. En este caso, como factor de riesgo para trombofilia secundaria, el uso
parche e implante anticonceptivos, seran las variables a estudiar en grupos de

mujeres mexicanas que inician el tratamiento anticonceptivo. Ya que la aparicion e
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intensidad de las trombofilias dependen de las caracteristicas genéticas de cada
poblacion, es crucial conocer cada una para establecer sus riesgos protromboticos
potenciales. En México desconocemos el impacto de la mayor parte de estas
trombofilias sobre la poblacion.

Carecemos de evidencias acerca de la frecuencia y tipo de alteraciones
protrombéticas que afectan a la mujer mexicana. En nuestro pais, en 2010, vivian
poco mas de 112 millones de habitantes, de los cuales 57 481 307 eran mujeres
(51.16 % de la poblacién) (88). De acuerdo a estos datos existian casi 22 millones
de mujeres usuarias potenciales de tratamiento  anticonceptivo.
Independientemente de la via de administracion, los efectos de los diferentes
estrdgenos y progestagenos son muy similares sobre el sistema de coagulacion y
casi no existen diferencias entre los de 2a y 3a generacion (70,94,95).

En base a todo lo anterior, el presente estudio intentard evidenciar por primera vez
si existen diferencias en la expresion de los marcadores de disfuncién endotelial
en mujeres mexicanas que usan parche o implante anticonceptivo. Este
conocimiento permitiria establecer si estos anticonceptivos, tienen un efecto
importante sobre la induccion de trombofilia a nivel del sistema de coagulacion,
especificamente en el endotelio, ademas, si se requiere algun tipo de prueba de
escrutinio previa al inicio de parche o implante anticonceptivos para disminuir el

riesgo trombaotico en esta poblacion especifica.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existen diferencias en la expresion de los marcadores de disfuncion endotelial en
mujeres mexicanas que inician anticoncepcion con parche o implante

anticonceptivos?

OBJETIVO GENERAL
Conocer si existen diferencias en la expresion de los marcadores de disfuncion

endotelial en mujeres mexicanas que usan parche o implante anticonceptivo.

HIPOTESIS

Existen diferencias en la expresion de los marcadores de disfuncién endotelial en

mujeres mexicanas que usan parche o implante anticonceptivo.
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MATERIAL Y METODOS

A. Universo de trabajo.

Mujeres mexicanas derechohabientes del IMSS que iniciaron tratamiento
hormonal anticonceptivo.

B. Tipo de estudio.

Estudio prospectivo, longitudinal y aleatorizado.

C. Descripcién de variables.

C.1. Dependiente. Disfuncion endotelial.
C.2. Independientes. Uso del parche o implante anticonceptivo.

D. Descripcién operacional de las variables.

D.1. Disfuncién endotelial. Estado en el cual el endotelio cambia su fenotipo
anticoagulante por otro pro-coagulante. En el caso de este proyecto, la disfuncién
del endotelio estard caracterizada por un incremento en la expresion de las
proteinas VCAM-1, E-selectina, VWF y PAI-1 a los 4 meses de iniciada la terapia
hormonal. Evaluado en una escala cuantitativa: ng/mL.

D.2. Uso de parche o implante anticonceptivo. Uso voluntario de parche o implante
anticonceptivo por un lapso de 4 meses. Evaluado en una escala cualitativa
nominal: si, no.

E. Seleccion de la muestra.

E.1. Tamaiio.

El tamafio de la muestra se determiné utilizando una férmula para estimacion de
una proporcion. Consideramos los rangos de alteraciones en las proteinas
inflamatorias y del sistema de coagulacion descritas en otras poblaciones, (4 a

10%), en base a los resultados de algunos de los estudios previos que examinaron
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el efecto de los anticonceptivos hormonales. De acuerdo con estos datos, para
una frecuencia promedio de 7% e intervalos de 4 a 10%, se requieren 25 muestras
(+10% para cubrir las pérdidas) de usuarias de anticonceptivos hormonales para
tener un poder adecuado de 80% (1-B = 0.8) y una o de 0.05.

E.2. Grupo de estudio.

E.2.1. Grupo problema. Mujeres que iniciaron voluntariamente terapia a base de
parche o implante anticonceptivo. Los medicamentos analizados fueron aquéllos
con los que actualmente cuenta el IMSS: a. Parche anticonceptivo: 0.03 mg
etinilestradiol y 0.6 mg norelgestromina; b. Implante anticonceptivo: etonogestrel
68 mg.

E.3. Criterios de inclusion.

Mujeres mexicanas de entre 18 y 35 afios que iniciaron voluntariamente terapia
con parche o implante anticonceptivo.

Si ya habian recibido terapia hormonal, ésta se suspendié al menos 3 meses
antes del ingreso al estudio.

Si la posible usuaria tenia al menos 3 meses post-parto y no estaba lactando,
también se incluyé.

E.4. Criterios de no inclusion.

Mujeres que recibieron mas de un tipo de medicamento hormonal o que ingirieron
este tipo de medicamentos por alguna otra razén médica.

Con antecedentes familiares de alteraciones hemofilicas; con historia personal de

trombosis 0 que requirieron tratamiento antitrombaotico de cualquier tipo.
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Hipertension arterial descontrolada, enfermedad aterotromboética conocida,
migrafia grave, céancer mamario, diabetes, hemorragia uterina anormal,
insuficiencia hepética o renal, enfermedad autoinmune.

Embarazo o deseo de embarazo en los 4 meses siguientes.

E.5. Criterios de exclusion.

Se excluyeron a las mujeres que no completaron los 4 meses con el
anticonceptivo hormonal y a las usuarias que se embarazaron durante el
transcurso del estudio.

F. Procedimiento.

Las usuarias de los hormonales se reclutaron de Unidades de Medicina Familiar
del IMSS en la zona de influencia del HGR Carlos MacGrégor Sanchez Navarro en
el Distrito Federal. Una vez que aceptaron o decidieron iniciar el tratamiento con
anticonceptivos hormonales (por invitacion, consejo, sugerencia o informacion por
parte del personal de la UMF), se les invit6 a ser canalizadas a la UIM en
Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis en el HGR Carlos MacGrégor Sanchez
Navarro donde se les propuso participar en el estudio. Una vez en la UIM, todas
aquellas pacientes que aceptaron la invitacion, fueron informadas acerca de la
naturaleza del estudio y firmaron una carta de consentimiento informado.
Inmediatamente después, fueron sometidas a una venopuncion antes de iniciar la
terapia hormonal. Una vez que las pacientes tomaron interrumpidamente estos
medicamentos por 4 meses, pasaron a la segunda fase y se sometieron a una
nueva venopuncion.

Requerimos en cada venopuncion un total de 7.7 mL de sangre colectada en

tubos al vacio en 1 tubo sin anticoagulante y 1 mas con citrato de sodio. Las
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muestras fueron inmediatamente centrifugadas a 2000 g por 15 minutos y se
procedido a la separacion respectiva de sueros y plasma pobre en plaguetas
mediante una pipeta Pasteur desechable. Las muestras se almacenaron en tubos
Eppendorf de 1.5 mL a -70 °C hasta su procesamiento. Los cambios observados
en los valores encontrados a los cuatro meses de recibir la terapia en comparacion
con los valores iniciales en cada prueba nos permitieron establecer las
conclusiones.

G. Ensayos de laboratorio. Realizamos las siguientes determinaciones:

Concentracion de los marcadores de activacion endotelial. Esta evaluacion se
realiz6 mediante pruebas basadas en una técnica de ELISA (ASSERACROM®
VWF:Ag, STAGO). Brevemente, un soporte de plastico recubierto de anticuerpos
de conejo anti-vWF humano fij6é el VWF existente en el plasma problema. El vVWF
fijado se revel6 con anticuerpos de conejo anti-vWF humano marcados con
peroxidasa. La cantidad de peroxidasa unida se midié por su actividad sobre el
sustrato tretametilbenzidina (TMB). Tras detener la reaccién con un acido fuerte,
se midié la absorbancia de 450 nm.

PAI-1 (ASSERACHROM® PAI-1, STAGO). Un soporte de plastico recubierto de
anticuerpos monoclonales de ratén anti-PAl-1 humano fijo el PAI-1 existente en el
plasma problema. El PAI-1 fijado se reveld con anticuerpos monoclonales de raton
anti-PAI-1 humano marcados con peroxidasa. La cantidad de peroxidasa unida se
midid por su actividad sobre el sustrato ortofenilendiamina (OPD). Tras detener la
reaccion con un acido fuerte, se midio a una absorbancia de 495 nm.

E-selectina (ELAM-1 INVITROGEN™ Human). La E- selectina del plasma se unio

a anticuerpos monoclonales murinos anti-sg-selectina de los pocillos, se agregé
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un segundo anticuerpo monoclonal conjugado con HRP que mediante un sustrato
(tetrametilbencidina) evidencio la presencia de E- selectina. Se utilizdé una solucion
de paro y se midié la concentracion a una absorbancia de 450 nm.

VCAM-1(INVITROGEN™ Human sVCAM-1) del plasma se unié a anticuerpos
monoclonales anti-sVCAM-1 de los pocillos, se agregd un segundo anticuerpo
monoclonal conjugado con biotina, posteriormente se agregd el complejo
estreptavidina-peroxidasa y peroxido de hidrégeno para evidenciar la presencia
de sVCAM-1 Se utiliz6 una solucién de paro y se midio la concentracion a una

absorbancia especifica.

H. ANALISIS ESTADISTICO.

Se emplearon pruebas paramétricas y no paramétricas para la descripcion de las
caracteristicas generales del grupo de trabajo. Se utilizd una t-pareada o
Wilconxon para establecer diferencias en los parametros analizados antes y
después del uso del anticonceptivo. En analisis entre los grupos se hizo mediante

la prueba t de Student. Los resultados fueron significativos si p <0.05.
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RESULTADOS

De agosto de 2012 a enero de 2013 recolectamos las muestras de 58 mujeres
mexicanas. Treinta y uno usaron PA y 27 IA. Ocho usuarias no completaron el
estudio, a 2 se les retir6 el método y 6 no se presentaron a la segunda toma de
muestra. Por lo tanto analizamos las muestras de 50 mujeres, 25 para cada grupo.
La edad promedio de las usuarias fue de 24 y 28 afos respectivamente, tuvieron
cifras de tension arterial normales, sin evidencia de dislipidemia, diabetes, dafio

hepético y renal (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la usuarias de anticonceptivos hormonales (n=50).

PA (n=25) IA (n=25)
Basal 4 meses P Basal 4 meses p
Edad (afios) 23.9 (18-32) 23.9 (18-32) NA 28.0 (18-35) 28.0 (18-35) NA
Peso (Kg) 59.3 (42-90) 60.9 (47-88) 0.058 57.5 (36-91) 60.0 (39-101) 0.056
Talla (m) 1.6 (1.5-1.7) 1.6 (1.5-1.7) NA  152(1.38-1.64) 152(1.38-1.64) NA

IMC (Kg/m?) 24.6 (19.2-39) 253(21.5-38.1)  0.062 24.7(16.0-385) 258 (17.3-40.4)  0.062
PaS (mmHg) 108 (90-120) 107 (100-120)  0.588 107 (90-120) 107 (90-120)  0.98

PaD (mmHg) 71 (60-80) 70 (60-80) 0.695 68 (60-80) 69 (68-80) 0.678

Los resultados se presentan como la media (rango). IMC: indice de masa corporal; PaS: presion arterial
sistolica; PaD: presion arterial diastolica.
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Tabla 2. Evaluacidn de la funcion metabdlica, hepatica y renal.

Variable PA P P
Basal 4 meses Basal 4 meses
Glucosa (mg/dL) 89.5 (65.0-113.0) 92.2 (78.0-106.0) 0.289  91.3(80.0-142.0) 85.4 (66.0-106.0) 0.034
Urea (mg/dL) 19.2 (6.0-36.4) 20.4 (12.8-30.0) 0.362  21.8(13.0-32.0) 20.7 (12.0-32.0) 0.405
Creatinina (mg/dL)  0.55 (0.4-0.82) 0.59 (0.5-0.82) 0.071  0.59 (0.41-0.77) 0.60 (0.48-0.81) 0.179
A. Urico (mg/dL) 4.3 (2.3-6.6) 4.1 (3.0-6.5) 0.299  4.5(2.6-6.5) 4.2 (2.9-6.5) 0.418
Tgl (mg/dL) 132.3(49.0-373.0)  149.7 (79.0-233.0) 0.174  136.9 (63.0-265.0) 104.1 (34.0-300.0) 0.002
Colesterol (mg/dL)  171.9 (141.0-236.0) 179.7 (135.0-239.0) 0.201  163.7(108.0-217.0)  144.6 (85.0-225.0) 0.001
TGO (U/dL) 22.4 (15.0-43.0) 22.5 (15.0-60.0) 0.974 25.2 (10.0-61.0) 22.3 (11.0-32.0) 0.167
TGP (U/dL) 19.6 (8.0-49.0) 17.6 (9.0-41.0) 0.321 24.9 (10.0-81.0) 21.5(8.0-46.0) 0.081
FA (U/dL) 68.0 (35.0-112.0) 60.4 (35.0-88.0) 0.025 80.2 (56.0-213.0) 75.8 (48.0-163.0) 0.093
LDH (U/dL) 129.8(24.5) 120.8 (22.5) 0.053  144.4(105.0-190.0)  154.5(112.0-201.0)  0.005
GGT (U/dL) 18.4 (6.0) 17.1 (8.4) 0.259 21.7 (5.0-86.0) 26.9 (7.0-80.0) 0.009
PCR (mg/dL) 0.28 (0.2) 0.51 (0.3) 0.013 0.26 (0.5) 0.25 (0.3) 0.837

Efecto de la terapia hormonal

disfuncién endotelial.

En las usuarias de PA, observamos una disminucion significativa de los niveles
plasmaticos de VWF (p=0.02) y E-selectina (p=0.022) a los 4 meses con el

método hormonal. No observamos diferencia significativa en los niveles de PAI-1y

VCAM (Tabla 3).

En cuanto a las usuarias de IA, no observamos diferencia significativa para

anticonceptiva en

ninguna de las variables en estudio (Tabla 3).

los marcadores de
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Tabla 3. Concentracion de los marcadores de disfuncion endotelial en las mujeres
mexicanas en terapia hormonal anticonceptiva.

PA (n=25) IA (n=25)
Basal 4 meses P Basal 4 meses P
PAI-1 (ng/ml) 29 (6-459) 20 (4-430) 0.729  48(-27-123) 34 (-53-122)  0.159
VWE (U/dL) 103 (23-182) 90 (36-145) 0.02 76 (45-184) 70(-7-182) 0.622

VCAM-1 ng/ml 478 (373-637) 456 (381-625) 0.321 429 (349-687) 432 (399-649) 0.756

E-selectina ng/ml 8.9 (8-9) 7 (1-13) 0022  9(9.39-9.72) 8 (3-13) 0.296

Los resultados de las variables paramétricas se expresan como la media (IC 95%) y la mediana (percentil 2.5
—percentil 97.5) respectivamente.

DISCUSION

El estudio de los efectos colaterales de los anticonceptivos hormonales tuvo su
origen con la aparicion de los AO hace mas de 50 afios. A finales del siglo pasado
los AO se utilizaban por millones de mujeres en el mundo. No obstante, con la
llegada de nuevos métodos hormonales la popularidad por los AO en el mundo
disminuyé. En gran medida, los efectos secundarios de los AO dieron origen al
disefio de nuevos métodos hormonales. Actualmente, las usuarias pueden elegir
entre otros métodos hormonales tales como el PA, anillo vaginal, el dispositivo
intrauterino medicado o el 1A.

En México, el PA e IA se utilizan en la practica clinica; sin embargo no hay
informacion cientifica que demuestre la seguridad clinica de ambos
medicamentos. Por este motivo decidi conocer si el PA e IA inducian cambios en
los marcadores de disfuncion endotelial.

Durante seis meses de estudio se muestrearon a 58 voluntarias mexicanas
interesadas en integrarse a un programa de planificacion familiar. EI grupo de
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mujeres que usaron el PA estuvo integrado por estudiantes de bachillerato,
universidad, profesionistas y en menor proporcion por amas de casa. Por el
contrario casi en su totalidad las usuarias de IA se dedicaban al cuidado del hogar.
A pesar de estas diferencias sociodemogréficas, las caracteristicas clinicas fueron
similares entre los dos grupos de estudio a excepcion de la edad ya que las
usuarias de PA eran de menor edad.

No observamos diferencias al comparar los resultados de las pruebas de
laboratorio entre los grupos de mujeres que uso el PAy el de IA. En el grupo de 1A
solo se observo un resultado significativo en los niveles séricos de FA por efecto
del método hormonal, aunque el incremento carece de importancia clinica. Por el
contrario las usuarias de IA disminuyeron sus niveles séricos de glucosa,
triglicéridos, colesterol y GGT. Nuevamente los resultados carecieron de
relevancia clinica y contrario a lo que uno pudiera esperarse los cambios
parecieran ser benéficos para la salud de las usuarias mexicanas.

Antes de iniciar con el estudio de los efectos de ambos métodos anticonceptivos
sobre el endotelio, decidimos evaluar la concentracion de la PCR de alta
sensibilidad. La PCR una proteina ampliamente evaluada en la préactica clinica.
Después de cuatro meses de la terapia hormonal los niveles de PCR
incrementaron significativamente en el grupo de PA pero no para el de IA. Aunque
el incremento fue cercano al 100%, los niveles de PCR se mantuvieron dentro de
valores normales de referencia. En estudios previos se habia observado un
incremento de 220% en la PCR a los dos meses de utilizar el PA. La diferencia
entre nuestros resultados y los antes descritos nos hace pensar hipotéticamente

que, el uso del PA esta relacionado con un proceso altamente pro-inflamatorio al
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inicio de la terapia hormonal el cual se hace menos evidente mientras mas
prolongada sea el uso del método hormonal.

De acuerdo con lo anterior, la I6gica era esperar que los niveles séricos de los
marcadores solubles de disfuncién endotelial tuvieran un comportamiento similar a
lo observado con la PCR, al menos para el grupo de mujeres con PA.

En la actualidad existe suficiente evidencia que sustenta que los anticonceptivos
hormonales inducen cambios en los componentes del sistema de la coagulacion.
No obstante, las alteraciones en los niveles de los factores pro-coagulantes y la
caida de los anticoagulantes naturales no explican por qué los anticonceptivos
inducen trombosis. Posteriormente se describi6 que los anticonceptivos
hormonales también inducian cambios en el sistema de la fibrindlisis pero estos
correspondian a un estado de activacion fibrinolitica probablemente como
respuesta a la trombofilia presente en las usuarias de los anticonceptivos.

El estudio del endotelio y los anticonceptivos hormonales no orales es un tema
poco estudiado. Como se ha mencionado anteriormente, el endotelio es el
componente esencial del sistema de la coagulacion y su disfuncion pudiera
explicar los problemas de trombosis en las usuarias de anticonceptivos,
independientemente de los cambios en la concentraciobn de los factores pro-
coagulantes, anticoagulantes naturales y de la fibrindlisis.

Con base en nuestros resultados, a los cuatro meses de la terapia hormonal, el PA
pero no el 1A, modifico la expresion de dos marcadores de disfuncion endotelial.
Sin embargo, contrario a lo que se esperaba, el PA disminuyo significativamente
los niveles séricos de VWF y E-selectina. Aunque estos cambios carecen de

relevancia clinica son de gran importancia debido a que estereotipicamente se ha
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pensado que los estrogenos tienen efectos benéficos en los pacientes portadores
de la enfermedad de von Willebrand y que la E-selectina incrementa su expresion
solo en situaciones donde el endotelio esta activado. La explicacion logica de lo
anterior es que el VWF incrementa su concentracion en respuesta al incremento
de la concentracion de estrégenos, sin embargo nuestros resultados muestran lo
contrario. Con respecto a la disminucion de E-selectina, no hay una explicacion
clara pero lo que si es evidente es que los cambios observados no representan
riesgo para la salud de las usuarias.

Ante este panorama surge la necesidad de realizar mas estudios que intenten
demostrar por qué lo anticonceptivos inducen trombosis. Nuestro estudio es el
primero en demostrar en Ameérica Latina que el uso del PA e IA no se encuentra

asociado con cambios en la expresiéon de los marcadores de disfuncién endotelial.

CONCLUSIONES

La disfuncién endotelial se define como una discapacidad en alguna de las
funciones normales de las células endoteliales conduciendo a vasoconstriccion,
trombosis, sobrerregulacion de moléculas de adhesion de células solubles
(CAMs), secrecion aumentada de citoquinas y quimiocinas, y adherencia
leucocitaria, entre otros. Se ha evidenciado con el paso del tiempo la asociacion
de la terapia anticonceptiva hormonal y la trombosis, sin embargo aun no se
conoce con certeza el mecanismo especifico como causa.

Mediante estudios de laboratorio (ELISA) tratamos de identificar cambios en la
expresion de marcadores de disfuncion endotelial como responsables de

trombosis, sin embargo, no encontramos asociacion. Por otra parte, en las
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mujeres mexicanas usarias de PA disminuyé significativamente los niveles séricos
de VWF y E-selectina. Esto contradice a estudios previos donde el uso estrogenos
incrementa los niveles de VWF.

Habra que continuar con esta linea de investigacion en poblacion mexicana para

conocer mas sobre los mecanismos especificos relacionados.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este fue un estudio de riesgo mayor al minimo por incluir un procedimiento (la
toma de muestras de sangre) que habitualmente no se efectuaba en las mujeres
gue inician o se encuentran bajo tratamiento con anticonceptivos hormonales. Este
estudio forma parte de una linea de investigacién que estudia los efectos adversos
de los anticonceptivos hormonales. Los beneficios del estudio, por supuesto, son
grandes ya que permitirian conocer mas acerca de los fendmenos proinflamatorios
y/o protrombéticos, y hacer un acercamiento a la posibilidad de evitar fenébmenos
tromboticos discapacitantes o letales en estas mujeres en el futuro. Para asegurar
la confidencialidad de la informacién, sélo el investigador responsable tuvo los
datos completos de los resultados obtenidos de las muestras de cada una de las
usuarias. Esto fue factible lograrlo ya que existié un cegamiento doble en todos los
pasos del andlisis de este estudio y porque nunca se manejaron nombres en las
muestras, solo codigos de numeros. Por udltimo, en ningdn momento, el
investigador responsable hizo publico el nombre de la mujer de la cual proviene la
muestra problema a menos que ésta haya sido una solicitud de la usuaria.

Para las usuarias de anticonceptivos hormonales, la invitacion para participar en el

estudio y la solicitud de la firma de la carta de consentimiento informado se hizo
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por el investigador principal en el momento luego de que la candidata fue elegida y
enviada a la UIM en Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis.

Todas las participantes recibieron informacion amplia y suficiente acerca de la
investigacion. Todas sin excepcion firmaron su carta de consentimiento informado.
La solicitud de ingreso al estudio se hizo por el médico familiar que atendia a la
usuaria potencial del anticonceptivo hormonal.

El proyecto fue aprobado por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica del
IMSS. Se siguieron las leyes y normas tanto nacionales como internacionales para
investigacion clinica y aplicada en humanos: Ley de General de Salud, articulos
20, 100, 103 vy pertinentes; declaracion de Helsinki revisada, codigo de

Nuremberg.
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