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RESUMEN

Antecedentes: La principal caracteristica de la menopausia es la disminucion de estrégenos, la cual
propicia diferentes eventos adversos como el insomnio, bochornos, aumento del estrés oxidativo,
entre otros. Aunado a ello hay una baja de los niveles de serotonina lo cual en conjunto propicia la
aparicion de trastornos del humor. Para tratar estos diferentes sintomas se recurre a la terapia
hormonal, siendo la tibolona una eleccion cada vez mas popular. El uso de este farmaco estarfa
otorgando un factor de proteccion para la depresion y ansiedad, a su vez, podria tener un efecto
antioxidante, sin embargo, no existe suficiente evidencia cientifica que sustente esto.

Objetivo: Determinar el efecto de la terapia hormonal con tibolona sobre el estrés oxidativo y los
trastornos del humor en la postmenopausia.

Metodologia: Se llevd a cabo un ensayo clinico aleatorizado doble ciego en una poblacion de 51
mujeres postmenopausicas en la Ciudad de México y Area Metropolita. Las participantes se dividieron
en dos grupos, uno de los cuales estuvo constituido por 24 mujeres que recibieron placebo y el otro
conformado por 27 participantes, las cuales fueron tratadas con Tibolona. Al inicio del estudio se
midieron los siguientes marcadores de estrés oxidativo: lipoperdxidos (LPO), glutation peroxidasa
(GPX), superdxido dismutasa (SOD) y capacidad antioxidante total (AT). Asimismo, se les aplicaron los
cuestionarios de escala de ansiedad de Zung (SDS) y escala de depresion de Zung (SDI). Estos
parametros fueron evaluados basal y a los 3 y 6 meses de tratamiento.

Resultados: Se observd una disminucion en los lipoperdxidos y un aumento en la capacidad
antioxidante total en el grupo de tratamiento contrario al grupo placebo. Ademas, se evidencid una
mayor actividad de la enzima superdxido dismutasa en el grupo tratado con tibolona. Sin embargo,
no se encontro relacion estadisticamente significativa entre los trastornos del humor y la tibolona.
Conclusiones: La terapia hormonal con tibolona disminuye los niveles de estrés oxidativo en mujeres
postmenopausicas y aparentemente no tiene efecto sobre los trastornos del humor.

Palabras clave: Estrés oxidativo, trastornos del humor, depresion, ansiedad, tibolona, terapia
hormonal, menopausia.
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INTRODUCCION

El diagndstico de la menopausia se da cuando existe un periodo de al menos doce meses de
amenorrea desde el Ultimo periodo menstrual sin ninguna causa aparente.

Durante esta etapa se presentan multiples sintomas como bochornos, sudoraciones, osteoporosis y
trastornos del humor causados por una disminucion de estrogenos, el cual es el responsable de la
expresion de los caracteres sexuales femeninos. Asimismo, esta falta de estrogenos aumenta el dafio
del estrés oxidativo en el cuerpo. El estrés oxidativo es el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas y radicales libres que provocan un dafio oxidativo a las
biomoléculas.

El declive en el nivel de estrogenos provoca una disminucion en las concentraciones de serotonina,
aumentando asi la posibilidad de padecer depresion y/o ansiedad. Adicionalmente, estudios han
demostrado un desbalance entre las defensas antioxidantes y la produccion de las especies reactivas
del oxigeno en pacientes que presentan depresion. Sin embargo, los trastornos del humor que suelen
presentarse durante la menopausia también son el resultado de diversos factores psicosociales y
socioeconomicos aunado a los sintomas de esta etapa, los cuales impactan directamente sobre la
depresion y ansiedad en un fendmeno conocido como el efecto domino.

Para tratar la sintomatologia de la menopausia, se ha propuesto la terapia hormonal, siendo los
estrégenos los mas usados. No obstante, diversos efectos adversos, como patologias cardiovasculares
y cancer ginecologico, han disminuido su popularidad, por tal motivo se ha optado por otras
alternativas, siendo la tibolona una de estas opciones. Esta hormona sintética presenta efectos
parecidos a la de las hormonas gonadales: estrédgenos, progestagenos y androgenos y entre sus
beneficios se encuentra la preservacion de la densidad mineral 6sea, la disminucion de los bochornos,
reduccion del nivel de trigliceridos y colesterol, entre otros. A su vez, la tibolona incrementa la
concentracion de 3-endorfinas y de triptofano hidroxilasa aunado a una mejoria en el estrés oxidativo,
lo cual podria contribuir a la mejorfa en el estado de animo en mujeres postmenopausicas.

Ya que el uso de la tibolona en el tratamiento de la sintomatologia de la menopausia es cada vez mas
popular, los estudios relacionados a esta hormona se enfocan en el beneficio de ésta sobre la
preservacion de la densidad mineral 6sea, relegando otras sintomatologias tales como la depresion,
ansiedad y estrés oxidativo. Por tal motivo, una investigacion sobre el efecto que tiene la tibolona
sobre los trastornos del humor y el estrés oxidativo resultaria de gran utilidad.
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MARCO TEORICO

Menopausia

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la menopausia se define como el cese
permanente de la menstruacion, resultado de la pérdida de la actividad folicular en los ovarios' . Su
diagnostico se da a partir de al menos doce meses de amenorrea desde el Ultimo periodo menstrual
sin ninguna causa aparente. Mundialmente, la edad promedio del inicio de la menopausia es
alrededor de los 50 afios® .

La principal caracteristica de la menopausia es la disminucion de estrédgenos que, un agente
antioxidante natural® responsable de la expresion de los caracteres sexuales femeninos, sin embargo
esta no es la Unica funcion de los estrédgenos ya que estos también incrementan la produccion
hepatica de proteinas de unidn tales como la globulina, mantienen un equilibrio apropiado de liquido
corporal para la retencion de agua y sal, promueven la coagulacion y participan activamente en la
produccion de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y a su vez ayudan a la disminucion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) .

Los estrogenos se sintetizan en tres formas; estradiol, estriol y estrona (Figura 1). El 173-estradiol es la
forma mas comun y potente de estrogenos que predomina en el periodo previo a la menopausia y
durante la peri menopausia; mientras que en la postmenopausia es la estrona la que presenta una
mayor prevalencia. La ultima forma de estrogeno, estadriol, es producida normalmente en los tejidos
adiposos y en el higado gracias a la conversion de la androstenediona®.
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Figura 1. Estructura del estradiol, estriol y estrona. Modificado de Espinoza JL, 2013°




Brenda Monserrat Vz/aifyaez Diaz

La produccion de estrégenos se observa en la figura 2, la hormona leutenizante estimula la
produccion de androstenediona a partir del colesterol en las células de la teca. Este androgeno se
transporta a las células de la granulosa, donde se convierte en estrona. Simultaneamente, la hormona
foliculo estimulante (FHS) estimula las células de la granulosa del ovario para su sintesis, la cual surge
a partir de androgenos a través de la enzima aromatasa, esta hormona promueve la conversion de
estrona en 17B-estradiol en los ovarios*.
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Figura 2. Teorfa de dos células de la produccion de estrégenos. Modificado de Dosh SB,
20134

La produccion de FSH se ve incrementada al disminuir la concentracion de inhibina B secretada por
los foliculos a consecuencia de la pérdida de oocitos®. Este aumento produce una acelerada pérdida
folicular de manera que el ovario es incapaz de responder a los niveles altos de la hormona dando
como resultado un declive en la generacion de estrogenos’®. La pérdida de la actividad folicular
comienza gradualmente de 2 a 4 afios antes del Ultimo periodo menstrual®.

Desde el inicio de la menopausia hasta su asentamiento, los procesos bioldgicos de la mujer son muy
diversos, por lo que se vuelve conveniente el uso del criterio STRAW (Stages of Reproductive Aging
Workshop por sus siglas en inglés) (Figura 3).
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Final del periodo menstural (FPM)
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Figura 3. Etapas del envejecimiento reproductivo normal en mujeres. Modificado de Nelson
HD 2008™

El criterio STRAW es un modelo desarrollado para mostrar y describir las siete fases de los afios
reproductivos de la mujer. Esta clasificacion se divide a su vez en tres etapas: etapa reproductiva,
caracterizado por ciclos menstruales regulares; etapa de transicion de la menopausia con ciclos
menstruales variables y altos valores de FSH y por Ultimo, etapa de la postmenopausia, empezando
con el Ultimo periodo menstrual y hasta el final de la vida™.

La etapa reproductiva es dividida entre las fases -5 (temprana), -4 (pico), y -3 (tardia), con una
duracion variable en las tres y ciclos menstruales variables y regulares. La hormona FSH se mantiene
normal en las fases -5y -4, mientras que en la fase -3 hay un aumento en la concentracion de la
hormona.

La transicion de la menopausia, también conocida como peri menopausia, esta clasificada en dos
fases, -2 (temprana) y -1 (tardia). Al igual que en la etapa reproductiva, esta tiene una duracion
variable, pero presenta un aumento de la hormona foliculo estimulante a lo largo de la misma. La
duracion del ciclo menstrual en la fase -2 es variable, pero hay una diferencia mayor o igual a 7 dias
entre cada ciclo menstrual. Para la fase -1, hay dos o mas ausencias de periodo menstrual con
intermediario de amenorrea de 60 dias 0 mas. La siguiente fase es la 0, que corresponden al fin del
periodo menstrual (FPM). Es en esta etapa donde los cambios menstruales y los sintomas
caracteristicos son cominmente reportados. Esta transicion dura en promedio 3.8 afios'.

Posteriormente a la fase 0, se encuentra la Ultima etapa que es la postmenopausia, comprendida
también en dos fases +1 (temprana) y +2 (tardfa). La hormona FSH se estabiliza en esta etapa. La fase
+1tiene una duracion aproximada de 5 afios, en esta etapa ya se presenta la amenorrea, confirmacion
de la menopausia. La fase +2 estara presente durante toda la vida restante de la mujer.
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Debido a la disminucion en la produccion de estrégeno durante la menopausia, se presentan
diferentes sintomas que afectan a la mujer, los cuales se muestran en la figura 4. Entre la
sintomatologia habitual de la menopausia se encuentran los sintomas vasomotores, como  |os
bochornos y sudoraciones nocturnas, los cuales sufren un incremento sustancial en la frecuencia e
intensidad durante el climaterio, afectando a un 65% de las mujeres. También se presentan trastornos
del humor tales como depresion y ansiedad'®™ y hay un aumento en la masa corporal, pérdida de
cabello, adelgazamiento de la piel, etc. En la post menopausia los principales problemas son la atrofia
urogenital, cambios relacionados a disfunciones sexuales, enfermedades cardiovasculares,
osteoporosis y problemas musculo-articulares, aunado a esto el estrés oxidativo se ve aumentado
en la mujer menopadsica pues los niveles de estradiol, el cual es un antioxidante natural, se ve
disminuido, por consiguiente, la actividad oxidativa de las especies reactivas del oxigeno (ERO)
aumentan®.

Sistema nevioso central Cambios en piel, mucosa y cabello
- Sintomas vasomotores e - &delzaramiento de i3 pis

- NSO v - Reduccion de la elasticidad

- Depresion y ansiedad - Reduccion de la hidratacion

- Cambios cognitivos " - Auments de armegas
- Merana v - pérdida de cabelln
{Caimbikos on o peso % metaboliomo
Bumnento de pesa
Aumenta de grasa wisoora
Aumenta en ks droonderenca de B dnura
Funcion sexoual
- Disminucion del desen sexua
- Dispareunia
Sistema urogenital
- Reseguedad vaging

- Ficazon wulvar y ardor

- Drisuria

- Frecuendia whinaria

- Infeccianes recumentes en &
tracto inferior wrinario

Shstema musoubnesguition
Artralgia
Sarcopena

Figura. 4 Sintomatologia de la menopausia. Modificado de Monteleone, 2018"
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Por tal motivo uno de los tratamientos para esta sintomatologia es la terapia hormonal, la cual no
tiene un farmaco en especifico, se pueden usar medicamentos como estrdgenos y progesterona,
moduladores selectivos del receptor de estrogenos (SERM) o gonadomiméticos’. Ademas de ser la
mejor opcion terapéeutica durante la menopausia, la terapia hormonal mejora los mecanismos de
defensa de antioxidantes y disminuye los niveles de estrés oxidativo'"'®,

Estrés oxidativo

La definicion del estrés oxidativo es el desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva
de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL) que provocan un dafio oxidativo a las biomoléculas
que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes'™.

Un radical libre es cualquier especie quimica con uno o mas electrones no apareados en el Ultimo
orbital, capaz de reacciona con multiples biomoléculas a través de su oxidacion?®. Un estado pro-
oxidante se crea a través de los RL cuyo principal precursor es el oxigeno, molécula fundamental para
la obtencion de adenosin trifosfato (ATP), ya que su reduccion genera intermediaros reactivos en una
serie de reacciones que involucran cuatro electrones?’.

La Figura 5 presenta a las tres especies reactivas de oxigeno (ERO); la primera es el anion superdxido
(O, ) que posee un electron desapareado, esta especie reactiva es la mas abundante y comun a nivel
celular y es la primera en formarse en la primera reduccion del oxigeno®. Al afiadirle un segundo
electron, el producto sera el perdxido de hidrégeno (H>O,) , un intermediario que reacciona
facilmente en presencia de metales de transicion (principalmente el Fe,"), dando como resultado el
radical hidroxilo (OH"), la tercera especie reactiva del oxigeno, la cual es la especie reactiva que
provoca el mayor dafio en el organismo. Este radical es tambien capaz de producir otras especies
reactivas mas débiles como los peroxilos (ROOs). 292224
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O; Arginina
Metabolismo
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SOD
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Hzo — H202 \ - \
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. 0] .
ROO 2_R RH

Figura 5. Formacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (EROs). Modificado de
Sanchez-Rodriguez MA, 20044, O, id6n superdxido; OH”: radical hidroxilo; R radical
peroxi, ROO": radical peroxilo; NO®: éxido nitrico; NOO™: peroxinitrilo; SOD: superdxido
dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glutation peroxidasa; NOS: 6xido nitrico sintetasa.

Aparte de las especies reactivas del oxigeno, hay otras moléculas que también producen radicales
libres, tal es el nitrdgeno, qué forma dos oxidos: él dxido nitrico (NO®) y didxido nitrico (NO5"), mejor
conocidos como especies reactivas del nitrogeno (ERNs)*. Al combinarse con las especies reactivas
del oxigeno, aumentan el dafio oxidativo en el cuerpo.

Los radicales libres provenientes de las especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno se producen de
manera endogena, sin embargo, factores externos también favorecen la formacion de estas moléculas
dafiinas, tales son el sedentarismo, alimentacién, medicamentos, radicacion, ingesta de cafeina,
gjercicio extremo, enfermedades, tabaquismo, contaminacién, entre otros®?.
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El estrés oxidativo presenta diversos efectos negativos entre los que destacan las alteraciones
oxidativas acumuladas en el colageno, la elastina y el ADN, la ruptura de mucopolisacaridos mediante
la degradacion oxidativa y ataque a biomoléculas, poniendo de ejemplo a los lipidos en un proceso
denominado lipoperoxidacion o peroxidacion lipidica®>?®. Los lipoperdxidos (LPO) formados de esta
oxidacion pueden reaccionar con los centros nucleofilicos de la célula, o unirse a los acidos nucleicos
(ADN y ARN) dando un resultado de citotoxicidad, mutagénesis o carcinogénesis, por mencionar
algunos®?8. Estas alteraciones celulares son los precursores para el desarrollo de diversas patologias,
poniendo de ejemplo la enfermedad de Parkinson, artritis reumatoide, Alzheimer, entre otros®. En el
caso especifico de la mujer, el estrés oxidativo se acentia debido a la disminucion de estrégenos
como parte del proceso menopausico, generando un estado pro-oxidante en el cuerpo de la
mujer??3Y.

Para contrarrestar este efecto, el cuerpo cuenta con antioxidantes naturales que son moléculas que
retardan o previenen la oxidacion de lipidos, proteinas, hidratos de carbono, ADN, entre otros"3? (ver
figura 6). Los estrogenos son unos de estos protectores ya que poseen un anillo fenol el cual puede
actuar como un barredor de radicales libres y, a su vez, permite donar un dtomo H”, intervenir en
diferentes etapas de la oxidacion lipidica e incluso se ha mostrado una disminucion de lesiones
inducidas por radicales libres en cadenas de ADN 3. Otra actividad antioxidante de los estrégenos es
atribuida a su capacidad de aumentar los niveles de estradiol, el cual es un antioxidante de las ERO**.
Ademas, se ha demostrado una relacion inversamente proporcional entre los niveles de estrogenos y
de estrés oxidativo, es decir, a menor nivel de estrogenos, mayor evidencia de lesion oxidativa®.

Entre los distintos antioxidantes naturales con los que cuenta el organismo, los estrégenos no son los
Unicos capaces de cumplir con la funcion antioxidante. Existen ademas, otras sustancias que llevan a
cabo la misma funcion tales como la enzima superdxido dismutasa (SOD), la cual cataliza la
dismitacion del radical superdxido para formar peroxido de hidrégeno, el cual es menos reactivo y
puede ser degradado por otras enzimas como la catalasa y la glutation peroxidasa (GPx), esta
selenoproteina se encarga de la reduccion de hidroperdxidos intracelulares, perdxido de hidrogeno
y grandes moléculas de perdxidos lipidicos; por ultimo esta la enzima catalasa (CAT), la cual es una
hemoproteina catalizadora de la reaccion de reduccion del peroxido de hidrégeno y la glutation, que
dona un equivalente de reduccion (H™ + e’) a moléculas inestables, tales como especies oxigenadas
3622 Las glicoproteinas tranferrina y lactoferrina se encargan de reaccionar con los metales
de transicion para evitar que estos reaccionen con el peroxido de hidrégeno y a su vez generen

reactivas

radicales hidroxilos. La bilirrubina también presenta una actividad antioxidante al inhibir la
peroxidacion lipidica junto con la los tocoferoles o mejor conocidos como vitamina E3728,
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Figura. 6. Desarrollo y neutralizacion de las especies reactivas del oxigeno en la célula.
Modificado de Othman B, 2015*°. Mito-ETV: cadena transportadora de electrones
mitocondrial; SOD: superéxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; GSH: glutation
reducido; GSSG: glutation disulfuro

Depresion y Ansiedad

La depresion es un trastorno mental que se caracteriza por la presencia de tristeza, pérdida de interés
o placer, sentimientos de culpa o falta de autoestima, trastorno del suefio o del apetito, sensacion de
cansancio o falta de concentracion, Irritabilidad e inquietud y pensamientos negativos*®#!. Este
trastorno se clasifica en Trastorno depresivo mayor, mejor conocido como depresion y Trastorno
depresivo persistente o distimia. El trastorno depresivo mayor es diagnosticado cuando el paciente
presenta 5 sintomas o mas de los anteriormente mencionados durante al menos dos semanas y uno
de ellos debe ser la pérdida de interés o placer. El trastorno depresion persistente se caracteriza por
una duracion de més de dos afios sin remision de los sintomas depresivos que a menudo fluctia por
encima y por debajo del umbral del episodio depresivo mayor®™.
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La causa exacta de los trastornos depresivos no es clara, sin embargo, se asocia a diferentes factores
como la herencia, ya que hay un 50% de posibilidades de padecer depresion si un familiar directo
sufrio este trastorno, personas que han tenido un episodio de depresion mayor en el pasado tambiéen
tienden a presentar un riesgo mayor a sufrir otro episodio en el futuro. A su vez cambios en las
concentraciones de neurotransmisiones como la noradrenalina y una deplecion en la serotonina y
dopamina también se han asociado a trastornos depresivos*.

La depresion en un problema que afecta al 12% de poblacion mundial, siendo las mujeres mas afectas
con respecto a los hombres, en una relacién de 2:1**. Actualmente, este trastorno ocupa el cuarto
sitio entre las diez causas de morbilidad a nivel mundial*, asi mismo, se ha observado un aumento
de trastorno depresivo recurrente en las mujeres entre los 30-49 afios, dando un aumento sustancial
entre los 50-59, edades que corresponden al inicio de la menopausia®. En México se ha observado
que la depresion produce mayor discapacidad que enfermedades cronicas como la diabetes, artritis
o enfermedades cardiacas y se ha identificado que es la principal causa de pérdida de afios de vida
ajustados por discapacidad para las mujeres®.

Por otro lado, la ansiedad se define como un sentimiento desagradable y de temor anticipando un
dafio o peligro donde frecuentemente se desconoce la amenaza®"4839>1 Entre los trastornos mentales
mas comunes, los trastornos de ansiedad son lo que tienen mas prevalencia, estimandose que un
28.8% de la poblacion mexicana lo padecera en alguna etapa de su vida. Al igual que los trastornos
depresivos, las mujeres son mas susceptibles a padecer estos trastornos en comparacion con los
hombres en un 50%. Los trastornos de ansiedad se caracterizan por la presencia de preocupacion,
miedo o temor excesivo, tension o activacion que provoca un malestar notable o un deterioro
clinicamente significativo de la actividad del individuo®">?.

Los trastornos de ansiedad se dividen en: trastorno de ansiedad por separacion, fobia especifica,
trastorno de ansiedad social (fobia social), trastorno de panico (TP), agorafobia, trastorno de ansiedad
generalizada (TAG), trastorno de ansiedad inducido por sustancias/medicamentos y trastorno de
ansiedad debido a otra afeccion médica. Especificamente en las mujeres, el trastorno de ansiedad
generalizada vy el trastorno de panico son los mas comunes®™3. Entre los sintomas comunes de la
ansiedad estan: tension muscular, inquietud, fatiga, dificultad de concentracion, irritabilidad e
insomnio®"3. La etiologia de la ansiedad estéa relacionada con los niveles elevados de los metabolitos
de la norepinefrina y la baja concentracion de serotonina aunado a la disminucion de los receptores
de benzodiacepinas®*.

En la mujer menopausica estos trastornos del humor son el resultado de diversos factores tanto fisicos
como psicosociales y socioecondmicos*®> aunado a la propia sintomatologia de la menopausia, ya

que durante esta etapa se presentan sintomas como bochornos e insomnio, los cuales propician
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trastornos del suefio que, a su vez, impacta sobre los trastornos del humor en un fenémeno conocido
como efecto dominé*%>’. Otro factor importante que resaltar es que debido a los bajos niveles de
estrogenos, hormona cuya concentracion disminuye notablemente durante la menopausia, provoca
una disminucion en las concentraciones de endorfina, dopamina, norepinefrina y serotonina®?’,
aumentando las probabilidades de padecer depresion y/o ansiedad.

En la figura 7 se observa la relacion entre el estradiol y la serotonina. La 5-hidroxitriptamina (5-TH) o
mejor conocida como serotonina, estimula a los receptores 5-HT2AR, que a su vez aumentan la
actividad de la aromatasa, enzima fundamental en la sintesis de estrégenos. El 173-estradiol aumenta
la produccion de la enzima triptéfano hidroxilasa (TPH), la cual participa en la sintesis de la 5-
hidroxitriptamina. Al mismo tiempo, el 173-estradiol inhibe al transportador de serotonina (SERT), cuya
funcion es transportar la serotonina de los espacios sinapticos al interior de la célula®°.

O
&

Aromatasa

o O Y]
~TPH "

17B-estradiol

Serotonina

Espacio sinaptico Citoplasma

Figura 7. Interaccion entre serotonina y estradiol. Modificado de Hudon Thibeault, 2019°%
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Debido a la gran cantidad de consumo de oxigeno (aproximadamente un 20% del total), la alta
demanda energeética, la disposicion de metales de transicion y su composicion rica en acidos grasos
poliinsaturados vy lipidos, el cerebro es muy susceptible al estrés oxidativo. Diversos estudios han
demostrado que los pacientes con trastornos de ansiedad y depresion poseen un desbalance entre
las defensas antioxidantes y la produccion de las EROs, lo que resulta en estrés oxidativo®®%3, tal
como se observa en la figura (8). Este desbalance se puede deber a la baja concentracion de acidos
grasos omega-3, debido a que los lipidos son las biomoléculas mas afectadas durante el estrés
oxidativo, propiciando un desbalance en los mecanismos antioxidantes del cuerpo® y ocasionando
un dafio en el funcionamiento de las vias de neurotransmisores y el deterioro de las neuronas®®.

Sistema

antioxidante

Alta actividad metabolica
Disponibilidad de metales

de transicién

Aumento del riesgo
_ de padecer depresién _

Paciente deprimido

Figura 8 Relacion del estrés oxidativo y trastornos del humor. Modificado de Caruso, 2019,
ERO: especies reactivas del oxigeno; ERN: especies reactivas del nitrogeno. AO:
antioxidantes; PO: pro oxidantes

Uno del instrumento para medir estas patologias, es la Escala de Autoevaluacion para de la depresion
de Zung (SDS) y Escala de autoevaluacion para la ansiedad de Zung (ASI), las cuales fueron disefiadas
por W. W. Zung para evaluar el nivel de depresién y ansiedad respectivamente.®.
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Estas herramientas se auto administran para valorar el estado de depresion o ansiedad del paciente
mediante el llenado de una encuesta de 20 preguntas. La escala indica las cuatro caracteristicas mas
comunes de estos trastornos; el efecto dominante, los equivalentes fisiologicos, otras perturbaciones
y las actividades psicomotoras®®.

Entre los reactivos se encuentran diez preguntas elaboradas de forma positiva y diez de forma
negativa, los cuales se evalla en una escala de 1-4, donde 1 es el valor minimo y 4 es el maximo. El
resultado final se obtiene de la suma de puntos acumulados en un rango de 20-80, cuya interpretacion
se da de la siguiente manera:

Puntos obtenidos Interpretacién

25-49 Rango normal

50-59 Ligeramente deprimido / Ansiedad leve

60-69 Moderadamente deprimido / Ansiedad moderada
70 0 mas Severamente deprimido / Ansiedad severa

Terapia de hormonal con estrégenos y tibolona

La terapia de hormonal (TH) se ha propuesto para tratar la sintomatologia propia de la menopausia,
ya que su uso se ha asociado con una mejorfa en la arterosclerosis®’, disminucién de la presion
sanguinea y las lipoproteinas de baja densidad (LDL, por sus siglas en inglés) , tratamiento para
sintomas vasomotores®®, atrofia genital y prevencién de la osteoporosis®®©°

mecanismos de defensa de antioxidantes y disminuye los niveles de estrés oxidativo

, ademas mejora los
17,18,70

El tratamiento hormonal mas conocido es con estrégenos, solos o combinados. Si la mujer esta
histerectomizada, puede tomar estrédgenos solos, pero si tiene Utero se deben de combinar con
progestagenos para disminuir el riesgo de padecer cancer de endometrio. Como cualquier
tratamiento, el uso de estrégenos, presentan efectos adversos como: cancer endometrio, trombosis
venosa profunda, embolia pulmonar, accidente cerebrovascular, cancer de mama y enfermedad
vesicular7273,

Otras alternativas a los estrégenos son los moduladores selectivos del receptor de estrogeno (SERM),
los cuales son capaces de proteger el Utero sin la necesidad de un progestano, y los estranos’, entre
los que se encuentra la tibolona, la cual es también clasificada como un regulador selectivo de la
actividad estrogénica del tejido (STEAR por sus siglas en inglés) 7.




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

La tibola es un derivado de la noretisterona y tiene actividad gonadomimética, pues presenta efectos
parecidos a la de las hormonas gonadales: los estrégenos, progestagenos y andrégenos 7', gracias
a sus metabolitos: 3a-hydroxy-tibolona (3a-OH-tibolona), 33-hydroxy-tibolona (33-OH-tibolona) y la
isoforma de A4-tibolona (A* -tibolona) 7°, los cuales se pueden observar en la figura 9. Los primeros
dos metabolitos de la tibolona, tienen una alta afinidad por los receptores del estrégeno (ER), mientras
que el Ultimo la tiene por los receptores adrenérgicos (AR) y los receptores progestagenos (PR) /7.

Tibolona

AKRIC4/AKRIC3 AKRICI/AKRIC2

l’ I HO

//’\ ,/l\ ¥ — AR ~ ;
/ ~

I L P
" - s’ & i U -2 U
“L)\“\‘ H( ~‘/ \_//\// ty 0~ < —
3a-OH-tibolona 3B-OH-tibclona A -tibolona
Efectos estrogénicos Efectos estrogénicos Efectos progestagenicos y androgenicos

Figura 9. Estructura quimica de la tibolona y sus metabolitos. Modificada de Pinto-Almazan,
2017’ AKR1C#: aldo-ceto reductasa familia 1, miembro #.

Debido a que la 3a-OH-TIB y la 33-OH-TIB tienen una alta afinidad sobre los receptores de estradiol,
diversos estudios han arrojado evidencia de estos metabolitos sobre el mejoramiento del estrés
oxidativo y los trastornos del humor’"679_ Estos estudios, que se realizaron que se realizaron en ratas,
demostraron que la tibolona aumenta la capacidad antioxidante en la corteza cerebral y en el
hipocampo’®’® e incluso se encontré evidencia de que estos metabolitos reducen la peroxidacion
lipidica, también en el hipocampo. A si mismo, la tibolona podria presentar un efecto benéfico sobre
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los trastornos del humor, pues se ha observado un incremento en la concentracion de B-endorfina’
y de triptéfano hidroxilasa, sugiriendo tambiéen un efecto en la modulacion de los sistemas colinérgicos
y serotoninérgicos’®®!, los efectos de los metabolitos de la tibolona en el cerebro se pueden observar

en la figura 10.
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Figura 10. Enfoques clinicos y experimentales de tibolona en el sistema nervioso central.
Modificado de Pinto-Almazan, et al 20177,  Sintomas menopausicos: sintomas vasomotores,
estado de animo y bienestar; T: aumento; 1: disminucion; ERac receptores de estrégenos alfa;
ERB: receptores de estrégenos beta; GFAP: proteina acida fibrilar glial; GABA: acido y-
aminobutirico.

Aparte de su efecto benéfico sobre el estrés oxidativo y los trastornos del humor, la tibolona favorece
la preservacion de la densidad mineral 0sea, participa en la disminucion de los sintomas vasomotores,
reduce el nivel de triglicéridos y colesterol, aumenta el libido y lubricacion vaginal/"7.
Adicionalmente esta hormona sintética no tiene actividad estrogénica en los tejidos mamarios ni
endometrio, lo cual la hace una excelente opcién para mujeres con historia clinica de endometriosis®
La dosis recomendada para su uso como terapia hormonal es de 2.5 mg/dia, esta se absorbe en el
intestino y alcanza su maxima concentracion a las 4 horas de haberse ingerido. Es metabolizada en
el higado, eliminandose por la orina y heces. Su vida media de depuracion es cercana a las 45
horas8283. Entre los eventos adverso mas comunes esta el incremento del apetito y del peso corporal,
acné, cefalea, piel grasosa, engrosamiento del vello facial y aumento del riesgo de accidentes
cerebrovasculares®’’. Debido a esto Ultimo se debe de evitar su uso en mujeres con alto riesgo de
padecer un accidente cerebrovascular, como hipertension, fibrilacion auricular y mujeres fumadoras”




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

Para evitar el desarrollo de cancer de mama y endometrial, la tibolona es una opcion para tratar la
sintomatologia de la menopausia. Sin embargo, a pesar de todos los estudios que se han llevado a
cabo sobre el uso de la tibolona en la terapia hormonal, la mayoria de estos se han enfocado en sus
efectos benéficos sobre la preservacion de la densidad mineral 0sea, dejando de lado otras patologias
como la depresion y/o ansiedad y su impacto en el estrés oxidativo, enfermedades que poco a poco
estan tomando importancia a nivel mundial debido al impacto que tienen sobre los individuos. De
esta manera, una investigacion sobre el efecto que tiene la tibolona sobre los trastornos del humor y
el estrés oxidativo resultaria de gran utilidad dado que este farmaco no sélo estaria ayudando en la
sintomatologia caracteristica de la menopausia, sino también en el tratamiento de trastornos del
humor, enfermedades que han sido relegadas en esta etapa de la mujer.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La menopausia es la etapa caracterizada por el cese permanente de la menstruacion que no se puede
atribuir a ninguna patologia. La amenorrea es provocada por la pérdida de la actividad folicular en
los ovarios y se ha demostrado que hay un declive en la produccion de progesterona y estrégenos.

Ya que los estrogenos es un antioxidante natural y su disminucion es muy marcada durante el inicio
de la menopausia, se desencadenan diversos trastornos caracteristicos de esta etapa como son
bochornos, atrofia vaginal, aumento del riesgo de enfermedades cardiovasculares y frecuencia de
sintomas vasomotores, osteoporosis, trastornos del humor como depresion y ansiedad, entre otros;
asi mismo, el estrés oxidativo aumenta debido al proceso posmenopausico y la propia sintomatologia.

Aunque la depresion y ansiedad no estan directamente asociadas a la menopausia, si se ha
determinado una cierta relacion de estas patologias con los bochornos, factores psicosociales y
trastornos del suefio; este fendmeno se le conoce como “efecto domind”. Aunado a la disminucion
de la serotonina durante esta etapa.

Para tratar estos sintomas, se ha propuesto la terapia hormonal, siendo el estradiol el farmaco mas
usado. Mujeres que se han sometido a esta terapéutica han reportado una mejoria en los sintomas
asociados a la depresion y ansiedad, pero se reportan una serie de efectos adversos. Debido a ello,
a pesar de todos los efectos positivos del estradiol, solo o combinado, se han estado buscando otros
farmacos para su sustitucion, uno de éstos es la tibolona; este esteroide sintético presenta propiedades
estrogénicas, androgénicas y progestagenas. La tibolona brinda los mismos efectos benéficos que la
terapia con estradiol y aparte ofrece una protecciéon en la pérdida de densidad Osea, el cancer de




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

mama Yy posiblemente para el cancer de colon, convirtiéndola en un medicamento cada vez mas
atractivo para su uso como terapia hormonal.

Estudios recientes, han demostrado que la tibolona produce un aumento en las concentraciones de
B-endorfina y de triptéfano hidroxilasa y una disminucion en el estrés oxidativo; por lo tanto, podria
servir como factor de proteccion para la depresion y la ansiedad, y también estaria otorgando un
efecto antioxidante, sin embargo, alin no hay muchos estudios que sustenten esto, por lo tanto, surge
la siguiente pregunta:

;Hay un efecto benéfico de la terapia hormonal sobre el estrés oxidativo y los trastornos del humor
asociados a la menopausia?

HIPOTESIS

La evidencia cientifica confirma un aumento del estrés oxidativo durante la menopausia debido a la
disminucion del estradiol, un antioxidante natural, ademas de un incremento en los trastornos del
humor en las mujeres posmenopausicas. La tibolona parece ser un farmaco que contrarresta la
sintomatologia posmenopausica y tal vez el estrés oxidativo; por tal motivo, el uso de la tibolona
proveera un efecto antioxidante gracias a sus propiedades estrogénicas, y a su vez mostrara un
resultado benéfico en los trastornos del humor derivados de la menopausia.

OBJETIVOS

General
Determinar el efecto de la terapia con tibolona sobre el estrés oxidativo y los
trastornos del humor en la postmenopausia.

Especificos
Determinar el efecto de la tibolona sobre el grado de estrés oxidativo en mujeres
posmenopausicas mediante la cuantificacion de lipoperdxidos plasmaticos (LPO),
superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y capacidad sérica
antioxidante (CAT) después de 6 meses de tratamiento.

Evaluar el nivel de depresion y ansiedad de las mujeres posmenopausicas con la
escala de depresion de Zung (SDI) y la escala de ansiedad de Zung (SDS), antes y
después de 6 meses de tratamiento con tibolona.
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MATERIAL Y METODQOS

Disefio experimental
Ensayo clinico controlado doble ciego

Tamafio de muestra
La muestra se calculd considerando que el 173-estradiol demostrd una disminucion de
la depresién en un 68% de las mujeres posmenopausicas®®.

_ (p*p,) (0.2+0.68)
= T2
§=1-5=1-0.44=0.56
d=p,-p,=0.68-0.2=0.48
2(Z,+25)°Pa 2(1.96+0.84)7(0.44)(0.56) 3.86 1
AT (0.48) 023

=0.44

Donde

p = Tamafio del efecto.

p, = Proporcién de individuos en el mejor tratamiento que no se recuperan
p, = Proporcién de individuos con el mejor tratamiento que se recuperan
d= Diferencia minima esperada

n = Tamano de muestra

/., = Valor critico de o (1.96 al 95%)

Zg = Valor critico de 3 (0.84 al 20%)

Por precaucion, el tamafio de muestra se aumentara en un 20% en caso de perdidas

n=1/x20%=3.4
n=17/+3.4=20.4
n=20

En resumen, nuestro universo de estudio fue 20 mujeres posmenopausicas por grupo,
que cumplan con todos los criterios de inclusion.
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Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Inclusion
Mujeres posmenopausicas (45-60 afios).
Residencia dentro de la CDMX o area metropolitana.
Que hayan firmado el consentimiento informado.
Exclusién
Tener antecedentes o padecer de cualquier tipo de cancer.
Estar bajo cualquier tipo de terapia de reemplazo hormonal antes de
empezar el estudio.
Antecedentes de enfermedades cardiovasculares y/o cerebrovasculares.
Eliminacion
Desarrollo o sospecha de algun tipo de cancer durante el estudio.
Desarrollo de alguna reaccion adversa que ponga en riesgo la vida de la
participante.
No haber tenido un adecuado apego al tratamiento, con la suspension de
la terapia de al menos un mes.
Que no acuda al menos a una medicion.

Variables

Independientes
Terapia con tibolona
Dependientes
Estres oxidativo
Trastornos del humor: Depresion y Ansiedad
Intervinientes
Factores pro-oxidantes del estilo de vida: tabaquismo, ingesta de alcohol y
café, insomnio y sedentarismo.




Operacionalizacién de las variables
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Variables Definicidn Medicién Categorias
Terapia hormonal ~ Tratamiento  farmacologico  Cualitativa nominal Farmaco (tibolona)
con tibolona 2.5 mg/dia Placebo

Estrés oxidativo

Depresion

Ansiedad

Desequilibrio biogquimico
propiciado por la produccion
excesiva de especies reactivas
(ER) y radicales libres (RL) que
provocan un dafo oxidativo a
las biomoléculas y que no
puede ser contrarrestado por
los sistemas antioxidantes'.

Trastorno mental frecuente,
que se caracteriza por la
presencia de tristeza, pérdida
de interés 0 placer,
sentimientos de culpa o falta
de autoestima, trastorno del
suefio o del apetito, sensacion
de cansancio o falta de
concentracion®*,

Termino general para referirse
a diversos sintomas
caracterizando diferentes
desordenes de ansiedad como
desorden de panico (subita
sensacion de miedo sin
ninguna razon), fobia social
(temor a la sociedad o a
situaciones de exposicion) o
ansiedad generalizada
(excesivo e  incontrolable
preocupacion e/o
irritabilidad)®°.

Cuantitativa continua

Cualitativa nominal

Escala de 25-49 Rango normal
depresion de  Cualitativa 50-59 Ligeramente
Zung (SDI) ordinal deprimido
60-69 Moderadamente
deprimido
70 0 mas. Severamente
deprimido
Escala de 25-49. Rango normal
ansiedad de Cualitativa  50-59. Ansiedad ligera
Zung (SDS) ordinal 60-69. Ansiedad
moderada
70 0 més. Ansiedad
severa

LPO (umol/L)
SOD (U/gHb)
GPx (U/gHb)

CAT (mmol/L)

LPO altos >0.320 umol/L
SOD baja < 1.20 U/gHb
GPx baja < 56.3U/gHb
CAT < 0.90 mmol/L




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

Factores pro- Comportamientos con Cualitativa nominal Tabaquismo, positivo

oxidantes del impacto de la salud, como lo cuando se fuman mas de

estilo de vida son: tabaquismo, ingesta de dos cigarros al dia.
alcohol y café, sedentarismo e Ingesta  de  alcohol
Insomnio. positivo  cuando  se

ingieren mas de dos
copas por dia.

Ingesta de café, positivo
cuando se ingieren mas
de dos tazas por dia.
Insomnio positivo
cuando las horas de
suefio son menos de 6
por dia

Sedentarismo,  menos
de 30 minutos/dia de
actividad fisica

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se hizo el reclutamiento de las sefioras mediante la propagacion de panfletos (Anexo 1) y
difusion del estudio en redes sociales (WhatsApp y Facebook). En esta propaganda, se les
animo a asistir a una charla informativa acerca del estudio y se les invitd a unirse a él. Se
citaron a las posibles participantes y se les entrego el consentimiento informado (Anexo 2), se
les aplico el cuestionario de estilos de vida, climaterio, salud y polifarmacia (Anexo 3, 4 y 5).
Asi mismo se les hizo una toma de muestra sanguinea con tubos al vacio sin y con
anticoagulante (EDTA y heparina) para la realizacion de biometria hematica (hemoglobina,
hematocrito, leucocitos y eritrocitos), quimica sanguinea de 6 elementos (glucosa, colesterol,
triglicéridos, acido Urico, proteinas de alta densidad y albumina) y medidas de marcadores de
estrés oxidativo.

Una vez evaluado el perfil de cada participante, se determind si eran aptas para el estudio, se
les asigno aleatoriamente al grupo de tratamiento: a) Tibolona 2.5 mg/dia o b) placebo. Se les
Citd nuevamente y se les hizd entrega de su tratamiento (tibolona o placebo) segun la
aleatorizacion. En esta misma cita, se les aplicéd los cuestionarios de las escalas de ansiedad de
Zung (ASIl) y de depresion de Zung (SDS) (Anexo 6 y 7), también se les tomaron medidas
antropometricas peso Y talla, ademéas de la toma de la presion arterial. Todas las mujeres
incluidas fueron sometidas a una mastografia bilateral y al estudio de Papanicolaou antes y

después del tratamiento.




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

El sequimiento del tratamiento fue a los tres y seis meses, se les aplicaron de nuevo los
cuestionarios, mas uno breve sobre reacciones adversas; asi mismo, se hicieron tomas de
muestras sanguineas, de medidas antropométricas y presion sanguinea. Las muestras
sanguineas fueron utilizadas para la determinacion de las mismas pruebas que al inicio del
estudio. Como marcadores de estrés oxidativo se midieron los niveles de lipoperdxidos
plasmaticos (LPO), la actividad de las enzimas eritrocitarias superdxido dismutasa (SOD) y
glutation peroxidasa (GPx), ademas de la capacidad plasmatica antioxidante total (CAT),
aunado a ellos se calculd la razon SOD/ GPx. Para la cuantificacion de lipoperéxidos se utilizd
el malonaldehido (MDA). Para la cuantificacion SOD, GPx y CAT, se utilizaron equipos
comerciales (Randox Labortories Ltd, UK).

SEGUIMIENTO DEL ESTUDIO

A las platicas informativas se presentaron 146 voluntarias, de las cuales 95 no se contemplaron para
el ensayo clinico debido a que 89 no cumplian con los criterios de inclusion mientras que otras 6
mujeres rechazaron participar en el estudio.

Al inicio del ensayo clinico, se contemplaron 51 participantes de las cuales, 27 serfan tratadas con
tibolona y 24 con placebo de acuerdo a la aleatorizacion (figura 5).

En el grupo de placebo un total de 6 participantes abandonaron el estudio, solo una participante fue
por cambio de residencia mientras que las participantes restantes dejaron de presentarse a las tomas
de muestra, entrega de tratamiento y ya no contestaron las llamadas de seguimiento.

En cuanto al grupo de tibolona, fueron 9 voluntarias las que abandonaron el estudio, una sefiora
desistio por razones laborales y reacciones adversas al tratamiento tales como somnolencia, mialgia,
y debilidad, cinco participantes expresaron su desinterés por el estudio, dos voluntarias desistieron,
una por una colecistectomia y la otra por no ver mejoria en su sintomatologfa, finalmente la ultima
participante decidid no seguir participando por problemas en el esdfago.
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Grupo de estudio
n= 146

Excluidas: n=95

*No cumplieron los criterios
de inclusion: n= 89

*Rechazaron participar en el
estudio: n= 6

Otras razones: n= 0

Pacientes seleccionadas

= 51
Pacientes asignadas con Pacientes asignadas con
placebo tibolona
n= 24 n=27
Pérdidas: n= 6 Pérdidas: n=9
e Basal: n=24 e Basal: n= 27
e 3 meses: n= 22 e 3 meses: n= 20
e 6 meses: n= 18 e 6 meses: n= 18
Datos analizados Datos analizados
n= 18 n=18

Figura 5. Seguimiento de las participantes en el ensayo clinico
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TECNICAS
Lipoperdxidos (LPO)

Esta técnica utiliza el malonaldehido (MDA) como marcador de lipoeroxidacion
mediante una reaccion con acido tiobarbiturico (TBA), el cual forma un pigmento de
color rosa que se mide a 535 nm. La formacion del complejo TBA-MDA por eliminacion
de oxigeno se ve favorecida por la adicion de butiril-hidroxitolueno (BHT).

Muestra: la muestra utilizada fue plasma heparinizado, a la cual se le adicionaron 10
uL de BHT 2 mmol por cada mililitro de plasma para prevenir la auto-oxidacion de la
misma ya que esta no se realizd inmediatamente.

El método utilizado se basa en el analisis realizado por Jentzsch en 1996 en relacion al
malondialdehido en fluidos corporales humanos.

Procedimiento:

1- Se descongelaron las muestras y se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos.

2- Después se midieron 400 uL de plasma heparinizado y se agregaron 50 plL de
BHT 112.6 mM y 400 ulL de acido ortofosférico 0.2 mol/L consecutivamente, se
mezclaron y se agitaron en vortex por 10 segundos.

3- Se adicionaron 50 pL de TBA 0.11 mol/L, se mezclaron y se agitaron en vortex
por 10 seqgundos.

4- Los tubos se taparon y se dejaron las muestras en bafio de agua a 90 °C por 45
minutos.

5- Se enfriaron los tubos y se agregd a cada uno 1200 mL de butanol (BuOH) y 100
uL de solucion saturada de cloruro de sodio (NaCL).

6- En seguida se mezclaron las sustancias que tenian los tubos y estos se agitaron
en vortex por 10 segundos para posteriormente centrifugarse a 5000 rpm por 2
minutos.

7- Se extrajo el sobrenadante de cada tuboy se ley6 contra blanco de butanol a
536 nm y 572 nm para la correccion de lectura por presencia de aductos
coloridos que se formaron durante la reaccion. Al final se calculo la diferencia.

8- El delta de absorcion se determind sustrayendo la lectura obtenida a 572 nm de
la lectura de 535 nm.

9- La concentracion de lipoperdxidos se calculod al interpolar en la curva estandar
construida cantidades crecientes de la sustancia patron que es el 11,3,-
tetrametoxipropeno (TMP).
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Curva de calibracion
Para realizar la curva de calibracion se prepararon las siguientes soluciones a partir
de la sustancia patréon que es el 1,1,3,3-tetrametoxipropeno (TMP).

1- TMP 1 mM: Se diluyeron 17 pyL de TMP en 100 ml de agua destilada (solucion
madre preparada en funcion del peso molecular del TMP).

2- TMP 0.2 mM: Se tomd 1 mL de TMP 1T mM vy se le afiadié 4 mL de agua
bidestilada.

3- Se preparar ocho tubos de concentraciones crecientes como se muestra en la
siguiente tabla:

Tubo TMP (uL) H,O (mL) MDA (umol/L)
1 0 1.000 0
2 5 0.995 0.2
3 10 0990 04
4 20 0.980 0.8
5 30 0.970 1.2
6 50 0.950 22
7 70 0.930 2.8
8 100 0.900 4.0

4- Se midieron 400 plL de cada estandar, 50 pL de BHT 12.6 mM y 400 pL de acido
ortofosférico 0.2 mol/L consecutivamente, se mezclaron las sustancias y se
agitaron los tubos en vortex por 10 sequndos.

5- Después se adicionaron 50 pL de TBA 0.1 mol/L, se mezclaron y se agitaron los
tubos en vortex por otros 10 segundos.

6- Se taparon los tubos y posteriormente se colocaron en bafio de agua a 90 °C
por 45 minutos.

7- Los tubos se enfriaron y se les agregd a cada uno 1200 ulL de butanol y 100 L
de solucion saturada de cloruro de sodio.

8- Los tubos se agitaron en vortex por 10 segundos mas para posteriormente
centrifugarlos a 5000 rpm por 2 minutos.

9- Se extrajo el sobrenadante y se ley6 contra blanco de butanol a 535 nmy a 572
nm para hacer la correccion de lectura por presencia de aductos coloridos que
se formaron durante la reaccion y se calculé la diferencia.
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10- Se calcul6 el delta de absorcién sustrayendo la lectura obtenida a 572 nm de la
lectura de 535 nm.

11- Se construyd la curva de concentracion vs delta de absorbancia

12- Se interpolaron los deltas de absorbancia de las muestras para obtener la
concentracion de lipoperoxidos en umol/ L.

Superéxido dismutasa (SOD)
Para la cuantificacion de la activad de SOD. Para esta prueba se empled el equipo
comercial RANSOD su peréxido dismutasa (Randox Laboratories Ltd, UKK).

Esta técnica se basa en el uso de xantina y xantina oxidasa (XOD) para formar radicales
superoxido.

. Xop o, )
Xantina —— Acido Urico+ Oy

Los radicales superdxido formados reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-
nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar un colorante formaran rojo.

Oy ,
IN.-T ———— Colorante formazan

Se mide la actividad de la superoxido dismutasa por el grado de inhibicion de la
reaccion:

] ) .,  SoD

Procedimiento:

1- Se tomaron 500 pL de muestra de sangre total y se lavaron los eritrocitos 3
veces con 3 mL de solucion de cloruro de sodio al 0.9%, inmediatamente se
centrifugaron los tubos durante 10 minutos a 3000 rpm después de cada
lavada.




10-

11-

12-
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Enseguida se adicionaron 2 mlL de agua bidestilada fria al boton de eritrocitos
obtenido en la centrifugacion, se mezclo y se dejaron reposar los tubos durante
15 minutos a 4 °C.

Se tomaron 100 pL del lisado y estos se diluyeron con 1.9 mL del tampon fosfato
0.01T mmol/L pH 7.0.

El espectro se puso a cero utilizando como blanco la solucion amortiguadora
de fosfatos, y se encendié la unidad de temperatura anexa al espectro, se ajustod
a 37 °C dado que fue una reaccion enzimatica. Se realizaron las lecturas a 505
nm.

Se pipeted 0.03 mL de la muestra diluida y esta se colocd a bafio de agua a
37 °C, se adiciond 1 mL de sustrato mixto previamente colocado en el bafio a
37 °C (xantina 0.05 mol/L, LN.T. 0.025 mmol/L, solucion preparada), al final se
mezclo todo.

Inmediatamente se agregaron 0.15 mL de xantina oxidasa a 37°C (xantina
oxidasa 0.94 mmol/L) y simultdneamente se inicid el crondmetro. Se mezclaron
las sustancias del tubo vy se registré la absorbancia A, al cabo de 30 segundos y
se leyd la absorbancia final A, transcurridos 3 minutos mas.

El delta se calculd restando la absorbancia A1y A2 y se dividio entre tres para
obtener la actividad por minuto.

Se repitieron los pasos 5 al 7, utilizando como muestra 0.030 mL de agua
destilada para obtener el blanco, se hizo por duplicado y se calculé el promedio.
El porcentaje de inhibicion se determind realizando el siguiente calculo:

A/ (min muestra * 100)
A / (min blanco)

100—( > = % de inhibicion
Se repitieron las muestras cuyo porcentaje de inhibicion estuvo fuera del rango
de 30 al 60 %

Para obtener la actividad de la SOD en U/mL, se extrapolaron los porcentajes
de inhibicién en la siguiente ecuacion de la recta de calibracion:

Actividad de la enzima=1.21+((0.01) ( % de inhibicion))*100

Finalmente, para obtener la activad de SOD en U/g Hb se realizo el siguiente

calculo:

SOD U/gHb= (SOD U1/(;nL+Hb)
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Glutatiéon peroxidasa (GPx)

Este método se basa en el trabajo de Plagia y Valentine. La glutation peroxidasa cataliza
la oxidacion del Glutation (GSH) por el hidroperdxido de cumeno. Para la cuantificacion
de la activada de glutaci’n peroxidas se utilpo el estuche comercal de Randox, Ransel
gultation peroxidase.

2GSH + ROOH — 5 ROH +GSSG+ Ho0

El glutation oxidado (GSSG) en presencia de glutation reductasa (GR) y NADPH es
inmediatamente convertido en su forma reducida en una oxidacidn concomitante de
NADPH en NADP+. Se mide la disminucion de la absorbancia a 340 nm.

GR
GSSG + NADPH + H" ——— NADP"+ 2GSH

Procedimiento

1- Se diluyeron 0.05 mL de sangre heparinizada en 1 mL de solucién diluyente.

2- Inmediatamente se incubaron las muestras durante 5 minutos para posteriormente
afadir T mL de reactivo de Drabkin a doble concentracion. Una vez afiadido este
reactivo, se analizaron las muestras en los siguientes 20 minutos, no debid de pasar
mas tiempo.

3- Se puso a cero el espectro usando agua en ambas celdas, se encendio la unidad
anexa y se gjustd a 37°C. Se leyo la reaccion a 340 nm contra blanco de agua. El
espectro estuvo ajustado a una temperatura de 37 °C por ser una reaccion
enzimatica.

4- Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de la muestra diluida en bafio de agua a 37°C
y se agregd 1 mL de reactivo de trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation
reductasa>0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L) que debid ser puesto previamente a
bafio de agua a 37°C, se mezclaron ambas sustancias.

5- Después se agregaron 0.04 mL del reactivo de cumeno (hidroperdxido de cumeno
0.18 mmol/L), perfectamente agitado y previamente colocado a 37 °C en bafio de
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agua. Simultaneamente, se cronometroé y registro la absorbancia de Al trascurrido
1 minuto A2 trascurrido 2 minutos y A3 a los 3 minutos.
6- Se midieron 0.02 mL de agua como blancos y se siguieron los pasos 3y 4.
7- Los deltas de absorbancia de muestras blancos se calcularon de la siguiente
manera:
A=AT1-A3

8- Se promediaron los deltas de los blancos y se restaron del Delta de las muestras:

Amuestra' Ablanco

9- La actividad de la enzima se calculé de la siguiente forma: se multiplico la diferencia
de los deltas por 8412 (para hacer ajuste de unidades) y por 41 (factor de dilucion).

Capacidad sérica antioxidante (CAT)

El analisis del estado de los antioxidantes totales, se trata de una prueba en donde se
combinan la peroxidasa (metamioglobina) con perdoxido de hidrégeno y ABTS
(2,2"azido-di etilbenzotiazolin sulfonato) para dar como resultado la formacion del
radical cation ABTS+. Este radical presenta una coloracion verde azulada, la presencia
de antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion, siendo ésta
proporcional a la concentracion de antioxidantes. La muestra es plasma heparinizado,
la cual se puede almacenar congelada a una temperatura de 2 a 8 °C por un maximo
de 14 dias. Para la determinacion de la capacidad antioxidante total se empled el
estuche comercial Total antioxidant status, Randox Laboratories Ltd.

Procedimiento

1- Se midi6 la reaccion a 600 nm, contra blanco de agua a 37 °C yse ajusto la
unidad anexa al espectro a esta misma temperatura.

2- Después se pipetearon 20 uL de plasma en un tubo de ensayo y se coloco en
bafio de agua a 37°C.

3- Se adiciond 1 mL de cromoégeno previamente puesto a 37 °C.

4- En seqguida se mezclo y paso a la celda. Se registro la lectura de la absorbancia
inicial A1,

5- Se adicionaron 200 pL de sustrato y simultdneamente se cronometro, mezclo y
leyd la absorbancia A2 al cabo de exactamente tres minutos.
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6- Después se midieron 20uL de agua como blanco y se siguieron los pasos 3 a 5,
este procedimiento se hizo por duplicado.

7- Se tomaron 20 ulL del estandar y se siguieron los pasos 3 a 5. También se hizo
por duplicado.

8- El delta de absorbancia se calculd de la siguiente manera:

A2 — AT

9- A si mismo se calculd el factor como se muestra a continuacion:

concentracion del estandar
Delta del blanco-Delta del estandar

Factor=

10- Al final se calculd la concentracion de antioxidantes en mmol/L con la
siguiente formula

mmol/L= Factor*(Delta del blanco-Delta de la muestra)

11- Se repitieron las muestras con valores menores a 0.5 o mayores a 1.5 mmol/L.

DISENO ESTADISTICO

Para describir las variables cuantitativas, se utilizd la media y desviacion estandar y para las
cualitativas la medicion fue con frecuencias y porcentajes. Para demostrar la homogeneidad
de los grupos, se analizaron las variables cuantitativas con t-Student y las cualitativas con x°.
Para poder evaluar los resultados de estrés oxidativo, depresion y ansiedad obtenidos en las
diferentes tomas de muestra realizadas a los cero, tres y seis meses, se utilizaron las pruebas
de t-pareada y McNemar. Se realizd una ANOVA de medidas repetidas para el analisis total
de los datos. El valor p<0.05 se consideré como estadisticamente significativo en todas las
pruebas.
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ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

El presente ensayo clinico se apegd a las normas éticas, al Reglamente de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion y a la Declaracion de Helsinki, 64° Asamblea General,
octubre 2013.

Para participar en este estudio, las participantes firmaron un consentimiento informado (Anexo
2) donde se les explico sobre el proyecto, los posibles eventos adversos y se les notifico que
eran libres de dejarlo cuando quisieran. Las voluntarias que llevaron el tratamiento de tibolona
tuvieron una mejoria en la sintomatologia de la menopausia, un posible aumento en su
defensa antioxidante y en los trastornos del humor.

Toda la informaciéon personal de las participantes se mantuvo confidencial a través de una
codificacion numeérica.

RESULTADOS

En el cuadro 1 estan plasmados los resultados de los calculos de la media y desviacion estandar de
los parametros hematoldgicos y bioquimicos, asi como porcentajes de los factores pro oxidantes. Se
puede observar que casi todos los parametros se encuentran dentro de los margenes establecidos.
En cuanto a los factores pro oxidantes, la ingesta de café, sedentarismo e insomnio son en los que se
observa mayor prevalencia, siendo la ingesta superior a dos tazas de café al dia el factor que mas se
presenta. En cuanto a la prevalencia de las alteraciones del humor en la poblacion general al inicio
del estudio, sélo el 13% de las voluntarias presentaban ansiedad y 11% depresion.
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Cuadro 1. Descripcion de los parametros hematoldgicos, bioguimicos y factores pro oxidantes

estratificados por tratamiento antes de iniciar el estudio

Variable Placebo Tibolona
(n=18) (n=18)
Edad (afios) 54+5 51+4
Glucosa (mg/dL) 91+ 88+15
Colesterol (mg/dL) 205+37 190+55
Triglicéridos (mg/dL) 131+90 183117
HDL (mg/dL) 47 +11 40+12
Albdmina (g/dL) 4.4+0.21 4.4+0.25
Hemoglobina (g/dL) 13.4+2.04 13.9+14
Hematocrito (%) 41.2+5.01 43+45
Leucocitos (Cel/mm?) 5400+1393 57004995
Eritrocitos (Cel/mm?) 4.6+0.42 4.7+0.52
CMHG (%) 32419 33+14
Tabaquismo (> 2 cigarros/ dia) 2(11.8%) 1(5.6%)
Ingesta de café (> 2 tazas/ dia) 10(58.8%) 13(72.2%)
Ingesta de alcohol (> 2 copas/ dia) 0(0%) 1(5.6%)
Sedentarismo (< 30 minutos / dia) 8(47.1%) 9(50%)
Insomnio (< 6 horas de suefio/ dia) 5(29.4%) 7(38.9%)

Para las variables cuantitativas se muestra la media y desviacion estandar, para las variables
cualitativas frecuencias y porcentajes. HDL: Lipoproteina de alta densidad, CMHG: Concentracion

de hemoglobina corpuscular

Para el analisis de los marcadores oxidativos se compararon las medias en diferentes tiempos (basal,
3y 6 meses) estratificado por grupo de estudio (cuadro 2). En estos resultados se encontrd
disminucion estadisticamente significativa en la medida de la capacidad antioxidante total del grupo
placebo, no asi en el grupo tibolona. También se puede observar que a pesar de que no hubo
diferencia en el nivel de lipoperdxidos y la actividad de SOD y GP¥, si se observo disminucion a través
del tiempo, siendo mas notable en los lipoperdxidos en el grupo de tibolona con un aumento en el
placebo, donde se pudo observar una clara diferencia entre ambos grupos.
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Cuadro 2. Medias y desviacion estandar de los marcadores de estrés oxidativo estratificados por
tratamiento en los tiempos basal, 3 y 6 meses.

Variable Placebo Tibolona
(n=18) (n=18)
Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses

Lipoperéxidos  0.306+0.08 0.322+0.06 0.337+0.07  0.311+0.07  0.294+0.05 0.286+0.07
(umol/L)

SOD (U/gHb)  134+0.23  127+022  127+0.16 1.18+0.15 113+0.08 113+0.09
GPx (U/gHb)  69.2+24.46 63.9+2724 68.6+29.34 63.6+26.48 69.15+2141  61.6+23.81

Capacidad 1.01£0.29 1.07£016  097+0.15*  0.95+0.19 1.20+0.25 1.08+0.16
antioxidante

total

(mmol/L)

ANOVA de medidas repetidas (p<0.001) respecto al tiempo y entre tratamiento. t pareada,
capacidad antioxidante total en placebo tres meses vs 6 meses p"< 0.0001.

En el cuadro 3 se pueden observar los porcentajes de cada medida a diferentes tiempos de cada
grupo. Tal como en cuadro 2, se observo una disminucion en la proporcion de mujeres con la
capacidad antioxidante total baja estadisticamente significativa en el grupo placebo a los tres meses
comparada con la basal, la cual regresa al valor original a los 6 meses. Tambiéen fue posible observar
una disminucion de los porcentajes a través del tiempo en el marcador de lipoperdxidos altos en el
mes tres del grupo tibolona.

Cuadro 3. Frecuencias y porcentajes de los marcadores de estrés oxidativo estratificado por
tratamiento a los tiempos basal, 3 y 6 meses.

Variable Placebo Tibolona
(n=18) (n=18)

Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses
Lipoperoxidos 8(44.4%)  9(50%) 10(58.8%) 8(44.4%) 4(22.2%) 6(33.3%)
(>0.320umol/L)
SOD (<1.20 7(389%)  9(50%) 8(44.4%)  11(64.7%) 15(83.3%) 13(72.2%)
U/gHb)
GPx (<£56.3 U/gHb) 6(33.3%) 6(35.3%) 7(389%) 7(389%) 7(412%)  8(44.4%)
Capacidad 7(38.9%) 3(16.7%) 535.7%)  5(29.4%)  1(5.6%) 2(16.7%)

antioxidante total

(<0.90 mmol/L)

McNemar, p<0.05, LPO, CAT, GPxy AT respecto al tiempo y entre tratamiento, Chi
cuadrada p* p<0.05 AT placebo 3 meses vs tratamiento 3 meses.
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Con relacion al efecto de los tratamientos sobre los trastornos del humor, se observé que la media
de la puntuacion en la escala de depresion disminuyd en las mujeres con placebo (p< 0.0001) y en el
grupo que consumio tibolona la disminucion no es estadisticamente significativa (Cuadro 4).

Cuadro 4. Medias y desviacion estandar de las escalas de ansiedad y depresion de Zung estratificada por
tratamiento en los tiempos basal, 3 y 6 meses.

Variable Placebo Tibolona
(n=18) (n=18)
Basal 3 meses 6 meses Basal 3 meses 6 meses
Escala de ansiedad de Zung 40415  36%10 38410 3348 3146 31+6
(puntos)
Escala de depresion de Zung 38+12 3110 32+10 2946 26+7 2645
(puntos)

ANOVA de medidas repetidas. Escala de ansiedad y depresion de Zung respecto a diferentes tiempos
estratificado entre tratamiento.

DISCUSION

Como se menciond previamente, el proceso mMenopausico y posmenopausico provoca en el
organismo de la mujer muchos cambios no sélo a nivel fisiolégico, sino también psicologicos entre
los que encontramos la depresion y la ansiedad?®, trastornos que afectan su calidad de vida. Por tal
motivo el uso de la terapia hormonal se ha recomendado para contrarrestar los efectos negativos que
estos causan en esta etapa. La terapia mas usada es con estrogenos, sin embargo, los eventos
adversos que se presentan durante su uso ocasionan que el apego terapéutico no sea optimo ademas
de que algunas voluntarias se rehdsan a iniciarla. Debido a estas razones se han lanzado al mercado
otras alternativas como es la tibolona, una molécula sintética que presenta efectos estrogénicos,
progestagenicos y androgénicos con una menor prevalencia de eventos adversos’" ’/

Debido a que la terapia con estrogenos es la méas habituada para el tratamiento de los sintomas de
la menopausia, los estudios sobre esta hormona son mayores que los de la tibolona. Dentro de éstos,
se ha comprobado que los estrégenos tienen una capacidad antioxidante, sin embargo, no se tiene
la certeza si la tibolona presenta este mismo beneficio, en consecuencia, el presente trabajo pretendio
observar si la terapia con esta hormona sintética mejora los trastornos del humor y el estrés oxidativo
en la postmenopausia.
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Los trastornos del humor se han asociado fuertemente durante la transicion de la menopausia, la peri
menopausia®® ya que aquf es donde mas se han documentado la prevalencia de estas alteraciones®’
en adicion de que estos trastornos son la principal razéon por la cual las mujeres buscan tratamiento
durante la peri menopausia®®. Durante el estudio, la prevalencia de estas alteraciones fue muy baja,
posiblemente porque las participantes ya se encontraban en la postmenopausia y se ha propuesto
que estos trastornos pueden llegar a ser transitorios®®. A lo largo del estudio se observd una
disminucion de las participantes con ansiedad en ambos grupos a los meses 3 'y 6 comparados con
el tiempo basal, sin embargo, dichos resultados no son estadisticamente significativos. En diversas
investigaciones los sintomas de la ansiedad se han asociado con la frecuencia e intensidad de los
bochornos??, sin olvidar que todas las mujeres presentan diferentes sintomas con diferente frecuencia
y gravedad. Aunado a esto, la ansiedad en mujeres postmenopausicas también se ha asociado con
factores sociales tales como bajo ingreso econdémico, un nivel de estudios por debajo de licenciatura,
etc®. Debido a los factores antes mencionados se podria explicar la disminucion de ansiedad en el
grupo placebo. En cuanto al grupo tratado con tibolona los resultados se asemejan a los arrojados
por Gulseren®’, donde encontré una mejoria en cuanto a la ansiedad en el grupo de tibolona. Es
importante mencionar que la poblacion de estudio que presentaba ansiedad no era lo
suficientemente grande para poder llevar una adecuada evaluacion estadistica para determinar si
hubo relacion entre esta alteracion con el estrés oxidativo en el grupo de tratamiento.

En el caso de depresion, se presentd el mismo problema que para la ansiedad, ya que no hubo
suficientes participantes en el grupo de tratamiento para llevar a cabo un anélisis estadistico y poder
evaluar la relacion del estrés oxidativo y esta alteracion. Sin embargo, se encontrd una disminucion
de la prevalencia de depresion en ambos grupos a lo largo del estudio. Para explicar esta disminucion
en el grupo placebo, hay que recordad que la depresion, al igual que la ansiedad, es el resultado de
diversos factores psicosociales y socioeconémicos* >, donde los sintomas propios de la menopausia,
bochornos e insomnio también juegan un papel importante; por consiguiente, si uno 0 mas de estos
factores es tratado es posible lograr una mejoria. En conjunto con lo antes mencionado se encuentra
el efecto placebo, cuya acciéon se evidencio en estudios como el de Kirsch y Sapirste®®,  cuyo
resultado fue una mejoria significativa en los sintomas de depresion de la poblacion de estudio tratada
con placebo. Para el grupo de participantes que tomo  tibolona, hubo una mejoria en el trastorno
depresivo, este resultado se asemeja a los de los estudios realizados por Basku y Kulkami®> %3, donde
le administraron a un grupo aleatorizado de 22 mujeres, 2.5 mg/dia de tibolona por 12 semanas. La
mejoria de esta sintomatologia se pudo haber dado gracias al interaccion que tienen los metabolitos
30-OH-TIB y la 3B-OH-TIB sobre los ER, y ERg, los cuales se presume aumentan la secrecion de

B-endorfina y de triptdfano hidroxilasa, precursor de la serotonina’®894

En cuanto alos marcadores oxidativos, se observd que los lipoperoxidos aumentan a través del tiempo
en el grupo placebo y disminuyen con el de tratamiento de tibolona, sin embargo, esta ultima
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disminucion no fue estadisticamente significativa. Con relacion a la capacidad antioxidante total, al
tercer mes hubo un aumento en ambos grupos, pero fue mayor en el grupo del tratamiento y a los
seis meses volvio a disminuir, siendo mas evidente en el grupo con placebo. El aumento de la
capacidad antioxidante se podria deber a diversos factores ya que es un parametro que evalla como
se encuentra el conjunto de la respuesta antioxidante en el organismo®®®, la posterior disminucion
en el grupo placebo indica posiblemente una falta de respuesta al proceso anti oxidativo®, y al
mantenerse en el grupo de tibolona se evidencia una probable actividad antioxidante. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Bednarek®, donde se observaron niveles menores de
lipoperoxidos y mayores de la capacidad antioxidante total en un grupo de mujeres
postmenopausicas con tratamiento hormonal, lo cual indica que hubo un aumento en el proceso anti
oxidativo. Estos resultados se obtuvieron con tratamiento de estrogenos, sin embargo, un estudio
realizado por Vural® demostr6 también una disminucion de lipoperéxidos en mujeres
postmenopausicas tratadas con 2.5 mg/dia de tibolona por seis meses.

Respecto a los valores de glutation peroxidasa y superoxido dismutasa se encontré aumento
constante en los valores de esta Ultima enzima a lo largo de los seis meses en el grupo de tratamiento,
evidenciando una posible respuesta antioxidante en el organismo, estos resultados se asemejan a los
obtenidos por Unfer>?, resaltando el hecho de que en el grupo placebo no hubo aumento de SOD
sino disminucion constante. Aungue GPx y SOD sean enzimas antioxidantes, la enzima glutation
peroxidasa es una enzima dependiente de selenio®, sin embargo no se encontré reportes sobre la
relacion entre esta enzima y la tibolona.

Aunque no hubo un valor estadisticamente significativo en el grupo de tratamiento para los
marcadores de estrés oxidativo, se puede inferir una respuesta anti oxidante ligada al uso de tibolona,
puesto que hay una disminucion del nivel de lipoperdxidos y un aumento en la actividad de la SOD
en las mujeres sometidas a este tratamiento contrarrestando con el grupo placebo control. Es
importante resaltar la disminucion estadisticamente significativa de la capacidad antioxidante total en
el grupo placebo lo cual evidencié una falta de respuesta antioxidante en este grupo, resultados que
difirieron con su contraparte, cuyos valores aumentaron constantemente a lo largo del estudio.
Debido a que no se encontraron valores estadisticamente significativos en el grupo de tratamiento,
se aconseja tener medidas de estos valores a los 9, 12 y 15 meses y aumentar el tamafio de muestra
para ambos grupos de tal forma que se pueda determinar si existe un efecto positivo de la tibolona
sobre el estrés oxidativo.

En cuanto a los trastornos del humor, no se pudo llegar una conclusion, puesto que la poblacion de
estudio en los grupos de tratamiento fue pequefia. Por tal motivo sugiere que, en los préoximos
proyectos, uno de los criterios de inclusion sea que la poblacion de estudio presente estas alteraciones
para asi poder obtener resultados mas contundentes.
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CONCLUSIONES

La terapia hormonal con tibolona disminuyd los niveles de lipoperdxidos, aumentd la capacidad
antioxidante total y la actividad de la enzima superoxido dismutasa.

Aunque hubo una mejoria en los trastornos del humor no se puede asegurar una relacion entre estas
alteraciones con el estrés oxidativo y la tibolona.

PERSPECTIVAS

e Aumentar el tamafio de muestra.
e Afadir como criterio de inclusion que las participantes presenten depresion y/o ansiedad.
e Alargar el tiempo de seguimiento del ensayo clinico.
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ANEXOS

Anexo 1. Panfleto entregado para el reclutamiento de las participantes

é¢Conoces los sintomas de la
menopausia? ¢Como aliviarlos?

Si tienes entre 45 y 59 afios.

Te invitamos a participar en un estudio SIN costo,
donde se evaluara tu estado de salud general con
quimica sanguinea, biometria hematica, mastografia,
papanicolacu y densitometria 6sea.

Durante un ano y medio.

Sudoraciones

Sequedad vaginal

Urgencia de orinar

Infecciones vaginales Arterioesclerosis

Sangradosirregulares

En Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM,

Teléfonos owhatsapp: (044)5545942262, (044)5533416713

Correo electrdnico: eomenopausiaunam@gmail.com

Proyecto dirigido poria Dra. Martha A, Sanchez Rodniguez

Menopausia— Estrés oxidativo

Bochornos
Ansiedad Estrés oxidativo
Insomnio
Depresion
Dolor muscular

Perdida de memoria

Infartos

Osteoporasis
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Anexo 2. Consentimiento informado

_,;\.El.i- .I*
_4' FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
- Unidad de investigacion en gerontologia
J - .
e aa CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
- —— PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION
MuErs

Efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo, depresion, autoestima, ansiedad,
insomnio, calidad de vida y densidad mineral dsea en mujeres posmenopausicas,
comparado con terapia estrogénica

La estamos invitando a participar en este estudio de investigacion, que se lleva a cabo en
la Unidad de investigacion en gerontologia de la FES Zaragoza UMAM, ya que pensamos
que pudiera estar presentando los sintomas de la posmenopausia.

Una vez gque haya comprendido el estudio y desee participar, entonces se le pedira que
firme esta carta de consentimiento.

Justificacion y objetivo del estudio

La menopausia es la etapa que commesponde al Gltimo sangrado vaginal normal gue ocurre
durante el climaterio (cese gradual de la funcion ovarica), esta etapa se ve relacionada
oon molestias gue afectan la vida diara, como bochomos, sudoracionss, cambios del
estado de animo, problemas de suenio y susceptibilidad a infecciones vaginales, asi como
alteraciones metabolicas, entre otras. Dichos cambios son consecuencia de la
disminucion significativa de los estrogenos. Los estrogenos son antioxidantes para el
organismo, y proporcionan proteccion contra enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo; esta proteccion se pierde durante la menopausia, incrementando el riesgo para
distintaz enfermedades.

Se conoce que la terapia hormonal con estrogenos mejora muchos de los sintomas de la
posmenopausia, asi como también puede disminuir el estrés oxidativo. La tibolona es una
hormona sintética que se utiliza para la sintomatologia posmenopausica, teniendo un
posible efecto antioxidante.

Por tal motivo, en este estudio se medira la efectividad antioxidante de la tibolona
comparada con estrogenos y su efecto sobre el estrés oxidativo, depresion, autoestima,
ansiedad, ] insomnic, calidad de vida vy densidad mineral osea en mujeres
posmencpausicas

Por favor, lea la informacion o permita se la lean y haga cualquier pregunta gue desee
antes de decidir si desea participar o no.

Procedimiento

Si usted se encuentra en la posmenopausia y desea participar, ocurmira lo siguiente:

A todas las mujeres, se les realizara una evaluacion clinica, la cual incluye pruebas de
quimica sanguinea, hematologicas, mediciones antropométricas, pruebas hormonales
(estrogenos y FSH). Se le aplicaran unos cuestionarios respecto a su posmenopausia y
=zobre aspectos cotidianos de su vida diaria para ver su estado de salud.

« [as mueres que decidan parficipar se seleccionaran al azar en 3 grupos de
tratamiento via oral durante un afio, al primer grupo se les asignara tibolona, al




Brenda Monserrat Vz/aifyaez Diaz

segundo se les brindara estrogenos conjugados y medroxiprogesterona (MPA); ambos
tratamientos son comerciales yva utiizados por las mujeres en esta etapa, y al tercer
grupo se les proporcionara un placebo. Todo el tratamiento estara bajo la supervision
estricta de un ginecdlogo cerificado. Es importante mencionar gue la decision de a
quien darle tibolona, estrogenos o placebo es al azar, ni las participantes ni los
investigadores sabran & qué grupo guedo asignada cada mujer. También, se les
practicara una mastografia v un papanicolaou antes de iniciar v al finalizar el
tratamiento.

« A todas las participantes se les haran tomas de muestra sanguinea y mediciones
antropométricas. Las citas seran al inicio del estudio, a los 3, 6, 9 v 12 meses en la
clinica de la FES Zaragoza. Le pediremos presentarse en ayuno minimo de 8 horas y
no maximo de 12 horas para tomar muestra de sangre de uno de sus brazos,
alrededor de 20 mililitros, es decir, unas 4 cucharadas de zangre. Le pediremos
contestar unos cuestionarios, en contestarlos se tardard unos 50 minutos. Le
entregaremos los resultados de sus estudios de guimica sanguinea y biometria
hematica a la semana de la toma sanguinea.

También se les pedira gue cada mes (durante los 12 meses) pasen a la clinica a
recoger su tratamiento con un camet que le sera asignado.

» Se realizara una densitometria dsea (DXA) para saber como se encuentra la densidad
mineral de sus huesos. Es una prueba parecida a una radiografia, es como si le
sacaran una fotocopia, se le colocara en una cama de estudios especiales. No duele
ni causa molestias. La radiacion que recibira en su cuerpo es minima, es igual a un
dia de sol estando en el exterior. Se realizaran en la unidad de epidemioclogia clinica
del Hospital Infantil de México, Federico Gomez.

Posibles molestias o riesqos
Los procedimientos de la evaluacion clinica y la medicion de peso, talla, etc. no ocasionan

dolor o riesgo alguno. Las molestias durante la toma de muestra de sangre son minimas,
en algunas ocasiones puede causar poco dolor o se puede formar un moreton. Mo existe
ningdn riesgo agregado para su salud para las participantes con tratamiento, si por alguna
circunstancia se observa sangrado vaginal anormal o dolor yio aparicion de “bolitas” en
mamas, dolor en el vientre, notificar para cita con el ginecologo y posible suspension del
tratamiento.

Posibles beneficios

Los resultados hematologicos v de guimica sanguinea pueden ser de utilidad para el
conocimiento de su estado de salud. El tratamiento repercufird en beneficio de su
sintomatologia posmenopausica y calidad de vida. Mo recibirda ninglin pago por su
participacion en el estudio.

Participacion o retiro

Su participacion en este estudio es completamente VOLUNTARIA. Por lo que si decide no
hacerlo no le afectara en su atencion en la Clinica de la FES Zaragoza. Si en un principio
desea participar y posteriormente cambia de opinion, usted puede abandonar el estudio
en cualguisr momentos, nofificando a los investigadores.

Confidencialidad )
Toda la informacion obtenida durante el estudio e mantendra confidencial. Unicamente el
grupo de investigacion autorizado tendra acceso a dicha informacion para la captura y
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procesamiento de ésta. Los datos obtenidos se utilizaran sin nombre (se asignara una
clave), en caso de que se publicaran los hallazgos de este estudio no se dara informacion
que pueda revelar su identidad.

Compensacion o tratamiento disponible en caso de dano relacionado con el estudio
Indeminizaciones

En el caso de que == presentaran efectos graves, que el investigador principal Dra.
Martha A. Sanchez Rodriguez reconozca como secundarios a la toma del medicamento
en estudio v que puedan requerr ¢ prolongar una hospitalizacion, pongan en riesgo la
vida del paciente © se requiera del uso de otros medicamentos, el patrocinador del
estudio, se encargara de los gastos que estos generen hasta la resolucion de los mismos.

Contacto para dudas v aclaraciones sobre el estudio

Si usted tiene preguntas o dudas sobre el estudio de investigacion podra consultar con los
participantes de la Unidad de Investigacion en Gerontologia o puede comunicarse de
lunes a viemes con la Dra. Martha A. Sanchez Rodriguez a teléfono 5623-0766, con la M.
en C. Lizett Castrejon Delgado al nimero 04455 4594 2262 o con la @ F.B. Ana Karen
Ruiz Rodriguez al nimero 04455 3341 6713.

Declaracion de congentimiento informado

Se me ha explicado en qué consiste el estudio, ademas he leido (o me han leido) el
contenido de este formato de consentimiento. Todas mis preguntas han sido contestadas
a mi satisfaccion. Se me ha dado una copia de este formato.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en participar en la investigacion gue agui se
describe.

Mombre v firma de la participante. En cazo de no saber leer ni escribir,
poner huella digital

Mombre y firma de un familiar {testigo)

Mombre v firma de un testigo

Mombre v firma del investigador principal

Encargado de obtener el consentimiento informado

Se le ha explicado el estudio de investigacion a la participante v se le han contestado sus
preguntas. Considero que comprendio la informacion descrita en este documento y ha
dado su consentimiento para participar en este estudio de investigacion.

Momibre v firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Ciudad de México, a de de
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Anexo 3. Cuestionario de estilos de vida

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA™
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO DE ESTILOS DE VIDA Clave:

Mombre:
Edad: Sexo: Fecha de aplicacion:
1. ;Fuma de manera ininterrumpida durantz el altimo ano? Sl Dﬂ[} |:|

Si su respuesta es Si especifigue nimero de cigarrillos v tiempo (anos) de consumo.

Humero de cigarrillos por dia
Tiempo de consumao (afos)

2. i Fumd en el pasado de los 45 anos en adelante? sl |:| NO |:|

Si su respuesta es Si especifigue nimero de cigamillos y fiempo (afos) de consumao.

Humero de cigarrillos por dia
Tiempo de consumo (afos)

3. i Convive con alguna persona fumadora durante el altimo ano? Sl D MO |:|

Si su respuesta es Si especifigue aproximadamente el nimero de cigarrillos que consume el
fumador y tiempo (afios) en el que usted ha estado expuesto(a).

Humero de cigarrillos por dia
Tiempao de exposicion (anos)

4. ; Consume bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, t& negro o refrescos de
cola (mas de 3 tazas o vasos al dia) durante el dltimo ano? si[] nO
Si su respuesta es 5i especifigue nimero de tazas o vasos por dia v tiempo (afos) de consumo.

MNimero de tazas o vasos por dia
Tiempo de consumao (afos)

5. i Consumio bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, t& negro o refrescos de
cola (mas de 3 tazas o vasos al dia) de los 45 afios en adelante? | |:| NO
Si su respuesta es Si especifigue nimero de tazas o vasos por dia y tiempo (afos) de consumo.

Humero de tazas o vasos por dia
Tiempo de consumao (afos)
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6. ; Consume bebidas alcohalicas durante el dltimo afo? {mas de una vez por semana)?

s [] wo[]

Si su respuests 25 S especifigue nimero de copas o equivalentes [carvezas individuakes,
vas0s con bebidas combinadas) por dia o por semana y tiempeo (anos) de consumo,

Mumero de copas o eguivalents por dia
Tiempo de conswmo

Wumena de copas o eguivalente por semans
Tiempo d= consumo

7 ;Consumic bebidas slcoholices de los 45 anos en adelante (mas de una wez por
semana)? = L no [

5i su respuesta es Si especifigue nimero de copas o equivalentes {cervezas individuales,
vasos de combinacion de bebida v refresco o pulgue) por dis © por semana y fiempo
{afos) de consumo.

Mumerg de copas o eguivalente por dia
Tiempo de conswmo

Mumero de copas o_eguivalents por semana
Tiempo de conswmo

Si consume o consumis bebidas alcoholicas especifigue la(s) mas frecuente(s). Margue
con UNa cruz.

TIFO DE BEEIDA PRESENTE PASADO

Brandy
Sloohol al 98%
Ron
Teguila
odka
Cenezs
Pulgue
Wima tinto
Wina blanco
Jros:
Especifigus

& ;Realiza ejercicio fisico en el dltimo ano {custro veces o mas por semana, por més de
30 minutos al dia)? s [ woe[]
=u respuesta es 51 especifique nomerc de veces por semana, el iempo promedio por dis

v los anos o meses de praciica.

Numero de veces por semana
Tiempo promedic por dia
Tiempo de praciica (especifigue anos o messes)

8. ;Acostumbraba reslizar ejercicio fisico de los 45 anfios en adelante (cuafro vecss por
o - - e - | e |
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Si =u respuesta es Si especifigue numero de veces por semana, el tiempo promedio por
dia y los anos o meses gue practicaba.

Mumero de veces por semana

Tiempa promedic por dia

Tiempao de prachca (especiigue 3M0s o Mesas)

Especifique &l tipo de ejercicio que realiza o realizabs. Wargue con una cruz.

Bctividad Presente Pasado

Zaminar

Zorrer

Gimnasia

Yioga

Tai Chi

Matacion

Baile de salon

Haile regional

iros. Ezpecifigue

10. ;Cuantas horas duerme al dia (dia y noche) en el ditimo anfo?

De dia: De noche:

11. ; Cuantas veces se lava los dientes al dia o a la semana en el Ulimo ano?

Mumera de veces por dia

Numero de veces por semana

OBSERVACIONES:

Evaluadona):

Supervisor(a):
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Anexo 4. Cuestionario de Climaterio

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA Clave:

Cuestionario de climaterio

Mombre: Edad:
1. Fecha de dkima regla:
2. ;Tiens matriz? 5l M
1. ;Tiens owarios? S MO
4. ;En gue fecha fue la cirugia para quitarle la matriz u ovarios?
{aungue =23 el ana).
5 ;Y¥apaso por la menopausia? S MO
8. ;A gue edad fue la ultima vez gue tuvo menstruacion?
7. :Toma skydin medicamento para s menopausia? Sl MO
2. Siswrespussta s afirmativa, ;queé medicamento utliza?

2. Margue con una cruz la forma de su medicameantio:
Pastillss Pomadas Parches Imyecciones
;i Ofras? soudl?

10. 5i su respuesia fue negativa. ;Tomo alguna wez medicaments para ks menopausia?
Sl M

11. 5i su respussta =s sfirmativa, conteste |35 prequntss 5y &

12. ; Por cudnto tierpo los ha tomado o los tomo?

13. 5i no tomd medicamento para la menopausia o dejo de tomaros, ;cusl fue la razon?

fMarque con una cruz

Mo tuve sintomas de menopausia__ Porindicacion medica_
Porgue ya no tengo sintomas__ Porges son muy cans__
Porgue no sabia que debia fomarlos

Por temor, ya gue dicen gue produce cancer__

Citra razon, ;cusl? (explique)

GRACIAS POR SU COOPERACION.

Encuestador

Fecha de aplicacion: [dia/mes/ano).




Brenda Monserrat Vz/a’.s’yaez Diaz

Anexo 5. Cuestionario de Salud y Polifarmacia

A P, FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA™
L, 4 i UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO ESTADO DE SALUD Y POLIFARMACIA

Clawve:
l. INFORMACION GENERAL
Mombre(s) Apellido Paterno Apellido Matermo

1. Fecha de nacimiento: Edad:
2. SexoM[ ] F[] 3. Lugar de nacimiento:
4. Estado Civil: 5. Religion:
6. Lugar de residencia en los dltimos & afos (margue con una X la opcion:

Uroano |:| suburbano |:| rural |:| Cd. de México |:|
Especifique el lugar:
; Desde hace cuanto tiempo vive ahi? anos.

7. Escolaridad

- |:| Minguna - |:| Bachillerato completo o incompleto
- |:| Sabe leer v escribir - |:| Carrera técnica completa o incompleta
- |:| Primaria completa o incompleta - |:| Estudios de licenciatura incompletos

- |:| Secundaria completa o incompleta |:| Estudios de licenciatura completos

Mumero de afios de escolaridad

Especificar
&. Ocupacion({es) anterior(es):

Por méas de 5 anos
9. Ocupacion{es) actual(es):

Por mas de 2 anos
10. i, Con quién vive?
- |:| Solo
- |:| Esposola)
- [] Hieta)s)
- [ ] Miete(a)(s)
- |:| Otros familiares. Especifique:
- |:| Amigos
- |:| Otroz, especifique:
11. i Con cuantas personas vive?:
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Il. ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

12. Fuentes de ingreso economico:

|:| Trabaja

|:| Apoyo del esposo
|:| Pension de jubilacion
[ ] Pensién de invalidez
|:| Pensicn de viudez

|:| Apovo familiar

|:| Otros

13. Ingreso econdomico familiar mensual: §

. ASPECTOS DE SALUD

14. ; Tiene alguna(s) enfermedad(es) actuaimente? SI [ NO [ ]

Si su respuesta es Si, especifique el iempo de diagnostico en afos o0 meses

DDiab&t&s mellitus (fiempo de diagnastico)
|:|Hi|:le rienzion arterial (fiempo de diagnostico)
Dcardinpatia (tiempo de diagnastico)
- DTrasturnns arficulares (tiempo de diagnastico)

- Dﬂtms, especifigue diagnostico v tiempo

15. iActualmente consume algun medicamento por largos periodos por alguna
enfermedad cronica? (Considerar laxantes, antidcidos, vitaminicos especificos,
homeopaticos v herbolaria). (Especificar el nimero de semanas, meses 0 anos que lleva
consumiéndolos en 1a columna Tiempo de consuma)

Medicamento | Indicado para Dosis Indicado por Tiempo de consumao

16. De acuerdo con la respuesta anterior ;existe polifarmacia (consume 5 o mas
medicamentos al dia por mas deunmes)? sI [ N0 []
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17. i En los ultimos doce meses ha tenido diagnosticos nueves (Incluyendo padecimientos
cronicos, agudos v hospitalizaciones)?

sI[] NO []

En caso afirmativo anotelos en los siguientes renglones.

18. i Como clasificaria su estado de salud?
Excelente |:| Buenc |:| Regular |:| Malo |:| Muy malo |:|

19. ; Como consideraria su estado de salud en comparacion con las personas de su
misma edad?

Mejor |:| Igual |:| Feor |:|

OBSERVACIONES:

Evaluador(a):

Supervisoria):

Fecha de aplicacion: (dia'mes/afno)
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Anexo 6. Escala de ansiedad de Zung (ASI)
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Anexo 7. Escala de depresion de Zung (SDS)
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