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Resumen

EFECTO DE LA TERAPIA DE REEMPLAZO ESTROGENICA SOBRE LOS
NIVELES DE DEHIDROEPIANDROSTERONA SULFATADA E INSULINA EN
MUJERES POSTMENOPAUSICAS. Basurto L, Zarate A.

Unidad de Investigacion Meédica en Enfermedades Endocrinas, Hospital de
Especialidades del Centro Meédico Nacional, instituto Mexicano del Seguro

Social.

Objetivo: lIdentificar en mujeres posmenopausicas el efecto la terapia
estrogénica de reemplazo (ERT) sobre las concentraciones de DHEAS y si la
reduccién de insulina producida por la terapia de reemplazo influye sobre la
DHEAS.

Material y Métodos: 34 Mujeres posmenopausicas e histerectomizadas, con
edad de 45 a 55 afos, fueron tratadas por 3 meses con 50 ng estradiol
transdérmico /dia. En la etapa basal y al final del estudio se midieron las
concentraciones de DHEAS, 17 pB-estradiol, insulina y ACTH.

Resultados: E! 17f-estradiol incrementd de 11.5 + 7.4 a 47.9 + 19.5 pg/mL
{(p<0.001) y la insulina disminuyd de 26.9 + 14.8 a 20.2 + 8.0 uUimL (p<0.01),
la DHEAS no se modificé. EIl 17 p—estradiol presenté una correlacion inversa
con la insulina (r= -0.284, p<0.01). La glucemia de ayuno no se modificé con la
ERT, pero la relacion glucosafinsulina (G/t) incrementé de 4.19 + 1.71 a 5.20
#+ 2.43 (p < 0.001). El analisis de regresion muitiple seflalé que laACTH y el 17
p—estradiol influyeron sobre la DHEAS en la etapa basal (R2=0.46). y durante la
ERT la insulina influye sobre la DHEAS sdélo en mujeres con IMC>25,
Conclusiones: En mujeres postmenopausicas la ERT reduce Ilas
concentraciones de insulina y aumenta su sensibilidad. La regulacion de la
DHEAS es compleja, en este estudio no se demostré que el estradiol
transdérmico administrado a dosis fisiologicas modifique la DHEAS, pero es
probable, que en mujeres con sobrepeso las variaciones de la insulina
parnicipen en la regulacion de la DHEAS.




Abstract

EFFECT OF POSTMENOPAUSAL ESTROGEN REPLACEMENT ON
CIRCULATING DHEAS AND INSULIN. Basurto L, Zarate A.

Unidad de investigacion Meédica en Enfermedades Endocrinas, Hospital de
Especialidades det! Centro Meédico Nacional, Instituto Mexicano del Seguro

Social.

Objective: To determine the effect of estrogen replacement therapy (ERT) on
dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) level and interactions of insulin and

DHEAS in postmenopausal women.

Material and Methods: 34 hysterectomized and postmenopausal women aged
45-55 years, received three months transdermal 17 p-estradiol. DHEAS, 17 B-
estradiol, insulin and ACTH levels were measured before and after study.

Results: 17p-estradiol increased after ERT (11.56 » 7.4 to 47.9 + 19.5 pg/mL
(p<0.001) and insulin decreased significantly (26.9 + 14.8 a 20.2 + 8.0 nUI/mL
(p<0.01), and DHEAS did not changed significantly. A negative correlation was
obtained between 17 B-estradiol and insulin (r= —0.284, p<0.01). The relation
glucose/insulin increased from 4.19 * 1.71 to 5.20 *+ 243 (p < 0.001). A
multivariate linear regression identified ACTH and 17 B-estradiol as the most
important variables to predict DHEAS levels at baseline and insulin to predict
DHEAS after treatment in women with iIMC>25,

Conclusions: Menopausal ERT decreased circulating insulin levels and
increased insulin sensitivity. In this study, the use of transdermal 17 pB-estradiol
at dose considered physiologic had no effect on DHEAS levels. However,
insulin levels might modulate the production of DHEAS in obese women.




An tes

ANTECEDENTES

Durante la menopausia se presentan cambios fisiologicos que pueden afectar la
calidad de vida de la mujer. Los estrogenos son hormonas que influyen no sélo
en sistema reproductivo, sino que participan en diferentes funciones como el
metabolismo &éseo, la absorcion de nutrientes, la memoria y la funcién
cardiovascular (1-3). Asi, el hipoestrogenismo afecta miltiples sistemas

fisioldgicos que conducen a una significativa morbilidad en ia tercera etapa de ia

vida de la mujer.

La terapia hormonal de reemplazo (THR) con estrdgenos o con la combinacion
estréogenos-progestinas, desempefia un papel importante para reducir algunos
de los efectos negativos. La THR persigue como objetivos aliviar los sintomas
que aparecen al descender las concentraciones de estrogenos en la circulacién
y evitar las complicaciones que se presentan a largo plazo por el

hipoestrogenismo.

La THR disminuye el riesgo de cancer colon y el de fractura hasta en el 33% de
los casos (4-6). Por el contrario, ia terapia estrogénica prolongada por mas de 2
anos se asocia a un aumento del riesgo de cancer endometrial en mujeres no

histerectomizadas y un aumento minimo en el riesgo de cancer mamario (6-8).
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El efecto de la terapia estrogénica sobre la sintomatologia del climaterio y la
prevencion de ta osteoporosis se ha demostrado tanto para la via oral como
para la transdérmica. Uno de los inconvenientes para el uso de estradiol por
via oral es su baja absorcién por la mucosa gastrica, siendo necesario
administrario en forma conjugada o micronizada (9). Una vez que el estradiol
pasa a la circulacion llega al higado, donde se transforma en estrona por la 17
p—esteroide deshidrogenasa; la estrona tiene menor potencia biolégica que el
estradiol, por ello se tiene que administrar por via oral una dosis relativamente
mayor de estradiol para lograr el efecto terapéutico deseado. En su paso por el
higado, los estrégenos interactian con sus receptores en los hepatocitos
induciendo la sintesis de diversas proteinas como ia globulina transportadora de
esteroides sexuales (SHBG). Otro inconveniente de la terapia por via oral es su
liberacion a la circulacion en concentraciones elevadas 2 a 6 horas después de
la ingestion, para luego disminuir gradualmente a concentraciones muy bajas
hasta la dosis siguiente. En contraste, el estradiol por via transdérmica se
libera en forma continua y sostenida y se evita el paso primario por el higado (9-

11).

EL parche contiene al 17 p-estradiol en forma de gel en una base alcohdlica, una
matriz que funciona  como un reservorio del estradiol que se libera en una

inada y relativamente constante. Una vez aplicado el

cantidad préd'ete;

parche, el in vel de _I7 p-estradiol se estabiliza 4 a 8 hs después, alcanzando con

4




Ar

los parches de 25 jig una concentracion sérica maxima de 30 a 40 pg/mL y de

38 a 62 pg/mL con los parches de 50 ng (11-12).

Los efectos adversos se presentan de manera similar para las vias de
administracién oral y transdérmica. El estradiol transdérmico {lega a producir en
menos del 5% de los casos distension mamaria, cefalea, retencion hidrica,
nausea, incremento ponderal y depresion. A nivel local, el estradiol produce

eritema transitorio, prurito y ocasionalmente dermatitis de contacto (9).

ESTROGENOS E INSULINA

El hipoestrogenismo durante la etapa posmenopausica se ha relacionado con
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos y de la sensibilidad a la
insulina. En las mujeres posmenopausicas se ha observado un incremento de
las concentraciones séricas de insulina y de la glucemia, comparativamente a
mujeres premenopausicas, lo cual sugiere que la transicion de la menopausia
promueve un estado de resistencia a la insulina, particularmente en poblacion
susceptible (13). Diferentes factores como la edad, el peso, la distribucion
corpora! de la grasa, y otros como €l estilo de vida (tabaquismo, ingesta de
alcohol, actividad fisica, paridad, educacion) explican parcialmente las
variaciones de la glucemia y la insulina durante la menopausia, pero la

participacion de muchos otros factores ain no se ha aclarado (14).




El estudio Postmenopausal Estrogen/Progestin Interventions (PEPI) en donde
se investigo la tolerancia a la glucosa a largo plazo con distintos esquemas de
reemplazo con estrogenos orales solos y en combinacion con progestagenos,
demostrd que la terapia estrogénica disminuye las concentraciones de insulina
y glucosa de ayuno; sin embargo, el efecto de las progestinas es controvertido e

incluso puede ser adverso (15-16).

La administraciéon tanto de estrégenos como de progestagenos incrementa la
secrecién de insulina, pero estas uitimas aumentan ademas la resistencia a ila
insulina, mientras que los estrogenos probablemente la reducen (17). La
terapia estrogénica de reemplazo atenua también |a acumulaciéon central del

tejido adiposo lo cual se encuentra relacionado con la resistencia a la insulina

(18).

En varios ensayos que han utilizado distintos tipos y dosis de estrégenos se ha
corroboraido la disminucion en la concentracion de insulina; sin embargo, el
efecto éoﬁ;e la sensibilidad a la insulina probablemente es dependiente de ia
dosis. A‘dbsis moderadas los estrogenos pueden incrementar la sensibilidad a
la insulina y a dosis mas elevadas pueden tener el efecto opuesto (14-15, 19-
20). El 17 p-estradiol transdérmico reduce también la insulinemia, incluso se ha
sefalado que esta reduccion es superior a la producida por o estrogenos orales

(13-14, 21-23).




Raudaskoski y cols. encontraron que el 17-5 estradiol transdérmico mejoraba
un 22% la sensibilidad a la insulina en comparacion a un 3.6% de la
combinaci6én estradiol transdérmico mas levonorgestrel (22). El incremento de
la sensibilidad a la insulina en mujeres posmenopausicas bajo terapia de
reemplazo ha sido corroborado por diferentes técnicas que incluyen la pinza

hiperinsulinémica euglicémica (14,19, 21-24).

En otros estudios 10s resultados han sido similares, por lo que se puede concluir
que  los estrégenos en general y particularmente el estradiol transdérmico,
pueden reducir las concentraciones de insulina y mejorar la sensibilidad, siendo
este efecto mas relevante en las pacientes posmenopausicas

hiperinsulinémicas (21).

DEHIDROEPIANDROSTERONA SULFATADA (DHEAS)

Ademas del hipoestrogenismo, el envejecimiento del sistema endocrino se
manifiesta por la disminucion en la produccion de otras hormonas esteroides,

una de estas es la dehidroepiandrosterona sulfatada (DHEAS).

La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su derivado sulfato, la DHEAS, son los
esteroides mas abundantes en el humano (Fig. 1); la DHEAS se secreta
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principalmente por la zona reticular de la corteza suprarrenal en respuesta a la
hormona adrenocorticotropica (ACTH) y circula en grandes cantidades

transformandose lentamente a DHEA, que tiene una depuracion mas rapida

(25-26).

En la etapa intrauterina los niveles de DHEAS se encuentran muy elevados,
después del nacimiento la zona fetal de la corteza adrenal involuciona y la
DHEAS disminuye a niveles imperceptibles hasta la adrenarquia, a partir de
entonces aumenta progresivamente hasta alcanzar su maximo nivel alrededor
de los 25 anos, para después disminuir gradualmente durante las siguientes

etapas hasta aproximadamente el 50% en {a sexta década de la vida (27-28).

Los mecanismos responsables de la declinacion de ia DHEAS con la edad no
son claros. Una de las explicaciones es la reduccidon en la capacidad
enzimatica para la biosintesis de androgenos adrenales por disminucion de la
expresion de la 17,20-desmolasa (29). A diferencia de lo que sucede en
mujeres jovenes, en las senescentes la respuesta de la viaASde la
esterbidogéﬁesis a la ACTH se ha reportado selectivamente disminuida, en
comparacion con la via A4 (Fig. 2). La disminucién de la respuesta ASC19

puede producirse por la reduccion de la masa celular en la zona reticular de la

corteza adrenal, Ié“ iteracion de la actividad enzimatica (P450¢c17) o por una
reduccién en la r@sbﬁesta a la ACTH enddgena (30-31). En apoyo a ello, se
han observédo - alteraciones como son una Mmenor distribucion de {a

8




A

sulfotransferasa y adelgazamiento de la zona reticular en Ila adrenal

senescente en comparacion a la de los adultos jovenes (26,31).

La disminucion de la DHEAS se ha asociado con diferentes procesos y
enfermedades del envejecimiento, mientras que un mayor incremento de su

concentracion en las etapas avanzadas de Ja vida se relaciona a mayor

longevidad (32).

En diferentes trabajos clinicos y experimentales se ha observado que la
disminucién de la DHEAS puede predisponer a enfermedad cardiovascular
ateromatosa (33-34), obesidad (35). aumentar el riesgo de carcinogénesis (36),
y alterar la funcién inmune (37-38). Se ha sugerido que ta DHEAS puede ser
un marcador individual y estar bajo un control de herencia parcial, por lo que
puede considerarse un componente medible de las variaciones individuales en

el proceso de envejecimiento (27, 39-40).

DHEAS Y ESTROGENOS

No obstante que la DHEAS inicia su descenso antes de la menopausia, varias
investigaciones han sugerido que el hipoestrogenismo de la etapa
posmenopausica puede adicionalmente suprimir a los androgenos adrenales.
Aun se desconocen algunos de los aspectos en la regulacion de biosintesis de

9
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los andrégenos adrenales y de los mecanismos por los que los estrogenos
pueden alterar su secrecion. Las explicaciones propuestas son por alteracion
de factores hipotalamo-hipofisarios, por modulacion directa de la biosintesis

adrenal y por alteracion del catabolismo y depuracion de los esteroides

adrenales ( 30,41).

Los mecanismos de respuesta a la administracion de estrogeno son complejos.
En la corteza adrenal de varias especies animales incluyendo los primates, se
ha sefialado la presencia de receptores de estrogenos por lo que es probable
que estos puedan ser reguladores fisiologicos importantes de la
esteroidogénesis adrenal (42-44). In vitro, se ha demostrado el efecto
inhibitoric del 17 p-estradiol sobre la actividad 3pHSD (3p-hidroxiestereoide
deshidrogenasa) en las células de la glandula suprarrenal del humano (42).
Ademas del efecto sobre la glandula adrenal otra accion probable es a nivel
hipotalamo-hipofisario (45). En animales de experimentacion, se ha observado
que la testosterona y su aromatizado a estrogenos, regulan el RNA mensajero

de las neuronas hipotalamicas (45-46).

A nivel clinico se han efectuado diferentes estudios para vatorar el efecto de la
terapia estrogénica sobre la DHEAS (44,47-49). En mujeres con disgenesia
gonadal se ha informado que la terapia estrogénica incrementa las
concentraciones de DHEAS, sugiriéndose también como mecanismo una
reduccion secundaria de {a actividad de ta 3pHSD (44).

10
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En mujeres ooforectomizadas o posmenopausicas los resultados de los
ensayos han sido contradictorios. Algunos trabajos sefialan que la terapia
estrogénica por via oral no afecta la funcion adrenal (47), mientras que otros
reportan un incremento de la concentracion de DHEAS a valores similares a las
de las mujeres en etapa reproductiva (47,49-50). También se ha encontrado

una relacion directa entre el incremento de la DHEAS y la dosis utilizada de

estrogenos (47).

Al contrario, Casson y cols. utilizaron como terapia de reemplazo estradiol
micronizado por via oral y observaron un descenso de la DHEAS (51). En este
trabajo se alcanzd una concentracion sérica promedio de estradiol 117 pg/mL,
que es superior a la de los otros trabajos sefialados previamente. En otro
ensayo se administré estradiol transdérmico en mujeres mayores de 54 anos,
se valord la respuesta de los androgenos adrenales a la administracion aguda
de ACTH y no se observaron cambios en la concentracion de la DHEA, pero la

DHEAS no se midi6 (28).

En !a cohorte del Rancho San Bernardo (52) un analisis transversal demostrd
que las mujeres bajo THR presentaban una concentracion inferior de DHEAS
en comparacion a las mujeres sin terapia de reemplazo; sin embargo, en este
estudio la edad de las mujeres variaba en un amplio intervalo (50 a 79 anos) y
no se definid ni la dosis ni ta duracion de la THR. Otro aspecio de este trabajo

1"
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es que el estudio hormonal se realizé en muestras que habian permanecido
congeladas por espacio de 13 a 17 arfios, lo cual es probable que afecte la

precision del ensayo de DHEAS (41,52).

Las diferencias en los resulitados de estos trabajos, probablemente puede ser
explicada por los diferentes disefios, grupos de pacientes, edades, tipo, dosis y

tiempo de la THR y otras variables que no fueron controladas como el IMC.

DHEAS E INSULINA

El control de ia secrecion de los androgenos adrenales continGa siendo un
enigma. Durante largo tiempo se postuld la existencia de una hormona
estimuladora de los androgenos, pero aun no se dispone de las pruebas que lo
demuestren. Uno de los factores que puede modificar la secrecion de estos

esteroides es la insulina.

El efecto de la insulina sobre los niveles de DHEAS se ha investigado por
diferentes métodos y técnicas que inducen un estado de hiperinsulinemia aguda
exdgena o endégena. En hombres y mujeres premenopausicas se ha sefalado
que la hiperinsulinemia inducida produce una correlacion inversa con la
concentracion de DHEAS, no obstante en otros grupos de poblacién con
caracteristicas particulares como obesidad u ovarios poliquisticos los resultados

12
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han sido variables (53-54). Por otra parte, es probable que este efecto

dependa de las concentraciones de insulina y s6lo se presente cuando estas

estan elevadas.

Se ha sugerido también que las variaciones en la respuesta tienen relacion a la
funcionalidad ovarica: la infusidén de insulina a niveles fisiologicos incrementa la
DHEA en mujeres ooforectomizadas pero no en mujeres en etapa reproductiva

y con funcién gonadat normal (18,54-55).

En un estudio efectuado en una pequefia muestra de mujeres
posmenopausicas, utilizando una pinza hiperinsulinémica, no se observo
modificacién en la concentracion de DHEAS (55). En cambio, en un analisis
transversal de la cohorte del Rancho San Bernardo, se presenté una corretacion
directa entre las concentraciones de DHEAS e insulina en mujeres
posmenopausicas sin sustitucidn y se sefaldo que las mujeres con mayores
concemrapiones de DHEAS presentan mayor intolerancia a la glucosa (14).
Estos ultimos resultados concuerdan con la observacion en varios ensayos
terapéuticds;, que {a administracion de dosis bajas de DHEAS no produce

efecto sobre la resistencia a la insulina (56-57).

Aunque muchos estudios han investigado el efecto de ta insulina sobre la
secrecion de DHEAS, los resultados han sido variables debido a diferencias en
el género, ambiente hormonal y utilizacion de técnicas y métodos como la pinza

13




Ant
hiperinsulinémica y el estimulo con carga de glucosa en los que el corto periodo
de exposicion y la vida media prolongada de la DHEAS dificultan la
interpretacion, (55-57). Por ello resulta de interés investigar la interaccion entre
la insulina y la DHEAS en la etapa posmenopausica en pacientes sometidas a

terapia estrogénica.

14
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Fig.1. Estructura quimica de ia dehidroepiandrosterona (DHEA) y su
conversion a sulfato de DHEA (DHEAS) por accion de la
sufotransferasa y del cofactor 3'-fosfoadenosina 5'-fosfosulfonato
(PAPS).
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Justificacién

JUSTIFICACION

Durante la ultima década, la esperanza de vida ha aumentado y con ello el
namero de mujeres que se encuentran en la etapa posmenopausica, por
lo que resulta trascendente estudiar los procesos fisioldgicos de esta
etapa. La posmenopausia representa un modelo fisiolégico para estudiar

la relacion entre estrogenos, DHEAS e insulina.

El efecto de la terapia estrogénica de reempiazo sobre la DHEAS tiene
ir;'nportancia clinica al considerar las evidencias que sehalan Ia
participacién de esta hormona en diversos procesos del envejecimiento.
Alg‘unos de los efectos de la terapia estrogénica en sistemas como el
cérdiovascular. pueden ser explicados parcialmente por modificacion del
metabolismo intermedio y alteracion de hormonas como la insulina y los

esteroides adrenales.

Este estudio nos permitira estimar si la terapia estrogénica a dosis
fisiolégicas participa en la regulacion de la DHEAS e insulina, que
contribuyen indirectamente en procesos tan importantes como el

metabolismo de los carbohidratos.

17
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos que controlan la secrecion de DHEAS son aun inciertos;
el hipoestrogenismo de la etapa postmenopausica es un factor que puede
contribuir a la reduccion de los niveles de esta hormona. Sin embargo ain
no se conoce con precision si la THR incrementa la secrecion de la
DHEAS, si bien se han realizado muitiples ensayos clinicos utilizando THR
‘en mujeres posmenopausicas, los estudios no se han enfocado a resolver
esta cuestién y en ailgunos trabajos se han presentado divergencias,
debido probablemente a la utilizacion de preparados estrogénicos y dosis

diversas y a la medicion de la respuesta en distintas edades y etapas de la

vida.

Las preguntas planteadas en este estudio fueron:
1. ¢ En mujeres posmenopausicas, la terapia de reemplazo con
estradiol transdérmico reduce las concentraciones de insulina ?
2. ¢ La terapia de reemplazo con estradiol transdémmico incrementa
las concentraciones de DHEAS?
3. ¢ La disminuciéon de las concentraciones de insulina durante ia

terapia de reemplazo, afecta las concentraciones de DHEAS ?




Hipbtesis

HIPOTESIS
transdérmico en mujeres

> La terapia de reemplazo con estradiol
posmenopausicas disminuye las concentraciones de insulina.
> La terapia de reemplazo con estradiol transdémico en mujeres
posmenopausicas incrementa las concentraciones de DHEAS.
se

La disminucion de la insulinemia inducida por la terapia de reemplazo,

-~
asocia al incremento de la DHEAS.
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Objetivos

OBJETIVOS

Medir las concentraciones séricas de insulina y DHEAS antes y durante

la terapia estrogéica de reemplazo en mujeres posmenopausicas.

Identificar si existe asociacion entre las concentraciones de DHEAS e

insulina en mujeres posmenopausicas bajo terapia estrogénica.




MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio:

Ensayo clinico tipo antes-después.

Universo:

Mujeres en etapa posmenopausica.

Lugar de la Investigacion:

Se efectué en la Unidad de

Investigacion Meédica en

Enfermedades Endocrinas, Hospital de Especialidades del CMN.

IMSS. A esta unidad acudieron pacientes del Hospital de

Especialidades, del Hospital de Cardiologia y de los diferentes

programas de Fomento a la Salud en el Centro Médico Nacional;

asi como de los diferentes Hospitales Generales en la delegacion

administrativa.
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Material y Métodos

Criterios de Seleccién:
Criterios de inclusion:
= Mujeres de 45 a 55 anos- de edad con histerectomia 'y
ooforectomia previas.
= Hipoestrogenismo demostrado por estradlol sérlco mferlor a 20

pg/mLy FSH supenor a 30 mUl/mL

Criterios de No Inclusién:

- Pacuentes con d:abetes melmus

= Pacientes bajo la admmlstracuon de medlcamentos que alteren ia

tolerancia a la glucosa.

= Pacientes con patologia mamal

- Amecedeme/s"” trombosis - S ti’émbéflebitis o

“vascular,’
tromboembohsmo

- Pacnemes co lndlce de masa corporal (|MC) superxor a 30.

. Pac:entes con hlpertensuén arterlal hnperuncemxa e h:perllp:dem:a
‘severa. - ‘ :

= Pacientes con insuficiencia hepatica.’




Material y Métodos

Criterios de eliminacién:

- Pamentes slr\ apego al tratamlen!o o que presentaron efectos

adversos ala admmlstramon de’ estrégenos (Anexo 1).x

- Paclentes qua reahzaron un. camb:o mtenso y prolongado en la

‘ actlvldad fisnca

- Pac:entes que mamfestaron deseo de suspender el tratamlento.




Material y Métodos

DEFINICION DE LAS VARIABLES
Predictiva:

Terapia estrogenica de reemplazo (TER)
Definiciébn conceptual: es la administracion de é;trég'enos con
fines sustitutivos - en . mujeres cuya funcionélidad bvérica' ha

cesado.

. Definicién - 7 [i;estradiol
transdérmico en a d
50 ng. ‘ : :
Tipo: variable cualitativa nor

Escala de medicion: cualitativa nominal. i
De desenlace:

Concentracion sénca de HEAS

a_ medlClén del esteroide adrenal

Def‘mc:én opera ona Es la de!erm:nac:on de los nuveles séricos

de DHEAS efe tuados mednante qulmolumlmscencna (QLA)
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Material y Métodos

valores de referencna en mujeres posmenopausucas son de 20 a

250 ngImL

. T‘po‘ varlable cuantxtatlva cormnua‘

ndelos’ niveles: de  insulina en

inacion de los niveles séricos

1 oévnﬂs‘a‘y'o‘ (RIA), con valores

Escala de medicion: cuantitativa de razén;




Mafterial y Métodos

Otras variables:

IMC (indice de masa corporal)

Defn/czén conceptua ndice que se utiliza para evaluar el grado

de sobrepesg y ‘obesi a;d; ; )

Defnicfér; iop'e.l"acionak/' Se . determina dividiendo el - peso en
kllogramos enlre Ia talla medlda en metros y ‘elevada al cuadrado.
Uun valor lnferlor a 25 se constdera normal k

,Tpo de yanable. cuantitativa continua.

|Escala de medicién: cuantitativa de razén,

Conc;ent'racvién de ACTH :

eferencua de l'a 20

pg/mL.

Tipo de variable: cuantitativa continua.

Escala de medicidn: cuantitativa de razén’
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Relacion glucosa/insulina:

Definiciéon conceptual: La relacidn glucosal/insulina se considera un

indice para valorar la sensibilidad a la |nsuhna

Definicion operacional: es la d:vcsuén en term:nos absolutos de la

concentracion sérica de glucosa entre la concentraclon senca de

insulina.

Tipo de variable: cuantltatlva con(rnua.

Escala de medlc:én. cuant:latlva de razén.




Material y Métodos

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Visita Inicial: ‘
A las participantes que cumplieron con los criterios de seleccion, al iniciar
el estudio se les efectud una revision clinica que incluyé la rﬁédi;:ic’m del
peso, talla, aplicacion del cuestionario de Green (58) Yy la (oma de una

muestra sangumea para las siguientes determmaclones' ‘glucosa,

colesterol, tr:ghcéndos y determinaciones hormonales

Terapia de reemplazo. g

A las pamcnpan(es se Ies admmlstré durante tres meses 17 B-estradlol

por :via tra sder ica utlhzando parches nspombles comerc:almente -

basal.
28




Material y Métodos

Muestra bnolégnca.

A las partlcxpante se'les tomo una muestra de sangr, venosa entre 7: 30

exactltud,adecuada, con ccel“ cnentes

ensayo m‘ehorés' al 10% (Tabla 1).

Técnicas de Laboratorio:

Angeles, USA), con reactivos de la misma firma comercnal,, utlllzahdo

para la ACTH la técnica inmunométrica y para DHEASvel"rVnéiodo

competitivo. Las mediciones de estradiol e insulina se efectuaron por
29




Material y Métodos

radioinmuﬁoanélisis (RIA) de fase séhda. con reactivos .de .. los

Iaboratorlos CIS bi onnternahonai (Glf—sur—Yvene. Francua) (Anexo 2)

Enmascaramiento d

b) Apllcacxén de mas del 95% de I

c) lncremento supenor a 30 ngmL del estradlol senoo

30
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Material y Métodos

Calculo del tamafo de muestra:

Se utilizé la formula para calculo del tamano de muestra para comparacion de
{zw-28)c 2
n= o

medias(62):
RI-po

conunavalordez =+ 1 96 para o de 0 05 en dcs colas y valor de z para p de

1. 645 de dos colas 1 para obtener una potenc:a detectar una

dlferenma de al menos_ 30 ng/mL en Ia concentracn n ‘sé ca de DHEAS (50).

Asi-n= 27 més 20'7 e |das duran(e el segu:mlento, requnrléndose incluir

al estudio a733‘ pamctpantes
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Material y Métodos

ANALISIS ESTADISTICO

Recoleccién de datos

Se disend y evalud la hoja de recoleccion de datos.

Organizacién de Ios datos- o

Se ordenaron por dlstrlbuclén de frecuencias simples y de intervalo.

las

arxables utxllzando

e tendencm central y de

dlsperston, media y deswacwn esténdar (M y DE)




Material y Métodos

Estadistica Inferencial:

Para establecer las dlferenclas en Ias concenlractones hor onales antes;

de regresnén

dlferentes vanables predictoras sobre la variable dependlente (DHEAS)

Slgnlt‘cado esta snco

eré S|gmf'cat|vo un valor de p < 0. 05
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Material y Métodos

CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo se realizé bajo los Iineamientos qué rigen y reglamentan Ios
proyectos de investigacion en humanos,mlsmos que eslan defimdos en la
Declaracion de Helsinki por fa Organlzacxon Mundxal de Ia Salud con“su’

revision pos(enor en Toklo

EI procednmlento terapeutlco admmnstrado a las participantes  es el que esta

lndlcado habltualment La ’THR con estrégenos ‘en pac«emes m nopéusncas

es por defnlctén un tratamnen(o ‘de T emplazo por. ‘1o que en mUJeres

adecuadamente selecc:onadas ;no‘ se : presentan e ctos 'adversos de

consideracion.

Este estudio se realizé en mujeres histerectomizadas por o que solo _se requirid
la administracion 17-§ estradiol, no siendo necesario por ello la administracion
de un progestageno. - !

Todas las participantes estuvieron informadas de las ventajas y probables

efectos adversos y firmaron carta de consentimiento informado (anexo 4).

Este protocolo fue aprobado previamente por el Comité de Investigacién del

Hospital de Especialidades del CMN con numero de registro 99-776-0708.
34




Material yk Métodos

RECURSOS

Recursos Humanos.
Los meédicos, quumlcos e mvestlgadores de la Unidad de Investlgac:ones

de Enfermedades Endocnnas del IMSS.

Recursos Matena/

€l equlpo y materlal de laboratorlo de Ia mlsma umdad

Recursos Fmanaeros

El estudno se realizd: con el de Ia Coordmacnén de

>lnvestxgac|6n Medlcab del IMSS a traves del Fondo de Fomento a la

Este estudu: tambuén como on apoyo e Ia subd eccion ‘de postgrado

del CONACYT a traves de una’ beca der anutencnon.‘
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RESULTADOS
Caracteristicas generales

En el estudio se incluyeron 42 partlcupantes cuyas caracteristlcas |mcnales se

presentan en ia Tabla 2. La conf'rma on de menopaus:a se reallzo por

incremento de las concentracnones se cas de FSH y dlsmmucnén -det .17

pB-estradiol a 11. 5+ 7-7 pg/mL (M + DE)

: sélo en-un caso ‘se

or todas las partac«pantes

las

»tratamlenlo ya que

concentracionés d 5 Ios cmerlos

establectdos no obstante que en 4/6 se redu;o la slntomatologla chma(erlca
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Respuesta” hormonal’

En_ la Tabla




dos hormona's;(”Grvéﬁca 5).




La relacuon entre Ia DHEAS e msu na tamb en fue d erente entre el grupo de

pacnentes delgadas y obesas Durant

646.,p =< o. 01) en Ias ‘evn tango que en

mujeres IMC > 25 la correlacnon fue pos va' (r= 0 625 P .00_4):'(G'réﬁc-,a 6)

Analisis Multivariado

con el IMC se’ establecuo un tercer modelo para el andlisis de regresion
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modelo dnicamente se observo mﬂuencna de la |nsuhna obre la DHEAS. CEl -

: '(Tabla 7).

38% de la variabilidad en la DHEAS se expllca por este model

Sensibilidad a la Insulina

rporal‘ d”ey las

Durante el ensayo no se observo vanacaon relevante en el peso

participantes (62.5 + 9.7 Kg inicial ' vs: 628

en el grupo con IMC > 25 no obtuvo relevanc:a estadnshua (4 '6 + 1 34 a 4.91

* 0.79) (Grafica 7).
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Tabla 1. Control de calidad de los inmunoensayos.

EXACTITUD

PRECISION
RECUPERACION
%)

HORMONA  SENSIBILIDAD | :
cv (%) | CV(%)

' Intra-ensayo "inter-ensayo M+ DE)

i

{FSH 06mUUML 35 - 63 | 100646

LH © 12mumL [ 37 | 6.8 98.6+2.9

| 17p-Estradiol 10pg/mL ¢ 4.1 86 | 97.2+54

: Insulina i 3.6 pulimL 57 7.3 : 97.8+ 4.2

'ACTH < 8pgmL i 32 65 | 97.4+53

DHEAS i .30ng/mL - 45 58 ¢ 101.56+3.7
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Tabla 2. Caracteristicas de las participantés (n:41) -al inicio

del estudio.

: Edad (afos)

Media + DE

50.1 + 3.6

IMC (kg/m?)

253 +3.8

| Estradiol (pg/mL)
P LH  (mUImL)

JFSH_(mUi/ml)

11.5+7.7

37.7+18.8

59.6 +23.4

. Glucosa (mg/dL)

88.7 + 8.1

i Colesterol (mgrdL) -

: Triglicéridos (mg/dL)

213.1 £ 29.0

197.3 + 88.2 :




Tabla 3. Concentraciones hormonales séricas antes y después de
la ERT (n=34).

Basal Post-ERT P
(M= DE) (M = D)
i

i

 Estradiol (pg/mL) 11.6+7.4 47.9 + 19.05 | 0.001 ;

26,9 + 15.25 20.2 + 8.0 0.01

{insulina (UML)

68.3 x 40.7 71.8 + 56.5

| DHEAS (ng/mL)

{ACTH (pg/mL) 1 19.5+£124 | 144+59

p: valor de probabilidad para todas las hormonas,

43
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Tabla 4, Valores hormonales (M + DE) entre el grupo de mujeres con ERT y el
grupo de comparacion.

! Grupo de ) Grupo de -
estudio i~ comparacion P
(n:34) -4 n:7)

| Estradiol ' gasal 15477 14.5+ 5.3 NS
' (pam) Basal L LANBRETT NS

{Post-ERT 47.9+195 -  136+147 0.001

‘DHEAS Basal
: {ng/mL)

68.0 +40.7 81.4+71.0 NS

i Post- ERT 71.8+60.8 71.0+39.0 NS

: Insulina ‘ Basal
(muUIymL)

26.9 +15.2

| Post-ERT . 20.2+8.0 . 23.0+21 0.05

ACTH
: {pg/mL)

19.15 +12.9

14.4+59 -

“p: Grupo de estudio con ERT vs grupo de combaracién.
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Tabla §&.

Respuesta hormonal en relacidn al indice de masa corporal.

IMC < 25

IMC > 25
(n: 13) (n: 21)
| Estradiol i 127 +98 10.5 + 4.7

61.2 +41.0

56.4 + 454 |

" 71.9+40.0

55.2 + 50.3

152 +6.1

Post-ERT

69.0+57.5 = 787+ 16.9

18.5 + 16.9 . 31.1%5.2

23.4+6.9

: Basal

18.8 + 5.38

NS

| POSt-ERT 127 35

=p: Grupo con IMC <25 vs, grupo IMC > 25_

16.9+85 | 0052




Tabla 6. Modelo de regrésic‘m lineal multiple en la etapa basai (n=34).

Coeficientes no " :
estandarizados .| Coeficiente
© ¢l estandarizado t P
s E.E. Beta
Constante -0.173  20.273 0.993
[ Insutina 0.385 0.552 0.106 0.698 0.492
‘ACTH 1.761 0.514 0.516
Estradiol 2.342 0.800 0.441 2.926 0.007
. Enter, procedirriiento de inclusion de todas las variableé.
Variable dependiente: concentracion de DHEAS. -
R? = 0.460 F = 6.826 (p< 0.002)
46
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Tabla 7 . Modelo de regresion lineal multiple (Enter)* en mujeres con
IMC > 25,

Coeficientes no .
estandarizados Coeficiente
estandarizado

Beta

Constante ™

{insulina* *

CRETE

: Estradiol **

Vgriable dependienlie: concentracion de DH‘EAS post-tratamiento.
R® = 0.378

* Enter, procedimiento de inclusion de todas tas variables.

== Concentraciones séricas post-tratamiento.
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Gréfica 1. Concentraciones hormonales antes y durante la ERT.
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DHEAS (ngimL) +

DHEAS (ng/mL)

re0254
p<0.05
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Grdfica 3. Correlacion entre DHEAS con 17-3

estradiol, insulina y ACTH.
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Gréafica 4. Correlacion entre las concentraciones séricas de
DHEAS y ACTH durante la etapa basal y post-tratamiento.
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Grafica 5. - Correlacion entre las con’centraciones‘ séricas de
DHEAS y estradiol durante |la etapa post-ERT en mujeres con
IMC inferior (&) y superior a 25 (e ). . :
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Grafica 6. Correlacion entre las concentracior}es 'sericas de
DHEAS e insulina durante la etapa pos(-ERT en mujeres con

IMC inferior (a) y superior a 25 (- )
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Basal
=] PostERT

dad a la Insulina*

IMC < 25 IMC > 25

* Indkce de sensibiickad & la msubna = {1/glucosa de ayuno x Insubina de ayuna) x 10000

Grafica 7. Incremento del indice de sensibillidad a la insulina
post-ERT en mujeres delgadas y no delgadas. -
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DISCUSION

A partir de diferentes mvestlgacnones se ha sugerido que los estrogenos

participan en la regulacnén de a’ esterondogenesxs La p mera de estas

n de receptores de estrogenos en Ia coneza

observaciones fue la demostra

Otras observacuones fueron por una parte

adrenal de Ios primates (49
asociacion entre

demostracion de la accnén de a terapla estrogénica sobre Ia actuv:dad de Ias

enzimas del cntocromo P4SOC17 que dlngen la’ blosmteS|S de Ios androgenos

. adrenales (29)

Previamente se habian realizado algunos estudlos con terapla estrogenlca por‘

via oral; no obstante, se consnderé convemente reahzar esle ensayo utlhzando

la via transdérmica, que permmrna valorar un: efecto estrogemco en forma mas

proxima a la fisiologlca, gracuas a Ia absorcnon mtacta de Ia molecula de

estradiol y a'la obtencmn de concentracxones serlcas snmuares a Ias de la fase

folicular temprana de un c»clo menstrual normal con “esta terapta. Otra

caracteristica de este estudlo es que se realizd en mujeres con antecedente de
ooforectomfa, con 1o cual se evitd una posible influencia de los andrégenos

ovaricos.
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En contraste ‘a ‘algunos “trabajo

éstrégenos E

_administracion .o

que la

admlnlstraéxoh de estradlol ! ‘ efecto opuesto

concentraciones 5

sobre. DHEAS. Compara amente:la éricas: de:17 p-

estradiol alcanzad_as en periores a las del preseme trabajo.

117 vs. 47 pg/mL:: Adema’ del | sto yestrogen‘co. ya en algunos

estudios se habia senalado ‘que el efecto sobre DHEAS podraa “varlar por la

dosis (47,63).

Como se ha seﬁalaao los es(rogenos pueden actuar dwectamente a nivel
adrenal. A dosis supraﬁsnologlcas los estrogenos pueden bloquear 1a acﬂvndad'
de la 3-pHSD, como ocurre durantefla etapa fetal, mientras que a dosis
ﬁsiélégicas similares a las de la terapyia de reemplazo, se ha encontrado un

incremento de la expresion del RNA mensajero de esta enzima en células




humanas aisli

explicar: la 'dis

(51). EI efecto de dosns menores de reemplazo como es el caso del presente

trabajo’'se de

Otra explii:aciéri que'césson y ééls’.’ (S‘i ), sUéiéfén para el déséenso de DHEAS

es el efecto de la- teraplakestroge sobre la tes(osterona ya que esta

ecrecxon de  los androgenos

En consecuencna las diferenciasen.la respuesta de DHEAS en el presente

la insulina y no esta Vdetermlnado su. efecto sobre DHEAS. En este trabajo se
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evitd una posible interferencia al adminié(rarse sblo la terapié con 17 B-estradiol

a mujeres histerectomizadas. Ademés para reducnr‘la mfluenc:a ‘de’la edad

sobre las concentraC|ones de DHEAS e |nsulma este estud'o se reahzé en

mujeres de 45 a 55 afos: de eda En. otros tra ajos’ el mte ”alo‘de edad ha

sido mas amplio (41,:51-52)

Se ha observado por ot

condiciones como 'la aterogenesns. hlpertensuén |ncremento de

incremento del lnhlbld

disminucion 'de las HDLz e

plasminégenc-1. f

manera simil

la glucosa de ayuno se manuene en’ limites fisiolégicos  gracias a los







androgenlca., : Se ha
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insutina sobre

obesndad : abd :

requieren’ mas est

poder establecer conclusxones deﬁnmvas
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CONCLUSION

- .La regulacnon de Ios androgenos adrenales es muy comple;a en ciertas

= “la'" terapia ~ estrogénica

tisular.

- EI efecto benefco de. la. terapla estrogenlca sobre Ia msulxnemxa no

demostré mfluencta “eriiia secreclon de DHEAS Con excepcxén del

grupo de mu;e es obesa n donde se observo que Ias concentrac:ones

de msuhna mﬂuyen sobre Ia DHEAS
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= La respuesta de la-DHEAS.a la teraﬁia eStrogénica probablementé

depende del peso corporai, la dosis y la via de administracion.
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Anexo 1

EFECTOS ADVERSOS DE LA TERAPIA CON ESTRADIOL TRANSDERMICO

Piel:
Eritema y prurito en el sitio de aplicacion,
dermatitis por contacto
prurito y exantema generalizado
Melasma.

Aparato Gastrointestinal:
Nausea
Colico
Flatulencia

Aparato Cardlovascular.
Aumento de la presion arterlal
Aumento del retorno venoso
Tromboflebitis en casos aislados

Slstema Nervuoso Cen!ral. g
; . g . Cefalea -
migrana
Vértigo

Gléndula mamana.
G Turgencia

Secrecion mamaria..

Tension mamaria

Otros: Sl .
. Modificaciones en el peso

P ]




Anexos

Anexo 2.

TECNICAS DE LABORATORIO

Los mmunoensayos han ganado popularidad, tanto en la practica clinica como
en la investigaciéon, debido a su gran sensibilidad?, precision, exactitud,

versatilidad, sencillez y bajo costo. Durante = mucho tierhpq. L el
radicinmunoanalisis (RIA) fue el método de eleccion para:la cuantificacion de -
hormonas; sin embargo, en los ultimos anos, Igs' ensa

inmunoehéayos

radioisétopos, surgiendo nuevos

inmunoenzimaticos, las técnicas con

por diversos laboratorios y mas recnentemenle por el avance de'! (ecnologla

que ha permitido contar con los tnmunoanallzadores. :
RADIOINMUNOENSAYO

Los ensayos de unidn competitiva como ,erRIA.so'n Vdr!;grrubo de meétodos
analiticos in vitro basados en la unién reversible no covalente de una molécula
Ppequefia o ligando con unproteina de unidn éspeciﬁca. La técnica de RIA asi
como el analisis de radioreceptores se basan en la evaluacidn del grado de
unién de una sustancia rad:omarcada con una antncuerpo o proteina receptora
respectivamente; en donde la protema u ‘hormona a cuantificar compiten por
unirse con ila marcada radnactlva Todos los radicinmunoensayos son métodos
de union a proteinas especnf'cas en los que el punto esencial es la union
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: ’Sx' +-proteina - 4 Comyplejo‘pfoteiné—si'

tas proieinas de unién son: pfotéinas éériéas, receptores de hormonas .o
anticuerpos (Ac). Para la estlmulacxén radiocinmunoldgica de un compuesto ‘Sx
(antigeno) son usados Ac especificos contra este compuesto. La’ adncnon de
cierta cantidad fimitada del Ac a2 un exceso de antigeno (Ag) marcado Sx*,

resulta en determinado momento en un equilibrio, donde parte de Ias moleculas
del antigeno estan unidas a Ios Ac y el resto esta libre, debido ‘a’ que los sitios

de unidn estan limitados.

Un prerequisito para la apllcac:on analmca de Ac al RIA es q\ > las_moléculas

radiactivas Sx* y las’no: marcadas del compuesto Sx no;

una menor can g
antlcuerpos y por Io tanto
estado lnbre




Cuando una muestra contiene una cantidad constante de anticuerpo y de
antigeno radioactivo, entonces la porcidon unida de Sx* es inversamente
proporcional a la cantidad adicionada de Ag no marcado. Para una cantidad-:
dada de Ag resulta una cierta relacion “Ag libre/- Ag unido” la cual puede ser
calculada como un porcentaje de Sx* libre o como un porcentaje de unién (%B)

La cantidad real del compuesto Sx en:la muestra por cuantificar. puede ser
calculada por comparacion @ con  la curva 9standar ,elaborjada ‘con

concentraciones conocidas de Sx.

Los ensayos radicinmunolégicos comprenden las siguientes etapa

1. Extraccién del compuesto Sx de orina o de ‘plasma’en caso necesano
aunque en la actualidad solamente algunas hormonas:; requneren ser

extraidas, para la mayoria de las’ hormona

directamente sin extraer (10-200.1).

porcentaje de union.

QUIMIOLUMINISCENCIA

Quimioluminiscencia es el fendmeno por el cual se. obtiene energia luminosa a
partir de una reaccidén quimica. La reaccion se lleva a cabo entre la fosfatasa
alcalina (enzima) y el fosfato de adamantil dioxetano, que es una sustancia
organica con caracteristicas luminiscentes cuando se encuentra en un estado




- electronicamente  excitado. En la reaccién Iumlnogenlca, el substrato
ntermedno mestable por la

(dioxetano) es desfosforilado produciendo un anlo
fosfatasa alcalina presente en la fase sdlida. Este anion lnestable emmra un
fotén, con el fin de re-estabilizarse de nuevo. i k

La reaccion de qu:mlolummlscenc:a que efectua el s:stema de Immulite consiste
en que la fosfatasa alcalina conjugada se une al Ac (dentro de la unidad de
prueba) durante la reaccion lnmunologxca La’ cantldad de fosfatasa alcalina
capturada es proporcnonal (o mversamente proporcional) a la concentracion del
analito en la muestra del’ pacnente U' a vez que la unidad de prueba se ha
favado, el substrato Iumlnégeno ad:donado a la unidad de prueba, que es
entonces transferido en la cadena 'del luminémetro.  Diez minutos después, la

unidad de prueba liega al tubo fotomult:pllcador donde la luz generada por la

reaccion luminogénica se mide.

El inmunoanalizador "Immulite” es un s:stema automatlzado de Dlagnostlc
Products Corporation (Los Angeles, " CA, USA) dlsenado para reahzar
La:

inmunoensayos enzimaticos de tipo- compemlvo o _nmunomelnco

identificacion de los reactivos y muestras de paclentes se reahza mednante un" T

codigo de barras para evitar errores de |dent|fcacton El lnstrumento pxpetea‘

las muestras y los reactivos, mcuba el sstema separ as fraccsones del

realizando las lecturas en el
finalmente reportar la concentraclon de’ los dlferentes anahtos en cada una de

las muestras.

! Sensibilidaa bioquimica. Capacidad de un analisis para detectar la concentracién minima del analito.

77




Determinacién de DEHIDROEPIANDROSTERONA SULFATADA en el
analizador automatizado para inmunoensayos enzimaticos con deteccion
por quimioluminiscencia (IMMULITE) de Diagnostic Products
Corporation (Los Angeles, CA, USA).

La determinacion de la DHEAS se realiza por un inmunoensayo
quimioluminiscente de fase sodlida, utilizando un anticuerpo policlonal
especifico para DHEAS. La muestra a analizar con el conjugado de
fosfatasa alcalina-DHEAS, se introducen simultaneamente al equipo y se
incuban por 30 minutos, agitando en forma intermitente. Durante este
lapso, la DHEAS de la muestra compite con el conjugado DHEAS-
enzima, por un numero limitado de sitios de unidn. El conjugado de
enzima no unido se elimina Mediante un lavado y después se adiciona el
sustrato para su incubacion por 10 minutos. Este sustrato
quimioluminiscente es un ester fosfato de adamantil dioxetano, que sufre
hidrolisis en presencia de la fosfatasa alcalina formandose un compuesto
intermedio inestable, que produce una emision de luz sostenida, esta es
medida por el luminémetro.

El procedimiento consiste en:

1. Calibrar el equipo de IMMULITE siguiendo las indicaciones del
programa que especifica el equipo.

2. Colocar los reactivos para determinacion de DHEAS en el carrusel de
reactivos del equipo y presionar GO.

3. Programar al equipo para realizar la curva estandar de DHEAS.
4. Colocar en la copa un estandar de al menos"lovd ;:I;,'" .

§. - Presionar GO para iniciar el analisis.




Determinacion de INSULINA por RIA de fase sdlida utilizando estuches
comerciales de CIS bio International (Gif-Sur-Yvette, Francia).

1. Reconstituir el liofilizado (I'?*-Insulina) con 5 mL de agua destilada.

2. . Colocar la solucién en un recipiente de vidrio de 125 mbL. Lavar tres
veces con la solucion buffer. Adicionar la solucién buffer restanle en
el recipiente de 125 mL. Homogeneizar suavemente.

Grupos de tubos cPM B/Bo x 100 Concentracion
S (pt/mL)
T 33807 _—
Std. 0. o prmL 14548
Std. 1 5.5 puy/mL 11556
Std. 2 15 . pUi/imL . 9317
Std. 3 35 uwUImL 6742
Std. 4 70 . pUlmL 5081
Std. 57 175 pUImL 2832
Std..6: 310 pUlmL 2036 - -

Control 1 7559 .28
Control 2°¢ : ~4016_3 : 105 -
3. Repamr 100 mlL de estandar de contro o delas- muestras en: Ios

tubos correspondlentes revestldos de anticue pos anti-insulina;

4. Adicionar -1 mL de I‘ﬁ-lnsullna pr iluida,: en :todos - los
tubos. : S

5. Mezclar el contenido de’los’ tubos: el n i aparat e tipo ' vortex.

Incubar 18 aa 20hs a 18 — 25'C después de haber, recublerto Ios tubos

con parafilm.

Eliminar la solucidén por aspnrac:on (exceplo Ios tubos T)

Adicionar 4 mL de agua destulada (excepto'los tubos ™

Aspirar los tubos (excepto Ios tubos T).




9. Mednr la radloacnvxdad de cada tubo reveshdo utilizando un contador
gamma callbrado para I 125, ‘

!
l
i
)

.
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Determinacion de 17-p ESTRADIOL por RIA de fase sélida utilizando
estuches comerciales de Diagnostic Products Corporauon (Los Angeles
CA, USA). : .

1. Etiquetar dos tubos de polipropileno para Ias cuentas totales y dos
para el enlace no especifico.

Estandar

20

11507
500

1800

3600

pTmoom>

3. P|petear 100 uL del callbrador cero A ‘a‘los itubos. de enlace no
espeleco y alos A y 100 ;xL de cada estandar del B al' G a sus tubos
: correspondlentes s

q. P|petear 100 uLde cada control y muestras de pacientes a sus tubos
correspondlentes Plpetear durectamenie al fondo del tubo 3

5. Adzcuonarl o Ml de I'zsestradl >

6. lncubar durante 3 horas a temperatura mbiente

7. Decantar todos los tubos excepto el de las cuen sv totales

8. Contar la radloactlvxdad de ‘cada tubo ‘en’ un contador gamma durante
1 minuto. . : :




Determinacion de LH y FSH en el analizador automatizado ‘para
inmunoensayos enzimaticos con deteccion por quimiocluminiscencia
(IMMULITE) de Diagnostic Products Corporation (Los Angeles,CA. USA).

1. Calibrar el equipo de IMMULITE siguiendo las indica;iones;del
programa que especifica el equipo. .

2. Colocar los reactivos para determmacnon de LH'y FSH en el carrusel :
de reactivos del equipo y presionar GO.: & :

3. Programar al equipo para la reahzacmn de Ia curva estandar de LH y
FSH.

4. Colocar al menos 100 uL ,‘dbei estandar bajo de LH en éada'qopé bafé :
estandary 100 pL del esta’ndar altc de LH enuna copa para estandar.

5. Realizar el mismo procedlmlento con los dos esténdares de FSH
6.  Presionar GO para iniciar el anélnsus :

7. Cuando ya se obtiene la ‘curva de calibracion® ‘poriel; equnpo se
procede a correr las muestras y controles.. Se colocan al ‘menos 100
mL de estas muestras a sus copas correspondtentes Y. se colocan en
el equipo.
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Determinacion de ACTH en el analizador automatizado para
inmunoensayos enzimaticos con deteccidn por quimiocluminiscencia
(IMMULITE) de Diagnostic Products Corporation (Los Angeles,CA USA).

Toma de la muestra:

La determinacién de ACTH se realiza mediante un ensayo
quimioluminescente utilizando anticuerpos monoclonales. La ACTH se
mide directamente sobre el plasmaobtenido con EDTA. La muestra
sanguinea se recolecta en tubos plasticos enfriados y se depositan en un
bafo de hielo. La separaciéon del plasma se reallza en una centrnfuga en
frio. b : - .

E! procedimiento consiste en:

1. Calibracion del equipo de IMMULITE S|gu1endo Ias xndu:ac:ones del
programa que especuf‘ca el equnpo ;

2. Colocacion de los reactlvos en el carrusel de reachvos del equipo y
presionar GO. : .

3. Programar al equipo para la realizacic‘m de Ia curva eSténdéf.

4. Colocar de 100 1L del estandar bajo de ACTH en da copa para
estandar y 100 ul del estandar alto en otra copa para estandar !

Presionar GO para iniciar el analisis.

Cuando ya se obtiene la curva de caltbracnon por el equnpo se
procede a correr las muestras y controles. . Se colocan.al menos.100
mL de estas muestras a sus copas correspondlentes y se colocan en
el equipo. B




Anexo 3

Escala de Climaterio de Green*

Nombre:
Nuam. De Filiacion: Fecha:
Ausen- | Leve | Made- | Severo | Registio
Sintoma te rado (0-3)

. Latidos rapidos o fuertes del corazéon

Sensacion de tension o nerviosismo

Dificultad para congiliar el suefio

Excitabilidad

Ataques de panico

1
2
3
4
5
6

Dificuitad de concentracién

7. Sensacion de cansancio o falta de energia

'8 Pérdida de interés en las cosas

9. Sensacion de infelicidad o depresion

10. Accesos de lianto

11. Irritabilidad

12. Sensacion de mareo o debilidad

13, Presion o tension en la cabeza o en el
cuerpo

14. Sensacion de adormecimiento u hormigueo
en el cuerpo

15. Dolor de cabeza

16. Dolores musculares y articulares

17. Perdida de la sensibilidad en las manos o

pies




18. Dificultad para respirar

19. Bochornos

20. Sudacion nocturna

21. Pérdida de interés en el sexo

Psicologica (1-11) =

Somatca (12-18) =

Vasomolora (19 - 20) =

Ansiedad (1 -6} =
Depresién (7-11) =
Sexual (21) =

Greene JG. Construccion de una escala

. J Cl

and 1998; 29:25-31.




Anexo 4

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre:
Namero de Filiacion:

Direccion:

Teléfono:

Titulo del estudio: “EFECTO DE LA TERAPIA DE REEMPLAZO
ESTROGENICA EN MUJERES POSTMENOPAUSICAS SOBRE LOS
NIVELES DE DEHIDROEPIANDROSTERONA SULFATADA E INSULINA"™
Numero de Registro en el Comité de Investigacion: 99-716-0108.

Lugar de Realizacion: Unidad de Investigacién en Enfermedades

Endocrinas, Hospital de Especialidades del CMN, IMSS.

Acepto participar en el proyecto de investigacion “Efecto de la terapia de
reemplazo estrogénica en mujeres posmenopausicas sobre los niveles de
dehidroepiandrosterona sulfatada e insulina”

Se me ha informado que el principal propdsito de esta investigacion es estudiar
los cambios producidos por la terapia estrégenica de sustitucién en Ila
menopausia sobre las hormonas dehidroepiandrosterona e insulina. La primera
de estas hormonas se relaciona con los procesos . del envejecimiento y la
insulina es una hormona involucrada. en control de los azicares en el
organismo. También se me ha explicado que el tratamiento habitual para la
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reallzaran cons:stlran en una entrevnsta la exploracion clinica y. la’ toi’na'de una
muestra de sangre de aproxnmadamenle 10 cc. Esta toma se efecluaré ‘antes y

durante el tratamiento con estrogenos el cual durara’[3 meses”, Duranle el

tratamiento acudlre a consultas cada 2 semanas

Como beneficios de este estudio tendre los que produce la terapta de restituciéon
con estrogenos, que son prlnmpalmente reduccibn de Ios smtomas y ‘del riesgo
para enfermedades degenerativas en el hues corazén y cerebro.
Ademas de las de las visitas me'dicaé y de ma de’ muestras sanguineas, se
ha hecho de mi conocimiento que los nesg
con la administracién por periodos prolongad s a
20 pacientes puede manifestar durante este ratamtento, una reaccxon Ioca| de

tratz mlento estan relacionados
a vde 2 afnos. Una de cada

tipo irritativo o alérgico.

Los médicos investigadores. han contestado personalmente a*'mi entefa

satisfaccién, todas las . preguntas.. respecto

comprometido a mantenerme informada oponunamen
ios que se obtengan de esta investigacion.

La participacién en el estudio es completamente voluntaria: '»:Pbdré ‘participar o
retirarme del estudio en cualquier momento sin perder los beneﬁ’ci'o's éblos que
tengo derecho. El médico responsable tiene el derecho de  finalizar- mi
participacion si considera que es en mi beneficio, por conveniencia de mi salud
o en el caso de que yo no cumpliera con las instrucciones del estudio.
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En caso de que presente cualquler evento adverso o si tuv:era pregun!as sobre
n Ia Dra: Lourdes Basurto o el
| teléfono 5627-691 3.

esle estudio podré comumcarme dnrectamenle
Dr. Arturo Zarate en Ia Unidad de lnvestlga ) o

Basandome en lo antenor acepto vol ntaria y brem nte; ml pamc:pacnon en

esta |nvest|gacnon por lo que firmo el

enle rete: endo una copla de este.

: Notﬁbre ‘dé

Firma:

Nombre del téstigb: :

Fec}-xa:




Gracias a la subdireccién de apoyo al postgrado del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia.
Num. de registro de becario: 137761.




	Portada
	Índice
	Resumen
	Antecedentes
	Justificación
	Planteamiento del Problema
	Hipótesis
	Objetivos
	Material y Métodos
	Análisis Estadístico
	Consideraciones Éticas
	Recursos
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Referencias Bibliográficas



