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1. Resumen

Antecedentes: En la menopausia se presentan diversos sintomas, cambios
fisicos y emocionales debido a la drastica disminucion de estrégenos. Estos tienen
la capacidad de actuar como antioxidantes, por lo que el nivel de estrés oxidativo
(EO) en la posmenopausia aumenta. La deficiencia de estrogenos altera la
remodelacion 6sea con el incremento de la resorcion y con el aumento del EO la
densidad mineral ésea disminuye. La tibolona ha sido utilizada para tratar la
sintomatologia posmenopausica, ademas de que tiene un efecto estrogénico en
hueso, sin embargo, no esta claro si su efecto antioxidante es también lo que hace
que este farmaco ayude a aumentar la densidad mineral 60sea en mujeres
posmenopausicas.

Objetivo: Determinar el efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo asociado a
la pérdida de la densidad mineral 6sea en la posmenopausia.

Metodologia: Se realizé un ensayo clinico aleatorizado doble ciego en una
poblacién de 51 mujeres posmenopausicas (45 a 59 anos) de la Ciudad de México
y area metropolitana. Se establecieron dos grupos, 27 pacientes tratadas con
tibolona (2.5 mg/dia al mes) y 24 con placebo. Se midieron los marcadores de
estrés oxidativo (lipoperéxidos [LPO], enzimas antioxidantes SOD y GPx, la razén
SOD/GPx, el acido urico sérico y la puntuacion de EO) antes de comenzar el
estudio y a los 6 meses. Ademas se midi6é la densidad mineral ésea mediante
absorciometria de energia dual de rayos X.

Resultados: Se observo una disminucion en los lipoperoxidos en el grupo con
tibolona a los seis meses de seguimiento (0.315 vs 0.290 ymol/L, p > 0.05),
contrario a lo observado en placebo. En el doble estratificado por tratamiento y
DMO normal o DMO baja se observé un aumento de la actividad enzimatica de
SOD (1.24 vs 1.26 U/g Hb) y GPx (61.53 vs 65.94 U/g Hb) en las mujeres con
DMO baja tratadas con tibolona. Al estratificar los niveles de los marcadores de
EO con los niveles de densidad mineral 6sea, se observé una disminucion en
DMO baja - LPO altos (19 vs 0%), para la enzima SOD una disminucion en DMO
baja - SOD baja (24 vs 0%); y para la enzima GPx una disminucion en DMO baja
- GPx baja (15 vs 0%), con el tratamiento de tibolona.

Conclusién: Los hallazgos sugieren que la terapia con tibolona disminuye el
estrés oxidativo en mujeres posmenopausicas con densidad mineral 6sea baja.
Palabras clave: Estrés oxidativo, densidad mineral 6sea, tibolona.
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2. Introduccién

La menopausia se define como el cese de la menstruacion, debido a la caida
drastica de niveles de estrégenos, clinicamente se diagnostica después de 12
meses de amenorrea o si los niveles de estrégenos son menores de 25 pg/mL y
los de la hormoma foliculo estimulante (FSH) son superiores a 50 mUl/mL.

La transicion a la posmenopausia es un proceso fisioldgico complejo, a menudo
acompanado por los efectos adicionales del envejecimiento y el ajuste social.
Dado que en México y Latinoamérica la esperanza de vida para la mujer excede
los 70 afos de edad, una mujer de 45 afos vive mas de un tercio de su vida en el
estado posmenopausico deficiente en estrogenos. La transicion generalmente
ocurre entre los 45-55 afos de edad, algunos estudios poblacionales sugieren que
el tabaquismo y el bajo nivel socioeconémico estan asociados con la menopausia
prematura; otros factores como la edad de la menarquia, el uso de anticonceptivos
orales, el indice de masa corporal, la historia familiar y el origen étnico pueden
afectar la edad en la que se presenta la menopausia.

En el estado posmenopausico, debido a la deplecion de estrégenos, se presentan
diversos sintomas, cambios fisicos y emocionales, tales como bochornos,
sudoraciones, problemas genitourinarios, distrofia vaginal, dolores articulares y
musculares, cambios metabdlicos, cambios en el estado de animo y disminucién
de la libido. Asi mismo, se ha observado cambios en el estado oxidativo de las

mujeres en esta etapa.

El estrés oxidativo juega un papel importante en el proceso de envejecimiento y
resulta del desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de
especies reactivas y radicales libres que provocan dafo oxidativo a las
biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes. A
medida que el cuerpo envejece, los niveles de antioxidantes disminuyen. Esta
demostrado que la subita reduccion de estrégenos incrementa los niveles de
estrés oxidativo, ya que son antioxidantes por si mismos, debido a que poseen un
anillo fenol, el cual puede actuar como un barredor de radicales libres y a la vez le
permite donar un atomo H*. Por lo que el cuerpo humano queda susceptible a una
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variedad de patologias relacionadas con la edad, como enfermedades del

corazon, trastornos vasomotores y osteoporosis.

Con la deficiencia de estrogenos en la posmenopausia se observa una
disminucién en la densidad mineral 6sea en las mujeres. Durante la transicién a la
posmenopausia, los niveles séricos de 17 estradiol disminuyen en un 85-90% y
los niveles séricos de estrona disminuyen entre 65-75% de los niveles medios
premenopausicos. Los receptores estrogénicos presentes en osteoblastos y
osteoclastos median un efecto protector, por lo que con esta disminucion, el
mecanismo relacionado con la pérdida 6sea es un desequilibrio en los mediadores

de la formacién y resorcion del hueso.

Dado el envejecimiento mundial de la poblacion, la osteoporosis y sus
consecuencias representan ahora un importante problema de salud publica, en
particular en las mujeres. Los tratamientos contra la osteoporosis posmenopausica
hasta ahora estan dirigidos a reducir las actividades de osteoclastos, en particular

a través de terapias de reemplazo hormonal.

La terapia hormonal (TH) es el tratamiento de eleccion en las mujeres con
menopausia recientemente sintomaticas (periodo menor a 3 afios), entre las
opciones de la TH se encuentra la tibolona, que es un esteroide sintético regulador
selectivo de la actividad estrogénica tisular, con efectos progestagénicos y
androgénicos. La tibolona trata los sintomas climatéricos y previene efectos a
largo plazo en la menopausia como la pérdida de memoria y la disminucién de
densidad mineral ésea. Aunque no es la terapia estandar para la osteoporosis, la
tibolona inhibe la resorcion de masa ésea por su efecto estrogénico. Ademas, se
ha visto un posible efecto antioxidante al disminuir la lipoperoxidacién en el plasma
y aumentar el antioxidante a-tocoferol, pero aun no queda claro si esta hormona
mejora el estrés oxidativo asociado a la pérdida de masa Osea en la

posmenopausia; por lo que se pretende estudiar este efecto.



Daniela Nutiez Nuiiez

3. Marco teérico

3.1 Estrés oxidativo

El envejecimiento se define como la suma de todas las alteraciones que se
producen en un organismo con el paso del tiempo, las cuales conducen a pérdidas
funcionales y finalmente a la muerte. La pérdida de capacidad regenerativa de los
diferentes tejidos con el envejecimiento (que a su vez conduce a una respuesta
alterada al estrés), ha llevado a la idea de que el envejecimiento se debe, al
menos en parte, a la pérdida de células madre adultas funcionales necesarias

para la reparacion tisular.’

Una de las hipdtesis mas estudiadas y aceptadas acerca de la base molecular del
envejecimiento ha sido la teoria del estrés oxidativo (EO), que sugiere que los
radicales libres formados enddgenamente en los procesos metabdlicos de
utilizacion del oxigeno pueden jugar un papel esencial en el proceso de
envejecimiento.* Los seres humanos necesitan oxigeno (O2) para la produccién de
energia, lo cual lo hace fundamental para la vida, sin embargo, muchas reacciones
en las que participa el O, originan especies reactivas, de ahi que el oxigeno sea

una molécula potencialmente tdxica.>>®

Se define como estrés oxidativo el desequilibrio bioquimico propiciado por la
produccion excesiva de especies reactivas (ER) y radicales libres (RL) que
provocan dafio oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser contrarrestado por
los sistemas antioxidantes (AOx).>’

Un radical libre es cualquier especie quimica con uno o mas electrones no
apareados en el ultimo orbital, capaz de reaccionar con multiples biomoléculas a
través de su oxidacion.>’ Dentro de este concepto general, las formas reducidas

del O, se denominan especies reactivas del oxigeno (ERO); en las que se
incluyen el anién superoxido (O2™°), el perdxido de hidrégeno (H20z), el radical

hidroxilo (OH®) y el oxigeno singulete ('0,).>®” Las ERO son producto del
metabolismo celular y fuentes exdgenas (rayos X, humo de tabaco, contaminacion

ambiental) y tienen una participacion dual en la célula, ya que pueden adoptar un



Daniela Nutiez Nuiiez

papel benéfico o perjudicial en los sistemas vivos.>’ Existen otros radicales libres
biolégicamente importantes como el hidroperoxido de lipidos (ROOH), lipido
peroxilo (ROO) y lipido alcoxilo (RO), los cuales estan asociados con lipidos de
membrana; 6xido nitrico (NO), dioxido de nitrogeno (NOz) y peroxinitrito (ONOO-),
que son especies reactivas de nitrégeno; y el radical tiol (RS), que tiene un
electron desapareado en el atomo de azufre.” El tipo mas frecuente es el RL del

oxigeno, particularmente el anién superéxido y el radical hidroxilo. "2

En los organismos vivos, las ERO tienen origenes endoégenos y exdégenos. Los RL
generados intracelularmente (Figura 1) actuan dentro y fuera de la célula. Su
produccién, accidental o deliberada, se localiza en cuatro fuentes.”®

a) Durante el metabolismo aerdbico normal, las mitocondrias consumen oxigeno
molecular y lo reducen secuencialmente hasta producir agua. Una pequefia
fraccion del oxigeno se metaboliza via reduccion univalente y los inevitables
productos intermedios de esta reaccion son el radical superdxido, el perdxido
de hidrégeno y el hidroxilo.

b) En los peroxisomas se encuentran diferentes proteinas que pueden generar
peréxido de hidrégeno como producto intermedio, dentro de las cuales estan:
acil-coA oxidasa, dopamina [3-hidroxilasa, urato oxidasa y otras.

c) El sistema enzimatico citocromo P-450 es un lugar importante de produccion
de RL, debido a que cuenta con la presencia de iones de metales de transicion,
oxigeno y ademas se realiza la transferencia de electrones. Las enzimas que
contiene este complejo son responsables del metabolismo oxidativo de
xenobidticos, sustratos exdgenos, en especial compuestos lipofilicos y
sustancias endégenas que aumentan la produccion de RL.%™

d) Los aniones superoxido y el oxigeno singulete pueden ser producidos cuando
los fagocitos, los cuales son células que forman parte del sistema inmunoldgico
(por ejemplo monocitos, neutréfilos y macrofagos), destruyen células
infectadas con bacterias o virus, mediante una descarga oxidante compuesta
basicamente por el peroxido de hidrogeno, acido hipocloroso, peroxinitrito,
ademas del oxigeno singulete y el anion superdxido. Aunque el uso de estos
metabolitos endogenos altamente reactivos en la respuesta citotoxica de los
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fagocitos también dafia los tejidos del huésped, su inespecificidad es una
ventaja ya que se ocupan de todos los componentes antigénicos de la célula

patégena. "®8 "

Fuentes endégenas de ERO y ERN

Oxidacién microsomal,
Flavoproteinas, enzimas CYP

Metales
de transicién

Oxidasas,

Flavoproteinas Xantina oxid
antina oxidasa
Mieloperoxidasa
Transporte de (Fagocitos)

electrones

Lipoxigenasas,
Prostaglandina sintasa
NADPH oxidasa

Figura 1. Fuentes enddgenas de especies reactivas de oxigeno. Modificado de
Belge E. 2016.’

Las fuentes exdgenas incrementan en forma notable la produccion de las ERO. Se
ha establecido que altas ingestas de algunos metales de transicion como el hierro
y cobre promueven la generacion de RL a partir de peroxidos. La capacidad de
estos iones para aceptar y donar electrones constituye la base para la formacion y
propagacion de muchas reacciones toxicas, debido a que juegan un papel
fundamental en la produccion de radicales hidroxilo in vivo.” Otras fuentes
exdgenas descritas son la radiacion, el humo del cigarro, algunos solventes
organicos y pesticidas, los productos de la oxidacion de lipidos en alimentos, la
radiaciéon solar, el ozono, productos quimicos industriales, las micotoxinas, la

hiperoxia y el sobreejercicio.® '
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La mayoria de las macromoléculas biolégicas pueden ser oxidadas por los RL; sin
embargo, las biomoléculas mas labiles son los lipidos. La peroxidacion de lipidos
es particularmente destructiva, ya que se desarrolla como una reaccion en cadena
autoperpetuante. Se inicia cuando las ERO atacan un acido graso poli-insaturado
(AGP) y le arrebatan un atomo de hidrogeno al grupo metileno adyacente al doble
enlace, para formar el RL acil acido graso. Rapidamente esta molécula adiciona
oxigeno y se transforma en un RL peroxilo acido graso que actua como
transportador de la reaccion en cadena ya que ataca a otros AGP e inicia nuevas
reacciones. Este mecanismo se facilita con la presencia de iones de metales de
transicion y por los dobles enlaces contenidos en la cadena AGP. Los productos
finales de la peroxidacion lipidica son lipoperdxidos (LPO) que al degradarse
originan nuevos RL y una amplia variedad de compuestos citotoxicos como los
aldehidos reactivos a,B insaturados, entre ellos 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), 2-
propenal (acroleina) y malondialdehido (MDA), este ultimo posee baja
toxicidad.®*”'> En comparaciéon con los RL, los aldehidos son relativamente
estables y pueden difundirse dentro o incluso salir de la célula y atacar objetivos
lejos del sitio de evento original. Por lo tanto, no solo son productos finales de
procesos de peroxidacion lipidica, sino que también pueden actuar como
segundos mensajeros citotdxicos.” Las consecuencias del dafio en la estructura
molecular del AGP son mas evidentes cuando estos lipidos forman parte de las
membranas celulares o subcelulares, ya que se altera su cohesion, fluidez,
permeabilidad y funcién metabdlica. Esta ultima forma es la que se relaciona con
el estrés oxidativo y el dafio celular.?

Las proteinas, péptidos y aminoacidos también constituyen un blanco para las
ERO, pero su accion es menos fuerte que la de los lipidos, debido al lento
progreso de las reacciones. La presencia de cantidades significativas de
aminoacidos aromaticos o sulfurados en una estructura proteinica la tornan mas
vulnerable a los RL. Estudios realizados in vitro precisan que las proteinas sufren
alteraciones localizadas en los sitios ligados a metales de transicion. Estos sitios

son particularmente susceptibles debido a la facilidad con que los metales ligados
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reaccionan con el peréxido de hidrogeno para formar iones hidroxilo los que,
posteriormente, atacan a los aminoacidos adyacentes. El dafo causado a las
proteinas puede causar la pérdida de la actividad catalitica de enzimas, dafios en
la integridad de proteinas estructurales o interrumpir la regulacién de las vias
metabdlicas. Una amplia variedad de enfermedades se han vinculado con la
presencia de proteinas oxidadas, por ejemplo: artritis reumatoide, caratogénesis y
Alzheimer.®8°

El ADN también constituye un blanco de ataque por parte de las ERO,
principalmente el ADN mitocondrial; debido a su localizacidn, se encuentra
expuesto a un flujo constante y elevado de ERO provenientes de la cadena
respiratoria; ademas, carece de histonas en su estructura lo que le resta
estabilidad. Por otra parte sus mecanismos de reparacion son menos eficientes.
Las EROs pueden causar entrecruzamiento de proteinas-ADN, intercambio de
cromatidas hermanas, dafo a la estructura de la desoxirribosa-fosfato y oxidacion
de las cuatro bases nitrogenadas. El dafo oxidativo al ADN es muy importante,
debido a que las bases nitrogenadas dafadas pueden generar mutaciones que a
su vez pueden resultar en carcinogénesis, apoptosis, necrosis y enfermedades

hereditarias.>®®

Los carbohidratos, como la glucosa y otros monosacaridos relacionados, sufren
peroxidacién bajo ciertas condiciones y forman compuestos dicarbonilicos y
peréxido de hidrogeno. La importancia de esto radica en que estas biomoléculas
una vez activadas pueden interactuar con otras y conformar nuevas asociaciones

moleculares.?

3.1.1 Sistema antioxidante
Para contrarrestar el efecto nocivo de los radicales libres, los organismos aerobios

cuentan con sistemas de defensa antioxidante (Cuadro 1), que incluyen
moléculas, enzimas y secuestradores quimicos que previenen el dafo oxidativo.™
Se conoce como antioxidante a cualquier sustancia que a bajas concentraciones,
comparado con el sustrato oxidable, retarda o previene significativamente la
oxidacion de ese sustrato, que puede ser: lipido, proteina, ADN o cualquier otro

tipo de molécula. %1°
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Los antioxidantes pueden actuar en diferentes etapas en una secuencia oxidativa,
de ahi que su sitio de accion puede ser intracelular, en la membrana celular o

extracelular.®'®

I.  Antioxidantes celulares. La proteccion antioxidante ocurre a diferentes
niveles:"

a) Previniendo la formacion de RL.

O

Interceptando los radicales cuando son formados.

O

)

) Reparando el dafio oxidativo causado por los radicales.

) Incrementando la eliminacién de las moléculas dafadas por medio de

apoptosis.
e) No reparando excesivamente las moléculas dafadas para minimizar la
introduccidén de mutaciones.
f) Induciendo y asistiendo los antioxidantes enzimaticos y agentes
detoxificantes.

[I.  Antioxidantes de la membrana celular. Se requiere de diferentes tipos de
antioxidantes: moléculas liposolubles en el interior de la membrana e
hidrosolubles en la parte externa, debido a la doble caracteristica de la
membrana celular (hidrofébica en el interior e hidrofilica en el exterior).®'

lll.  Antioxidantes extracelulares: Se han descrito en los liquidos celulares
algunas variantes de enzimas que actuan a este nivel. Diferentes proteinas que

abaten la disponibilidad de los pro-oxidantes como los iones metalicos (hierro y

cobre), por ejemplo: albumina, transferrina, ferritina, hemopexina, metalotioneina y

ceruloplasmina; compuestos de bajo peso molecular como: glutatidn, bilirrubina,

acido urico, vitamina C, vitamina E, vitamina A, carotenoides (licopeno, luteina y B-

caroteno) y proteinas con actividad de oxidacién-reduccion.® '3
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Cuadro 1. Sistemas de defensa contra el dano oxidativo.

Sistema Antioxidante

Antioxidante

1. Antioxidantes preventivos o primarios.
Suprimen la formacion de radicales libres

a. Descomposicion no-radical de
hidroperoxidos o perdéxido de hidrogeno
(H202).

b. Secuestro de iones metalicos cataliticos
por quelacion.

c. Remocion o depuracion de especies
reactivas de oxigeno.

2. Antioxidantes “atrapadores” de radicales o
secundarios. Atrapan radicales para inhibir la
cadena de iniciacion o romper la cadena de
propagacion.

3. Enzimas reparadoras y de novo o
terciarios. Reparan el dafo y reconstituyen
las biomoléculas.

Enzimas:
- Catalasa (CAT)
- Glutation peroxidasa (GPx)
Proteinas:
- Transferrina, ferritina
- Ceruloplasmina
- Albumina
- Metalotioneinas
Enzimas:
- Superdéxido dismutasa
(SOD)
a. Hidrofilicos:
- Vitamina C
- Acido urico
- Bilirrubina
- Albumina
b. Lipofilicos:
- Vitamina E
- Vitamina A y Carotenoides
- Melatonina
- Estrégenos
- Reparadoras de lipidos
- Reparadoras de proteinas
- Reparadoras de ADN

Tomado de Sanchez-Rodriguez MA, Mendoza Nufiez VM. 2003

3.2 Menopausia

La menopausia es el cese de los ciclos menstruales, sucede por atresia de los
foliculos ovaricos y su capacidad de producir estrégeno y progesterona ante el
estimulo de las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH). Se
diagnostica después de 12 meses de amenorrea no asociada con una causa

patoldgica, ya que puede ser inducida por cirugia, quimioterapia o radiacién.''

Durante la menopausia hay una disminucion sustancial en la cantidad de
estrogeno producido, este actua como una hormona lipofilica que ayuda a
promover las caracteristicas sexuales secundarias femeninas e induce también

una variedad de efectos beneficiosos en otras areas del cuerpo; especificamente,
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esta aumenta la produccidn hepatica de proteinas de union como la globulina,
mantiene un equilibrio de fluido apropiado en el cuerpo al permitir la retencién de
agua y sal, promueve la coagulacion, y permite un perfil lipidico favorable a través
de aumentos en la lipoproteina de alta densidad (HDL) y disminuciones en la
lipoproteina de baja densidad (LDL)."

La liberacién de estrégenos esta mediada por la FSH producida a partir de la
glandula pituitaria anterior, que a su vez estimula las células de la granulosa del
ovario para sintetizar el estrogeno. En el ovario, los estrogenos se producen a

partir de la conversion de los andrégenos a través de la enzima aromatasa.'*"’

El estrébgeno se sintetiza en tres formas: estradiol, estriol y estrona.
Especificamente, el 17p-estradiol es la forma mas comun y potente de estrogeno
que predomina durante los periodos premenopausico y perimenopausico; mientras
que la estrona, la forma mucho mas débil, es frecuente durante la fase
posmenopausica. La ultima forma de estrégeno se produce normalmente a partir
de la conversion de androstenediona en el tejido adiposo y el higado. Ademas de
producirse en los ovarios y una porcion del ovario conocida como el cuerpo luteo,
los estrogenos son sintetizados en cantidades mas pequefias por otros tejidos,
como las glandulas suprarrenales, las células grasas, el tejido mamario y los

hepatocitos."”

En la transicion menopausica las longitudes del ciclo menstrual se vuelven
irregulares, y las concentraciones de FSH aumentan en respuesta a
concentraciones disminuidas de hormonas ovaricas. A medida que progresa la
transicion, los ciclos menstruales se pierden y finalmente se detienen, al igual que

la ovulacion.®

El taller de etapas del envejecimiento reproductivo (STRAW= Stages of
Reproductive Aging Workshop) propuso una nomenclatura y un sistema de
estadificacion para el envejecimiento ovarico. Es ampliamente considerado como
el estandar de oro para caracterizar el envejecimiento reproductivo a través de la

menopausia (Figura 2)."°

11
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PP 0
Etapa -5 [-4 |-3b |-3a -2 [ -1 +1a[+1b [ +1c  [+2
Terminologia Reproductiva Transicién a la menopausi Posmenopausia

Temprana | Optima | Tardia Temprana | Tardia Temprana Tardia
Perimenopausia |
Duracién Variable Variable 1-3 anos 2 anos |3-6 anos | Vida restante

(1+1)

Criterios principales
Ciclo Variable | Regular | Regular | Cambios |Longitud Intervalo de
menstrual o regular sutiles en | variable amenorrea
el flupy |Diferencia |= 60 dias
la longitud | persistente
> 7 dias en
la longitud
de ciclos
consecutivos

Criterios de apoyo
Endocrinos

FSH Baja Variable* |1 Variable* |1>25 UI/L**|1 Variable | Estable

AMH Baja Baja Baja Baja Baja Muy baja

Inhibina B Baja Baja Baja Baja Muy baja

Recuento de Bajo Bajo Bajo Baja Muy bajo | Muy bajo

los foliculos

antrales

Caracteristicas descriptivas

Sintomas Probable- |Muy pro- Exacerbacion de

mente bablemente
sintomas  |sintomas
vasomotores|vasomotores

los sintomas de
atrofia urogenital

* Toma de la muestra de sangre en los dias 2 a 5 del ciclo; T = elevacién.
** Nivel esperado aproximado con base en estudios que utilizan el estandar hipofisario internacional actual.

Figura 2. Sistema STRAW + 10. Tomado de Kasper D, et al. 2016.%°

En la fase temprana de la perimenopausia, los intervalos menstruales comienzan
a variar en 7 dias o mas en ciclos consecutivos. Los cambios endocrinos incluyen
la disminucién de la inhibina B (una glicoproteina dimérica que suprime la FSH) y
el aumento ligero de los niveles de FSH con niveles conservados de estrogeno.
Los niveles de hormona antimulleriana (HAM) y el recuento de foliculos antrales

ovaricos disminuyen.'®°

La fase tardia de la transicion menopausica ocurre 1 a 3 afios antes del cese de la
menstruacion y se caracteriza por un aumento de los intervalos menstruales de
mas de 60 dias. Los niveles de FSH se incrementan (25 UI/L) hay también bajos
niveles de HAM, disminucién de foliculos antrales (AFC) e inhibina B."®"°

Los niveles de estrogeno continuan disminuyendo y los niveles de FSH aumentan

durante aproximadamente 2 afnos después de la menstruacion final. Luego,
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durante los proximos 3 a 6 afos, la FSH se estabiliza, sin embargo, son muy bajos
los niveles de FSH, HAM e inhibina B."® %%’

La transicion menopausica generalmente se produce entre los 45 y 55 afos de
edad."'® Factores como la edad en la cual las mujeres tienen la menarquia, el
uso previo de anticonceptivos orales, el indice de masa corporal, el origen étnico y
la historia familiar pueden afectar la edad en la que las mujeres tienen su periodo
menstrual final. Algunos estudios poblacionales sugieren que el tabaquismo y el
bajo nivel socioecondmico estan asociados con los periodos menstruales finales

prematuros.’

Los sintomas comunes de la menopausia a menudo comienzan durante la
transicion perimenopausica en una mediana de 50 afios o 5 afios antes de la
menopausia y continuan durante varios afos después, en algunas mujeres los

sintomas vasomotores contintian durante periodos de tiempo atn mas largos.'®

Entre los signos y sintomas que acompafian la transicion menopausica se
encuentran, la deficiencia estrogénica urogenital, dolores articulares y musculares,
cambios en el estado de animo, insomnio, disfuncion sexual, sintomas
vasomotores como bochornos y sudoracion ademas de la disminucion de la

memoria (Figura 3).""?2
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Sistema nervioso central Cambios en piel, mucosas y cabello
e Sintomas vasomotores ¢ Adelgazamiento de la piel

® Insomnio . e Elasticidad reducidaa

e Depresidn y ansiedad b Nl ¢ Hidratacion reducida

» Cambios cognitivos Q,H 2 ® Aumento de arrugas

 Migrafia e * Pérdida de cabello

Peso y cambios metabdlicos

¢ Aumento de peso

e Aumento de grasa visceral

* Aumento de la circunferencia en cintura

Funcion sexual
¢ Disminucion del deseo sexual
® Dispareunia

Sistema urogenital

¢ Sequedad vaginal

e Picazon vulvar y ardor

¢ Disuria

® Frecuencia urinaria

e Infecciones recurrentes del
tracto urinario inferior

Sistema musculoesquelético
¢ Dolor en las articulaciones
® Sarcopenia

Figura 3. Sintomas en la posmenopausia. Tomado de Monteleone P, et al. 2018.%
3.2.1 Densidad mineral 6sea en la posmenopausia

La palabra osteoporosis, etimolégicamente significa “hueso poroso”. Se define
como una enfermedad progresiva caracterizada por baja densidad mineral 0sea
(DMO), provocando una disminucion de resistencia que predispone a los
pacientes a mayor fragilidad del esqueleto y riesgo de fractura. La resistencia del

hueso refleja principalmente la integracién de la densidad y calidad 6sea.?**
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La densidad mineral 6sea es la medida de la cantidad de minerales que contiene
cierta area o volumen de hueso. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) el diagndstico de osteoporosis y osteopenia se basa en la DMO,
expresada como T-score. Osteoporosis es cuando el T score es menor a 2.5
desviaciones estandar (DE) inferior a la media encontrada en la columna, cadera o
mufecas de mujeres adultas, jovenes y sanas (T score < -2.5 DE). Se tiene

osteopenia cuando el valor de T score se encuentra entre -1y -2.5 DE 242027

En México se estima que 70% de las mujeres de 50 afios 0 mayores tienen
densidad mineral 6sea baja (50% con osteopenia y 20% con osteoporosis); este
porcentaje, proyectado a la poblacién del afo 2025, resultaria en 9,189,991
mujeres con densidad mineral 6sea baja. Se ha reportado que la incidencia de
fracturas de cadera es de 169 por cada 100,000 mujeres al ano. Esto sugiere que
el riesgo de fracturas de cadera en mujeres mexicanas de 50 afilos 0 mayores sera
de 8.5% por el resto de su vida.?*?® La osteoporosis en la mujer posmenopausica
es un problema de salud publica creciente que se debe prevenir, por lo que se

deben tomar en cuenta aspectos importantes en el metabolismo 6se0.?*

El hueso es un 6rgano dinamico que sirve funciones mecanicas y homeostaticas,
tales como la proteccion de los 6rganos internos y el suministro de palancas para
los musculos durante la locomocion. Ademas, el esqueleto alberga la médula
0sea, proporciona un nicho critico para la hematopoyesis y sirve como depdésito de
calcio, fosfato y carbonato. Sufre un continuo proceso de autoregeneracion
llamado remodelacion 6sea, en la cual se remueve el hueso viejo y se reemplaza
con hueso nuevo. Este proceso regenerativo ocurre en distintas areas del hueso
conocidas como unidades metabdlicas 6seas (UMO). Dentro de cada UMO la
formacion 6sea por osteoblastos y la resorcidn 6sea por osteoclastos se acopla
fuertemente en un delicado equilibrio para mantener la masa ésea y la fuerza para

resistir la deformidad. 2%

Aunque normalmente es estrictamente regulado, este equilibrio puede ser
interrumpido en diversas circunstancias. Por ejemplo, durante el envejecimiento de

las células mesenquimales (MCs, los progenitores de osteoblastos) se vuelven
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mas propensas a diferenciarse en adipocitos que en osteoblastos, lo cual conduce
a un exceso relativo de actividad de osteoclastos, favoreciendo una mayor

resorcion ésea y menos formacién 6sea.?>?

En contraste, la deficiencia de estrogenos en las mujeres posmenopausicas da
como resultado una diferenciacion y actividad de los osteoclastos desreprimidos
gue no se compensan por una actividad osteoblastica aumentada de manera
similar.?>*! El envejecimiento y la menopausia conducen asi a un aumento de la

fragilidad 6sea (osteoporosis) y un mayor riesgo de fractura.??

El cese de la funcién ovarica asociada con niveles reducidos de estrogeno en la
menopausia es el comienzo de la rapida pérdida 6sea en las mujeres. Durante la
transicion de la menopausia, los niveles séricos de 17[3-estradiol disminuyen en un
85-90% vy los niveles séricos de estrona disminuyen entre 65-75% de los niveles
medios premenopausicos. Esta fase de pérdida ésea acelerada puede persistir
hasta 10 afos después de la menopausia en la mayoria de las mujeres.30

Andrégenos
Precursor Precursor

hematipoyético mesenquimal

Células de
revestecimiento

T R

N/

/i
JO—
- 8

Figura 4. Efecto de los andrégenos y estrogenos en el remodelado 6seo. Tomado
de Manolagas SC, et al. 2013.%'
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Los mecanismos de deficiencia de estrogenos relacionados con la pérdida 6sea
son multiples; en general, el efecto de la deficiencia de estrégeno en el hueso es
el resultado de la pérdida de restriccidon y el control que el estrégeno tiene sobre

los mediadores de la resorcion dsea (Figura 4).3%"

Por lo general, el estrogeno puede inhibir la formacion y actividad de los
osteoclastos aumentando la produccion de osteoprotegerina (OPG) o el factor de
crecimiento transformante 3 (TGF-f). OPG es un receptor de sefiuelo soluble para
el ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) y TGF-$ induce la
apoptosis de los osteoclastos (Figura 5). Estudios in vitro e in vivo han demostrado
que el estrégeno suprime la produccion de RANKL por células osteoblasticas y
linfocitos T y B. El estrégeno también estimula directamente la apoptosis de
células precursoras de osteoclastos y disminuye la diferenciacion de precursores
de osteoclastos bloqueando la transcripcion dependiente de la proteina activadora,
activada por el factor estimulante de colonias RANKL/macrofago (M-CSF)

mediante la reduccion de la actividad c-Jun.3%33

RANKL -----. ..
> v +
Estrogenos + @ s
OPG

.
"""""

Figura 5. Efecto de los estrogenos sobre RANKL y OPG. Tomado de Riancho JA,
etal. 2011.%
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Indirectamente, el estrégeno puede suprimir la produccidén de citoquinas
reabsorbentes de hueso tales como interleucina (IL) -1, IL-6, TNF-a, M-CSF y
prostaglandinas. Finalmente, el estrégeno también es capaz de inhibir la actividad
de los osteoclastos maduros por mecanismos directos mediados por
receptores.?** Ademas de los cambios en los niveles de estrégeno, una reduccion
de la inhibina ovarica B a través de la transiciéon de la menopausia y los niveles
eleveados de la hormona foliculo estimulante también aumentan la remodelacion

6sea.>°

En otros tejidos, los efectos beneficiosos de los estrogenos, como aquellos en los
lipidos, células endoteliales, y las neuronas, se considera que se produce

mediante la mejora de defensa contra el estrés oxidativo.*

Existe la hipétesis de que el estrégeno tiene la capacidad de proteger el hueso
contra el estrés oxidativo por actuar como antioxidante. In vitro y experimentos con
animales, mostraron que la falta de estrégeno altera la generacion de especies
reactivas de oxigeno y la capacidad de defensa antioxidante de la célula, dando
lugar a una acumulacion de estas especies oxidantes, que a su vez, son capaces

de estimular la formacién de osteoclastos y la actividad de reabsorcién.?>°

Las cascadas de sehnalizacion pueden ser moduladas por ERO después del estrés
oxidativo o por generacion regulada por citoquinas de ERO o mediante la
modulacion de las defensas oxidantes. Por lo tanto, si el estrogeno aumenta las
defensas oxidantes en el hueso, esto podria modular la transducciéon de la sefal

en las células 6seas con vias de sefializacidn que son sensibles a ERO.*®

Una de las células que se ha demostrado que es activada por ERO es el
osteoclasto. Varias sefales esenciales para los osteoclastos son sensibles a la
activacion por ERO, incluyendo la quinasa amino-terminal de NF-kB, c-Jun (JNK),
PI3K y p38 MAP. Ademas, los osteoclastos contienen una NADPH oxidasa, una
enzima que es capaz de generar ERO regulada por citoquinas.*®

Los ERO son también potentes inductores en muchas células de TNF-q, y otras
citoquinas fuertemente implicadas en la pérdida Osea de la deficiencia de
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estrogeno. Por lo tanto, si el estrogeno aumenta las defensas oxidantes en el
hueso, la deficiencia de estrégenos podria estimular directa o indirectamente la

resorcion osea.®®

Dado el envejecimiento mundial de la poblacion, la osteoporosis y sus
consecuencias representan ahora un importante problema de salud publica, en
particular en las mujeres. Los tratamientos contra la osteoporosis posmenopausica
hasta ahora estan dirigidos a reducir las actividades de osteoclastos, en particular

a través de terapias de reemplazo hormonal.*

3.3 Estrés oxidativo en la menopausia

El estrés oxidativo juega una parte importante del proceso de envejecimiento y
resulta de la sobreproduccion de radicales libres como las especies de oxigeno
reactivo que abruman los mecanismos de defensa antioxidante del
cuerpo. Normalmente, los antioxidantes neutralizan los ERO y ayudan a prevenir
la sobreexposicidn del estrés oxidativo. Sin embargo, a medida que el cuerpo
envejece, los niveles de antioxidantes disminuyen, dejando al cuerpo humano
susceptible a una variedad de patologias relacionadas con la edad. Esta
disminucién combinada con una pérdida gradual de estrégeno en el sistema
reproductivo femenino esta altamente asociada con las diversas secuelas de la
menopausia como enfermedades del corazdn, trastornos vasomotores vy
osteoporosis.'” Se ha demostrado que la marcada reduccién del estrogeno
aumenta los niveles de estrés oxidativo en el cuerpo, dependiendo de la

concentracion y estructura quimica de esta hormona.'”*’

Las concentraciones séricas de citocinas inflamatorias y biomarcadores pro-
oxidantes como el glutatién, el 4-hidroxinenal y el malondialdehido son mayores
en las mujeres posmenopausicas que en las mujeres premenopausicas. La
elevacion de citoquinas y biomarcadores pro-oxidantes sugiere que hay un alto
grado de estrés oxidativo en el estado posmenopausico.'’

Los estrégenos por si mismos, son antioxidantes, ya que poseen un anillo fenol, el

cual puede actuar como un barredor de radicales libres y, a la vez, le permite
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donar un atomo H'. Esta propiedad le posibilita al estrogeno intervenir en
diferentes etapas de la oxidacion lipidica. Estudios in vitro han evidenciado la
capacidad antioxidativa de los estrogenos, al disminuir la oxidacion de LDL y el
CuSOy4, e incluso se ha mostrado una disminucidn de lesiones inducidas por
radicales libres en cadenas de ADN.®

Se ha demostrado que los diferentes estrogenos y sus metabolitos poseen
capacidades antioxidantes. En un estudio comparativo in vitro entre algunos tipos
de estrogenos, se logré clasificar la capacidad antioxidante de mayor a menor:
estradiol > estrona > equilina > estriol. El estradiol y la estrona, junto a sus
metabolitos catecol, muestran capacidad antioxidativa en concentraciones
micromolares, en tanto los metabolitos metoxi tienen la misma capacidad
antioxidativa a concentraciones de picomolares. Los metabolitos estrogénicos,
catecolestrogenos y metoxiestrogenos, ademas de funcionar como barredores de
radicales libres, también reducen y mantienen reducidos los metales de transicion

Fe y Cu, lo cual previene que éstos acttien como prooxidantes.®

3.4 Terapia hormonal
Frente a todos los efectos que la falta de estrogenos tiene en la mujer, se plantea

la terapia hormonal (TH) y otras posibilidades terapéuticas con el fin de
contrarrestar esta situacién involutiva de la mujer.*® Se define como TH el uso de
estrogenos solos (terapia estrogénica) o combinados con progestinas (terapia
combinada continua o secuencial) para el manejo de los padecimientos asociados

con la menopausia.®®

La terapia hormonal constituye la opcion mas efectiva para tratar los sintomas
vasomotores y de deficiencia estrogénica urogenital. Otros sintomas relacionados
con la menopausia, como dolores articulares y musculares, cambios en el estado
de animo, disturbios del suefio, disfuncion sexual y disminucion de la libido pueden
mejorar durante el tratamiento con la terapia hormonal. El tratamiento con terapia
hormonal individualizada, incluyendo preparaciones androgénicas cuando sea

necesario, mejora la sexualidad y la calidad de vida en general.®*°
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Las dosis utilizadas en la TH deben ser las dosis efectivas mas bajas. Aun no se
dispone de datos suficientes acerca de las implicaciones cardiovasculares y el
riesgo de fractura asociados a dosis bajas a largo plazo.*

En general, los progestagenos deben ser adicionados a los estrogenos sistémicos
en todas las mujeres que poseen utero, con el fin de prevenir la hiperplasia y el
cancer endometrial.>®%

La terapia hormonal con andrégenos se debe reservar para aquellas mujeres que
presenten signos y sintomas clinicos de deficiencia androgénica; produce efectos
benéficos significativos, en particular en la calidad de vida y en la funcién sexual,
en mujeres con ooforectomia bilateral o falla adrenal.*°

El tratamiento debe ser individualizado y debe tratarse a toda aquella mujer en la
que el beneficio supere al riesgo. La TH es el tratamiento de eleccién en las
mujeres con menopausia precoz y ooforectomia bilateral con alto riesgo de
osteoporosis, asi como en las pacientes con menopausia reciente sintomaticas
(periodo menor a 3 anos), debido principalmente al efecto beneficioso de esta
terapia en el riesgo de enfermedad cardiovascular y en la funcién cognitiva.®

La terapia hormonal debe ser parte de una estrategia que incluya
recomendaciones de estilo de vida, como alcanzar y conservar el peso adecuado
con una alimentacion correcta y actividad fisica regular, ademas de mantener una
presion arterial < 130/80 mm Hg y niveles de colesterol total < 200 mg/dL,
lipoproteina de alta densidad por encima de 50 mg/dL, triglicéridos < 150 pg/dL y
la glucosa en ayunas < 120 mg/ dL. Asi como erradicar los habitos del tabaquismo
y alcoholismo.>®

Ademas de la terapia hormonal sustitutiva con estrogenos existen otras
alternativas entre las que se encuentran los inhibidores selectivos de la recaptura
de serotonina (ISRS), los inhibidores selectivos de la recaptura de noradrenalina
(ISRN) y la gabapentina que son eficaces para reducir los sintomas vasomotores,
los fitoestrogenos (p.ej. isoflavonas) y tibolona, un esteroide sintético, el cual es el

tratamiento a evaluar en este estudio.*!424
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3.4.1 Tibolona
La tibolona es un regulador sintético selectivo de la actividad estrogénica tisular,

ademas tiene efectos progestagénicos y androgénicos. Esta indicada para el
tratamiento sintomatico de los sofocos y otros sintomas debidos a la menopausia,
la prevencion de la osteoporosis en mujeres posmenopausicas y el aumento de la
densidad mineral O6sea en pacientes con osteoporosis posmenopausica
establecida.** La tibolona es metabolizada hacia dos metabolitos estrogénicos, 3a
hidroxitibolona y 3B hidroxitibolona, los cuales circulan predominantemente en sus
formas sulfatadas inactivas (Figura 6).**“® Estos metabolitos sélo se vuelven
estrogénicamente activos cuando el grupo sulfato es separado por la enzima
sulfatasa en los tejidos blanco. La tibolona en si misma y su metabolito 33 pueden
ser convertidos en un A4-isbmero, el cual puede unirse y activar los receptores de
progesterona y andrégeno.*® La tibolona también disminuye significativamente la
globulina transportadora de hormonas sexuales y aumenta la testosterona libre

circulante, aumentando mas su androgenicidad.*’

OH

/ "y,

‘ Tibolona

1

AKRI1C4/AKR1C3 AKRICI/AKR1C2

l

3a-OH tibolona 3B-OH tibolona A4 tibolona
(efectos estrogénicos) (efectos estrogénicos) (efectos progestacional
T ~ androgénico)
Sulfotransferasa Sulfotransferasa Sulfotransferasa
sulfatasa sulfatasa sulfatasa

W
Compuestos de tibolona
sulfatados

(la mayoria inactivos)

AKRI1C#: aldo-ceto reductasa familia 1, miembro #

Figura 6. Estructura quimica de tibolona y sus metabolitos. Tomada de Pinto-
Almazan, et al. 2017.%®
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Este farmaco muestra una accién distinta de acuerdo con los diferentes tejidos
sobre los que actua, ya que se establece un metabolismo especifico propio de
cada tejido debido a que induce una actividad enzimatica caracteristica que
determina cual metabolito va a estimular al receptor celular. Por esta actividad
farmacoldgica se le conoce como STEAR del inglés Selective Tissue Estrogenic
Activity Regulator.*®

La tibolona tiene accién estrogénica en el hueso, la vagina y el cerebro; el efecto
es progestacional sobre el endometrio y androgénico sobre el higado y el cerebro.
En la glandula mamaria la tibolona inhibe la actividad de la sulfatasa y la 17[3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa resultando en un bloqueo a la conversion de
estrona a estradiol. Se ha propuesto que este bloqueo protege del desarrollo de
cancer, adicionalmente no aparece congestién mamaria ni mastalgia.*> Al mismo
tiempo, por la accion androgénica se frena la actividad endometrial del utero y por
ello los sangrados son esporadicos y minimos, lo que permite utilizar la tibolona
en mujeres que conserven el Gtero.***°

La tibolona trata los sintomas climatéricos y previene efectos a largo plazo de la
menopausia, como la osteoporosis, porque inhibe la resorcién de masa ésea por
su efecto estrogénico, asi mismo reduce las sofocaciones y los sintomas
vasomotores. Como androgeno, mejora la libido, la sequedad vaginal y la
dispareunia, repercutiendo positivamente sobre el estado emocional asi como la
calidad del suefio; reduce los niveles de colesterol total, triglicéridos y colesterol de
alta densidad sin afectar el de baja densidad.***’

En la mujer posmenopausica la tibolona se da como terapia hormonal sustitutiva a
dosis de 2,5 mg/dia, se absorbe rapidamente en el intestino y alcanza su maxima
concentracion en la sangre a las 4 horas, posteriormente se metaboliza en el
higado, eliminandose por la orina y las heces. En total la vida media de depuracion
es cercana a 45 horas.*>* En algunos estudios se ha informado la ocurrencia de
incremento del peso corporal, acné, piel grasosa, discreto aumento del vello facial
y sangrado.*®

Como se ha mencionado la tibolona tiene efecto estrogénico sobre el hueso, esto

debido a que los metabolitos 3a hidroxitibolona y 3B hidroxitibolona se unen a los
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receptores estrogénicos (RE), controlando de esta manera la resorcion Osea
mediada por los osteoclastos. Estos metabolitos también tienen un efecto
antioxidante a nivel de hueso, ya que disminuye la generacién de ERO inhibiendo

asi la formacién de osteoclastos y la actividad de resorcion.?3%:333%51

En la posmenopausia debido a la disminucién de los estrogenos, la mujer pierde
proteccion antioxidante. Ademas, ocurren diversos sintomas y procesos que
afectan la calidad de vida de la mujer, uno de ellos es la pérdida de densidad
mineral ésea. La terapia hormonal con tibolona ademas de tener un efecto

benéfico en la masa dsea tiene un posible efecto antioxidante.

4. Planteamiento del problema

La posmenopausia es una etapa en la mujer en donde se presentan diversos
cambios, tanto fisicos como emocionales debido a la subita disminucion de los
niveles de estrogenos que acompafan el proceso de la menopausia. Estas
hormonas son importantes para mantener un equilibrio bioquimico entre las
funciones oxidantes y antioxidantes, por lo que su disminucién provoca un
desequilibrio oxidativo, repercutiendo en diversas funciones que se llevan a cabo
en el organismo de la mujer, entre éstas se encuentra la disminucion de la
densidad mineral 6sea.

Los estrogenos tienen efecto protector en el hueso, su funcion mas importante se
lleva a cabo en el control de la resorcion 6sea, actuando especificamente sobre
los osteoclastos, de tal manera que su disminucién provoca mayor pérdida de
densidad mineral 6sea junto con el aumento de estrés oxidativo. Por otro lado, la
terapia hormonal con tibolona, al ser una molécula con acciones estrogénicas,
podria ser capaz de aumentar los niveles de DMO en mujeres posmenopausicas y
disminuir el estrés oxidativo; por lo que, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion:

¢ Cual es el efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo asociado a la pérdida de

densidad mineral 6sea en la posmenopausia?
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5. Hipotesis

Se han estudiado los mecanismos en las células 6seas en donde la deficiencia de
estrogenos afecta el equilibrio de la formacion y resorcion del hueso, ademas,
siendo estas hormonas antioxidantes, al disminuir se observa un desequilibro en el
sistema oxidativo de las mujeres posmenopausicas que puede estar aumentado si
se tiene osteoporosis. Hay evidencia de que la tibolona tiene efecto estrogénico y
un posible efecto antioxidante; por lo que suponemos que la terapia con tibolona
puede contrarrestar el estrés oxidativo asociado a la pérdida de la densidad

mineral 6sea en las mujeres que atraviesan la posmenopausia.

6. Objetivos

General

Determinar el efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo asociado a la pérdida
de la densidad mineral 6sea en la posmenopausia.

Especificos

- Analizar el grado de estrés oxidativo mediante la cuantificacion de los
marcadores: Lipoperéxidos plasmaticos, las enzimas antioxidantes superéxido
dismutasa y glutation peroxidasa, la razon SOD/GPx, el acido urico y la puntuacién
de estrés oxidativo.

- Establecer la posible relacion entre la pérdida de masa 6sea y el estrés oxidativo

en la posmenopausia.

7. Material y métodos

7.1 Diseio experimental
Ensayo clinico controlado doble ciego

7.2 Universo de estudio
51 mujeres posmenopausicas de 45 a 59 afos de edad, residentes de la ciudad

de México y area metropolitana.

7.3 Criterios de inclusidén, exclusion y eliminacion
Inclusion

- Mujeres posmenopausicas de 45 a 59 afos de edad.
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- Clinicamente sanas o con enfermedades cronico-degenerativas controladas
- Residentes de la Ciudad de México y area metropolitana
- Mujeres con menopausia natural

- Sin ingesta de suplementos antioxidantes

- Sin ingesta de suplementos con calcio

- Que hayan firmado el consentimiento informado
Exclusion

- Ingesta actual de terapia hormonal

- Cancer de cualquier tipo

- Cirrosis o disfuncién hepatica

- Trombosis profunda

- Tromboembolia pulmonar

- Sangrado genital anormal sin diagnostico

- Embarazo

Eliminacion

- Inasistencia a toma de muestra

- Inasistencia a entrega de tratamiento

- Presencia de reacciones adversas

- Abandono por decision propia

7.4 Variables
Independiente

- Terapia hormonal
Dependientes

- Estrés oxidativo
- Densidad mineral 6sea

Interviniente

- Factores pro-oxidantes del estilo de vida: tabaquismo, ingesta de alcohol y

café, sedentarismo e insomnio.
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Variables Definicién Nivel de medicién  Categorias
Terapia hormonal Tratamiento Cualitativa nominal - Con tibolona
con tibolona farmacoldgico  con - Con placebo

un esteroide

sintético con

actividad

estrogénica.”’

Estrés oxidativo Desequilibrio Cuantitativa - LPO (umol/L)
bioquimico continua - SOD (U/gHb)
propiciado por la - GPx (U/gHb)
produccién excesiva - SOD/GPx
de especies - Acido drico (umol/L)

Densidad mineral
Osea
Factores pro-

oxidantes del estilo
de vida

reactivas y radicales
libres que provocan
dafo oxidativo a las
biomoléculas y que

no puede ser
contrarrestado  por
los sistemas
antioxidantes.®

Cantidad de

minerales en los
huesos.?

Comportamientos
que tienen impacto
en la salud, que
incluye: tabaquismo,
ingesta de alcohol,
ingesta de café,
inactividad fisica,
horas de suefio y
obesidad.?**®

Cualitativa nominal

Cuantitativa
continua

Cualitativa nominal

Cualitativa nominal

- Puntuacion de EO

LPO altos = 0.320
pmol/L

SOD baja = 1.20
U/gHb

- GPx baja < 56.3 U/gHb
- SOD/GPx alta 2 0.023
- Acido urico bajo < 268
pmol/L

- gramos por centimetro
cuadrado

- Entre + 25 y -1 DE
DMO normal

- Debajo de -1 DE DMO
baja

- Tabaquismo positivo:
Mas de 2 cigarros al
dia.

Ingesta de alcohol
positivo: Mas de 2
copas al dia.

Ingesta de café: Mas de
2 tazas al dia.

Inactividad fisica:
Cuando se realiza
menos de 30 minutos
de ejercicio fisico en el
dia.

Horas de suefio:
Menos de 6 horas al dia
- Obesidad: IMC > 30
kg/m?

27



Daniela Nutiez Nuiiez

7.5 Descripcién general del estudio
Para reclutar participantes se elaboraron carteles y volantes (ANEXO 1) con los

cuales se hizo la invitacion a mujeres de 45 a 59 afos, dentro de las instalaciones
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza y en los alrededores de la misma.
Se dio una platica en la facultad en la que se les brindd informacion acerca de la
menopausia en general y de lo que trata el proyecto de investigacion, asi como
resolucidn de dudas. A las mujeres interesadas en participar en el proyecto se les
aplicé el cuestionario de climaterio (ANEXO 2), del cual se obtuvo un panorama
general de las mujeres que pudieran cumplir con los criterios de inclusion en el
estudio.

Una vez seleccionadas las mujeres que cumplieron con los criterios de inclusion
se les aplicaron los instrumentos: Cuestionario de estilo de vida (ANEXO 3) y
Cuestionario de salud y polifarmacia (ANEXO 4), asi mismo para participar en el
proyecto, se les pidid su firma para el consentimiento informado (ANEXO 5). Se
les realizaron los examenes de mastografia y papanicolaou al inicio para que
ingresaran clinicamente sanas.

Las mediciones de estrés oxidativo y la aplicacion de los instrumentos se
realizaron en dos momentos, antes de empezar a tomar el tratamiento (estado
basal) y a los 6 meses después de iniciado el mismo.

Se tomaron mediciones antropomeétricas de peso y talla, se calculé el IMC, se
midio circunferencia de la cadera y la cintura e ICC, y se midio la tensién arterial.
Se realiz6 toma de muestra sanguinea en ayunas, con tubos al vacio sin y con
anticoagulante (EDTA y heparina). Estas muestras se utilizaron para realizar los
estudios de biometria hematica (hemoglobina, hematocrito, leucocitos, eritrocitos),
quimica sanguinea de 6 elementos (glucosa, colesterol, triglicéridos, acido urico,
HDL y albumina); asi como para la medicion de los marcadores de estrés
oxidativo: lipoperéxidos plasmaticos, las enzima antioxidantes eritrocitarias
superoxido dismutasa y glutation peroxidasa. También se calculdé la razédn
SOD/GPx.

Se asigno de manera aleatoria el tratamiento con tibolona o placebo y se entreg6

cada mes un frasco durante 6 meses. La terapia hormonal fue: un frasco con 30
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tabletas de tibolona de 2.5 mg o un frasco con 30 tabletas de placebo, el cual
presentaba las mismas caracteristicas del tratamiento.

La determinacion de densidad mineral ésea se realizO mediante densitometria
O0sea (DXA), y se llevo a cabo en el Hospital Infantil de México Federico Gomez,
en estado basal y a los 6 meses de haber tomado el tratamiento con tibolona o

placebo.

Seguimiento

A la platica informativa asistieron 146 mujeres. Se excluyeron 95, de las cuales 89
no cumplieron con los criterios de inclusion para este estudio, 6 cumplian con los
criterios de inclusion, pero no tuvieron interés en participar.

Por lo que se incluyeron 51 mujeres, 27 fueron tratadas con tibolona y 24 con
placebo. En el grupo de tibolona 9 mujeres en total abandonaron el estudio; 5 de
ellas mostraron desinterés, una mas refirio6 cuestiones laborales y sintomas
negativos con el tratamiento (somnolencia, mialgia, depresioén y debilidad), a otra
participante le realizaron una colecistectomia, otra refiri6 no tener mejoria y una
mas tenia problemas en esdéfago por lo que decididé no continuar.

Por lo que se refiere al grupo con placebo abandonaron el estudio 4 participantes
en total, de las cuales 1 cambié de domicilio y 3 dejaron de contestar las llamadas
de seguimiento (Figura 7).
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Grupo de estudio
n= 146
Excluidas n= 95
No cumplieron con criterios de

inclusion n= 89
No quisieron participar n= 6

Otras razones n=0

Participantes seleccionadas

n= 51
Tibolona Placebo

n=27 n= 24

Pérdidas n=9 Pérdidas n=4
Basal n=27 Basal n=24
6 meses n=18 6 meses n=20
Datos analizados Datos analizados
n=18 n=20

Figura 7. Seguimiento de las participantes en el ensayo clinico.

30



Daniela Nutiez Nuiiez

7.6 Técnicas

7.6.1 Lipoperéxidos

Esta técnica utiliza el malondialdehido como marcador de lipoperoxidacion,
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 es plasma heparinizado, al cual se adicionan 10 uL
de BHT 2 mmol por cada mililitro de plasma en caso de que no se vaya a ensayar
inmediatamente, para prevenir la auto-oxidacién de la muestra.

El método utilizado se basa en el analisis realizado por Jentzsch en 1996 en

relacion al malondialdehido en fluidos corporales humano.

Procedimiento:
Muestras

1. Se marcaron los tubos de vidrio necesarios.

2. Se descongelaron las muestras y se centrifugararon a 3000 rpm durante cinco
minutos.

3. Una vez descongeladas y centrifugadas se midieron 400 yL de plasma
heparinizado en el respectivo tubo y se agregaron 50 yL de BHT 12.6 mM y
400 pL de acido ortofosforico 0.2 mol/L consecutivamente, se mezclaron y se
agitaron en vortex por 10 segundos.

4. Se adicionaron 50 pyL de TBA 0.11 mol/L, se mezclaron y agitaron en vortex
por 10 segundos.

5. Se taparon los tubos y se colocaron en un bafo de agua a 90°C por 45
minutos.

6. Se sacaron los tubos del bafio y se colocaron en hielo, una vez frios, se
agrego a cada tubo 1200 mL de butanol y 100 uL de solucion saturada de
cloruro de sodio.

7. Se mezclaron y agitaron en vortex por 10 segundos. Posteriormente se
centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos.
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8. Se extrajo el sobrenadante y se leyd contra blanco de butanol a 535 nm y a
572 nm para hacer correccién de lectura por presencia de aductos coloridos
que se forman durante la reaccién y se calcul6 la diferencia.

9. Se calculd el delta de absorcion sustrayendo la lectura obtenida a 572 nm de
la lectura de 535 nm.

10.La concentracion de lipoperéxidos se calculd al interpolar en la curva estandar
construida cantidades crecientes de la sustancia patrén que es el 1,1,3,3-
tetrametoxipropeno (TMP).

Curva de calibracion

Para la recta se prepararon las siguientes soluciones a partir de la solucion patron

que es el TMP.

a) TMP 1 mM: se diluyeron 17 uL de TMP en 100 mL de agua destilada (solucién
madre preparada en funcion del peso molecular del TMP)

b) TMP 0.2 mM: se tom6 1mL de TMP 1 mM y se afadieron a 4 mL de agua
bidestilada.

Se prepararon ocho tubos de concentraciones crecientes como se muestra a

continuacion:

Tubo TMP (ulL) H,O (mL) MDA (umol/L)
1 0 1.000 0
2 5 0.995 0.2
3 10 0.990 0.4
4 20 0.980 0.8
5 30 0.970 1.2
6 50 0.950 20
7 70 0.930 2.8
8 100 0.900 4.0
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1. Se marcaron otros ocho tubos y se midieron 400 yL de cada estandar en el
respectivo tubo, 50 yL de BHT 12.6 mM y 400 uyL de acido ortofosforico 0.2
mol/L consecutivamente, se mezclaron y se agitaron en voértex por 10
segundos.

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

3. Se taparon los tubos y se colocaron en un bafio de agua a 90°C por 45
minutos.

4. Se sacaron los tubos del bafio y se colocaron en hielo, una vez frios, se
agrego a cada tubo 1200 mL de butanol y 100 yL de solucion saturada de
cloruro de sodio.

5. Se mezclaron y agitaron en vortex por 10 segundos. Posteriormente se
centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos.

6. Se extrajo el sobrenadante por pipeteo y se leyé contra blanco de butanol a
535 nm y a 572 nm para hacer correccion de lectura por presencia de aductos
coloridos que se forman durante la reaccion y se calculé la diferencia.

7. Se calculd el delta de absorcion sustrayendo la lectura obtenida a 572 nm de
la lectura de 535 nm.

8. Se construyo la recta concentraciones vs delta de absorbancia.

9. Se interpolaron los deltas de absorbancia de las muestras para obtener la

concentracion de lipoperoxidos en umol/L.

7.6.2 Superoéxido dismutasa
En la cuantificacion de la actividad de SOD se empled el equipo comercial

RANSOD superoxido dismutasa (Randox Laboratorios Ltd, UK) que se basa en el
uso de xantina y xantinoxidasa (XOD) para formar radicales superéxido.

Xantina —2X22—» Acido urico + 05

Los radicales superoxido formados reaccionan con cloruro de 2-(4-yodofenil)-3-(4-

nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T.) para formar un colorante formazan rojo.

I.N.T: Oy Colorante formazan
e
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Se mide la actividad de la superoxido dismutasa por el grado de inhibicion de la

reaccion:
O,y "+ O™ + 2H" i; O, + H,Oo
Procedimiento

1. Se tomaron 500 uL de la muestra de sangre total y se lavaron los eritrocitos
3 veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9%, se centrifugaron durante 10
minutos a 3000 rpm después de cada lavado.

2. Al botdén de eritocitos lavados, se adicionaron 2 mL de agua bidestilada fria,

se mezclaron y se dejaron reposar durante 15 minutos a 4°C.

3. Del lisado se tomaron 100 ulL y se diluyeron con 1.9 mL de tampdn fosfato
0.01 mmol/L pH 7.0.
4. El espectro se puso a cero utilizando como blanco la solucion

amortiguadora de fosfatos, se encendié la unidad de temperatura anexa al
espectro y se ajusto a 37 °C. Las lecturas se realizaron a 505 nm.

5. Se pipetearon 0.03 mL de la muestra diluida y se colocé en un bafo a
37°C, se le adicion6 1 mL de sustrato mixto previamente colocado en el bafo a
37°C (xantina 0.05 mmol/L, [.N.T. 0.025 mmol/L, solucion preparada siguiendo las
instrucciones del estuche) y se mezclé.

6. Se agregaron 0.15 mL de xantin oxidasa a 37°C (xantin oxidasa 0.94
mmol/L, preparada siguiendo las instrucciones del estuche) y simultaneamente se
activd el crondmetro. Se mezcld y se registrd la absorbancia A4 al cabo de 30
segundos y se leyo la absorbancia final A, transcurridos 3 minutos mas.

7. Se calcul6 el delta restando la absorbancia A1 de la A, y se dividid entre tres
para obtener la actividad por minuto.

8. Se siguieron los pasos 5 al 7 utilizando como muestra 0.03 mL de agua
destilada para obtener el blanco, se hizo por duplicado y se calculé el promedio.

9. Para determinar el porcentaje de inhibicion se realizo el siguiente calculo:

(Delta/ min muestra * 100) o
100 — , = % de inhibicion
Delta/ min blanco
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10. 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 inhibicién)*100

Finalmente para obtener la actividad de SOD en U/g Hb se realizé el siguiente
calculo:
SOD U/g Hb = (SOD U/mL + Hb)/ 10

7.6.3 Glutatiéon peroxidasa
Para la cuantificacion de la actividad de glutation peroxidasa se utilizé el estuche

comercial de Randox, Ransel glutation peroxidasa. Este método esta basado en el
trabajo de Plagia y Valentine. La glutation peroxidasa cataliza la oxidacion del
glutation (GSH) por el hidroperoxido de cumeno.

2GSH + ROOH —&2 3 ROH + GSSG + H,0

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

GSSG + NADPH + H* _®® | NADP" + 2GSH
Procedimiento:

1. Se diluyeron 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de solucion
diluyente, preparada siguiendo las instrucciones del proveedor.

2. Se incubaron durante 5 minutos, posteriormente se adicion6 1 mL de
reactivo de Drabkin a doble concentracion. Una vez agregado el Drabkin las
muestras se analizaron en los siguientes 20 minutos.

3. Se puso a cero el espectro usando agua en ambas celdas, se encendio la
unidad anexa y se ajustd a 37°C. La reaccion se ley6 a 340 nm contra blanco de
agua.

4. Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de la muestra diluida en un bafo de
agua a 37°C y se le agregd 1 mL de reactivo de trabajo (glutation 4 mmol/L,
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glutation reductasa = 0.5 U/L y NADPH 0.34mmol/L, preparado de acuerdo a las
instrucciones del proveedor y puesto previamente en un bafio a 37 °C), se mezclé.
5. Al tubo se agregaron 0.04 mL del reactivo de cumeno (hidroperoxido de
cumeno 0.18 mmol/L, preparado de acuerdo a las instrucciones del proveedor)
perfectamente agitado y también previamente colocado a 37° C. Simultaneamente
se cronometré y se registro la absorbancia A4 trasncurrido un minuto, Ay
transcurridos dos minutos y Az a los tres minutos.
6. Se midieron 0.02 mL de agua como blancos y se trataron siguiendo los
pasos 3y 4.
7. Se calcularon los deltas de absorbancia de muestras y blancos:
A=A-As

8. Se promediaron los deltas de los blancos y se restaron del delta de las
muestras:

Amuestra = Aplanco
9. Para calcular la actividad de la enzima en U/L se multiplicé la diferencia de
los deltas por 8412 (para hacer el ajuste de unidades) y por 41 (es el factor de
dilucion).
7.6.4 Constructo para evaluar el estrés oxidativo
Las ERO tienen funciones fisiologicas como segundos mensageros en vias de
sefalizacion por lo cual el estrés oxidativo no es dafino per se, Sanchez-
Rodriguez y col. proponen que solo el EO severo es peligroso para la salud. Asi
mismo proponen un constructo dinamico e integral en el que se consideran las
principales biomoléculas oxidadas (LPO y ADN) y los componentes antioxidantes
(enzimaticos y no enzimaticos) mas facilmente medibles en una muestra
sanguinea, integradas como una puntuacion de estrés (PE), la cual permite
establecer el grado de EO. Esta forma de medir el EO tiene la ventaja de
considerar la razén SOD/GPx, que también es un marcador de oxidacion.
Se calculd la puntuacion de estrés a partir de los valores de corte para los
biomarcadores de estrés oxidativo obtenidos al percentil 90 de una poblacion de
adultos jovenes sanos: lipoperéxidos = 0.320 pymol/L, superoxido dismutasa < 1.20
U/g Hb, GPx < 56.3 U/g Hb, SOD/GPx = 0.023 y acido urico < 268 umol/L. Se
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asigno el valor de 1 a cada medicién que era mayor o menor del valor de corte de
cada biomarcador. La puntuacion de estrés puede tener valores entre 1y 5.

7.6.5 Absorciometria con rayos X de doble energia (DXA)
Los diferentes densitdmetros DXA se basan en el mismo principio: la absorcién

variable de los rayos X por los diferentes componentes del organismo y emplea
fotones de rayos X de alta y baja energia. Dependiendo de los equipos, estos
fotones pueden obtenerse por dos mecanismos. En unos casos, el generador
emite de forma alternante radiacion de alto (140 kVp) y bajo (70-100 kVp)
kilovoltaje mientras se desplaza sobre la superficie del cuerpo que va a estudiar.
En otros, el generador emite un haz constante a la vez que se interpone un filtro

de tierras raras que separa fotones de alta (70 KeV) y baja energia (40 KeV).>**°

Los equipos disponibles incorporan distintos tipos de hardware (filtros,
colimadores, detectores) y software (algoritmos de analisis). La fuente de rayos X
puede emitir un haz en lapicero (colimador puntual), que es registrado por un
unico detector, o un haz en abanico (colimador de hendidura), que es registrado
por un detector multiple. Este ultimo sistema reduce el tiempo de adquisicion y
mejora la calidad de la imagen. A su vez, el algoritmo de analisis discrimina de
forma variable hueso y tejidos blandos. Las principales modalidades de la DXA en
la practica clinica son la densitometria 6sea axial con mesa estable (técnica de
eleccion para cuantificar la DMO) y la densitometria de cuerpo entero, utilizada
para establecer la composicién corporal.>

El calculo de la densidad se realiza a través de un proceso matematico que se
inicia con la diferenciacion del tejido 6éseo respecto a los tejidos blandos diferencial
de la captacién del haz de baja y alta energia, determinacion del area explorada
(cm?), determinacién del contenido mineral éseo (CMO, g) y con el cociente de
ambos se obtiene la densidad por unidad de superficie (densidad mineral 6sea

[DMO], g/cm?) en cada subsector de la regién 6sea explorada.>

Los tiempos de exploracién se situan entre los 2 y 5 minutos, también existen

modos de exploracion rapida que los reducen mas del 50% con una menor
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resolucidn de imagen, pero manteniendo una buena precision. La dosis radiolégica

recibida por el paciente es muy baja de 0,5 a 2,4 uSv (esta ultima para el cuerpo

entero).>*

Cuadro 2. Parametros evaluados en la absorciometria con rayos X de doble

energia.

Parametro

CMO Contenido mineral 6seo
DMO Densidad mineral 6sea
DE Desviacion estandar

Puntuacion T

Puntuacién Z

Osteopenia
Osteoporosis
IMC

Relacion A/G

Numero de desviaciones estandar de diferencia entre el valor de DMO
del paciente y la media de una poblacion de referencia adulta joven del
mismo sexo.

Numero de desviaciones estandar de diferencia entre el valor de DMO
del paciente y la media de una poblacién de referencia de la misma
raza, sexo y edad.

Puntuacion T entre -1y -2.5 DE

Puntuacion T < - 2.5 DE

indice de masa corporal

Relacion porcentaje grasa pélvica androide y ginoide A/G ratio.

Tomado de Lorente RR; Azpeitia AJ, Arévalo GN, Mufioz HA, Garcia JM y Gredilla

MdJ. 2012.%

En la figura 8 se encuentra la representacion grafica y el calculo de las
puntuaciones Ty Z.

DMO (g/cm?) AJ T-score
1.555
1435
1.315
1.195
1.075
0.955
0.835
0.715

Normal

20 30 40 50 60 70 80 90 100
Edad (anos)

DMO sujeto — DMO "pico de masa 6sea"
Desviacién estidndar del "pico de masa 6sea"

T — score =

DMO sujeto — DMO media para su edad y sexo
Desviacién estdndar de su grupo de edad y sexo

Z — score =

Figura 8. Representacion grafica y célculo de T-score y Z-score. DMO: densidad
mineral ésea. Modificado de Gémez AC y Diaz LJ. 2009.%
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La evaluacidon de la DMO se realizé en columna y cadera, al inicio y a los seis
meses de seguimiento para ambos grupos, tibolona y placebo. La participante se
presentd con ropa comoda, sin accesorios metalicos, sin haberse realizado
estudios con medios de contraste y sin haber consumido suplementos de calcio 24
horas antes de la medicion.

Para el estudio se retir6 los zapatos y se coloco en la mesa de exploracién del
equipo en la posicion decubito supino. Durante la medicidn de cadera, la paciente
en la misma posicion roté la pierna hacia el interior, de manera que en la imagen

el trocanter menor no fuera visible.

7.7 Diseino estadistico
Pruebas descriptivas

Se realizd este tipo de analisis estadistico para describir las caracteristicas de la
poblacién de estudio. Se utilizO media y desviacién estandar para las variables
cuantitativas; para las variables cualitativas se usaron frecuencias y porcentajes.
Pruebas de comparacién

Para demostrar la igualdad entre los grupos de estudio al inicio del proyecto se
utilizé t de Student para analizar las variables cuantitativas y para las variables
cualitativas x>.

Respecto a la evaluacidn de estrés oxidativo y densidad mineral 6sea en las
mediciones basal y 6 meses se utilizo la prueba Wilcoxon y U de Mann-Whitney
para las variables cuantitativas y para las cualitativas se utilizé Chi cuadrada y
McNemar.

Para el analisis del efecto final se realizé6 un ANOVA de un factor con prueba de
Tukey como post hoc.

Pruebas de asociacién

Se realizd una regresion lineal simple como medida de asociacion.

Se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 15 para el analisis de los datos
obtenidos en el estudio. Se consideré una prueba estadisticamente significativa
con un valor de p < 0.05.
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8. Aspectos éticos y legales

Esta investigacion se apega a las normas éticas, al Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de Investigacion y a la Declaracion de Helsinki, 642 Asamblea
General, octubre 2013.

Las participantes tomando tibolona tuvieron como beneficio la mejora de su
sintomatologia debida a la disminucion de estrogenos, el posible mejoramiento
oxidativo y de la mejora de la densidad mineral 6sea. Las participantes con
placebo tuvieron el beneficio del seguimiento.

Toda la informacién de las mujeres se mantuvo confidencial a través de una
codificacion numeérica; ademas, firmaron el consentimiento informado para

autorizar su participacion en el estudio.
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9. Resultados

9.1 Descripcién de la poblacion de estudio

Los datos basales antropométricos, bioquimicos y los factores pro-oxidantes del
estilo de vida no muestran diferencias significativas entre los grupos de estudio
(Cuadro 3). Se observé una prevalencia de DMO baja en columna de 17 (33%) y
en cadera solo 3 (6%).

Cuadro 3. Descripcion de las mujeres posmenopausicas y factores pro-oxidantes

del estilo de vida

Parametros Tibolona Placebo
n= 27 n= 24
Edad (afios) 51.3+3.4 514148
Estatura (m) 1.55 + 0.06 1.53 £ 0.05
IMC (kg/m?) 31.21+3.8 30.1+5.38
Glucosa (mg/dL) 97.56 + 28.55 94.8 + 15.05
Colesterol (mg/dL) 197 £42.2 202+41.9
Triglicéridos (mg/dL) 166.33 + 94.4 141.3+725
Acido urico (mg/dL) 4809 4509
HDL(mg/dL) 458+ 124 496+124
Albumina (g/dL) 4.46 +0.38 4.35+0.26
Hemoglobina (g/dL) 14 £ 1.52 13.42 +2.02
Hematocrito (%) 42.7+4.8 42.2+6.3
Leucocitos (cel/mm?®) 6303.9 £ 2131.4 5726.1 £ 1438.5
Eritrocitos (cel/mm?®) 4.64 + 0.48 4.64 + 0.54
CMHG (%) 32.6 +1.41 30.4+6.1
Sobrepeso 8 (30%) 10 (42%)
Obesidad 18 (67%) 10 (42%)
DMO Cadera
Baja (T score < -1 DE)

- Osteopenia 1(4%) 2 (8%)

DMO Columna
Baja (T score < -1 DE)

- Osteopenia 9 (33%) 5 (21%)

- Osteoporosis 0 3 (13%)
Factores pro-oxidantes
Tabaquismo (> 2 cigarros/dia) 2 (7%) 2 (8%)
Ingesta de café (> 2 tazas/dia) 7 (26%) 5 (21%)
Ingesta de alcohol (> 2 copas/dia) 1(4%) 0
Sedentarismo (< 30 min/dia) 12 (44%) 10 (42%)
Insomnio (< 6 h de suefio) 9 (33%) 5 (21%)

Se muestran medias + desviacion estandar para las variables cuantitativas y
frecuencias y porcentajes para las cualitativas. IMC= indice de masa corporal,
HDL= Lipoproteinas de alta densidad, CMHG= Concentracion media de
hemoglobina globular, DMO= densidad mineral osea.
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De las 9 participantes en el grupo de tibolona que se perdieron, 7 mujeres tenian
DMO baja, y de ellas, 6 abandonaron el estudio y una paso6 al grupo de DMO
normal. Respecto al grupo con placebo hubo 4 pérdidas en las participantes con
DMO baja, de las cuales 3 fueron abandono y 1 pasé al grupo con DMO normal.

9.2 Efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo y la densidad mineral 6sea
En el cuadro 4 se observa que en las mujeres participantes del grupo de tibolona

disminuyeron los niveles de lipoperoxidos (0.315 vs 0.290 ymol/L) después de 6
meses de tratamiento, aunque no significativo. Por el contrario, en el grupo
placebo los niveles de lipoperoxidos muestran un aumento (0.314 vs 0.338
pumol/L), aunque tampoco fue una diferencia significativa. Comparando el efecto de
ambos tratamientos a los 6 meses, se observa que la disminucion con tibolona y el
aumento con el placebo de este marcador si es significativa (p < 0.05). La enzima
superoxido dismutasa también mostré una diferencia significativa a los 6 meses en
la comparacion de ambos grupos (1.13 U/g Hb tibolona vs 1.27 U/g Hb placebo, p
< 0.05). En los niveles de acido urico se observo un aumento significativo a los 6
meses en ambos grupos de estudio, (284.84 vs 328.46 ymol/L, p < 0.05) para el
grupo tibolona y (266.17 vs 293.77 pymol/L, p < 0.05) para el grupo placebo. Asi
mismo, se observa un aumento en la densidad mineral 6sea a nivel de columna en
el grupo tibolona (1.14 vs 1.21 g/cm?), sin embargo, esta diferencia no es

estadisticamente significativa.

Por otra parte, separando por nivel de riesgo, la frecuencia del cambio del efecto
después de 6 meses no mostré ninguna diferencia significativa entre las

mediciones de cada grupo de estudio ni entre ellos (Cuadro 5).
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Cuadro 4. Valores de los marcadores de estrés oxidativo y densidad mineral 6sea, basal y 6 meses estratificado por

tratamiento.

Tibolona Placebo
Variable Basal 6 meses Basal 6 meses
(n=27) (n=18) (n=24) (n=20)

LPO (umol/L) 0.315 + 0.061 0.290 + 0.063 0.314 + 0.080 0.338 + 0.064"
SOD (U/g Hb) 1.23+0.24 1.13+£0.09 1.29 + 0.21 1.27 +0.167
GPx (U/g Hb) 64.08 + 20.80 64.54 + 23.46 67.02 £ 24.33 72.71 £ 24.63
SOD/GPx 0.021 £0.010 0.019 £ 0.011 0.022 £ 0.011 0.019 £ 0.006
Acido drico (umol/L) 284.84 £ 53.06 328.46 + 56.19* 266.17 £ 52.57 293.77 + 68.65*
DMO cadera (g/cm?) 1.05+£0.10 1.07 £ 0.09 1.08 £0.15 1.08 £ 0.13
DMO columna (g/cm?) 1.14 £ 0.15 1.21+£0.14 1.11+£0.17 1.14 £ 0.15

Prueba Wilcoxon, *p < 0.05, Acido drico: Tibolona basal vs 6 meses, Acido urico: Placebo basal vs 6 meses. Prueba U
Mann-Whitney Tp < 0.05, LPO: tibolona vs placebo 6 meses, SOD: tibolona vs placebo 6 meses. LPO= Lipoperoéxidos,
SOD= Superdéxido dismutasa, GPx= Glutation peroxidasa.
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Cuadro 5. Frecuencias y porcentajes de los marcadores de estrés oxidativo y densidad mineral 6sea en cadera y
columna.

Tibolona Placebo
Variable Basal 6 meses Basal 6 meses
(n=27) (n=18) (n= 24) (n= 20)
LPO (= 320 umol/L) 13 (48%) 6 (33%) 10 (42%) 11 (61%)
SOD (= 1.20 U/g Hb) 16 (59%) 13 (72%) 12 (50%) 8 (44%)
GPx (£ 56.3 U/g Hb) 11 (41%) 6 (33%) 9 (37%) 6 (33%)
SOD/GPx (=0.023) 7 (26%) 5 (28%) 9 (37%) 6 (33%)
Acido urico (<268 ymol/L) 13 (48%) 5 (28%) 15 (62%) 8 (44%)
DMO baja cadera (T score < -1 DE) 1 (4%) 0 (0%) 2 (8%) 2 (11%)
DMO baja columna (T score < -1 DE) 9 (33%) 2 (11%) 8 (33%) 4 (22%)

Prueba Mc Nemar para comparar basal vs seis meses en cada grupo de estudio y x: para comparar tibolona vs placebo
a los seis meses de seguimiento.

9.3 Efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo relacionado con la densidad mineral 6sea en columna

En el cuadro 6 se observa que los niveles de lipoperoxidos disminuyeron en el grupo con densidad mineral 6sea normal y
DMO baja con tibolona y aumentan en ambos grupos con placebo, sin embargo, estas diferencias no son significativas.
La enzima superoxido dismutasa disminuyo significativamente (1.24 vs 1.11 U/g Hb, p < 0.05) en el grupo de DMO
normal con tibolona, también presenta una diferencia significativa entre el grupo de DMO normal y baja con tibolona a los
seis meses (1.11 U/g Hb DMO normal vs 1.26 U/g Hb DMO baja, p < 0.05). Se observé una diferencia significativa entre
los valores de la misma enzima en el grupo de DMO normal a los seis meses en tibolona y placebo (1.11 U/g tibolona vs
1.29 placebo, p < 0.05). Otro marcador que aumento significativamente en el grupo de DMO normal, basal vs 6 meses fue
el acido urico tanto en tibolona (292.77 vs 331 umol/L, p < 0.05) como en placebo (257.62 vs 307.47 ymol/L, p < 0.05).
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Tibolona Placebo
Variable DMO normal DMO baja DMO normal DMO baja
6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses
(n=16) (n=9) (n=2) (n=16) (n=16) (n=8) (n=4)
LPO (umol/L) 0.319 + 0.06 0.289 + 0.064 0.322 + 0.061 0.244 +0.018  0.288 + 0.066 0.335 + 0.073 0.364 + 0.0847  0.380+0.011
SOD (U/g Hb) 1.24 +0.029 1.11 £ 0.08* 1.24 +0.14 1.26 +0.42" 1.35+0.24 1.29+0.17" 1.19 +0.08 1.13 + 0.064
GPx (U/g Hb)  63.25 + 22.64 61.53 + 23.33 65.94 +17.19  85.68 + 12.47  73.05 + 24.09 71.08 + 23.33 5494 +21.28  59.15+ 16.63
SOD/GPx 0.022 + 0.010 0.021 + 0.008 0.019+0.004  0.015+0.002  0.021 + 0.006 0.021 + 0.005 0.025+0.010  0.020 + 0.006
AU (umol/L)  292.77 + 55.97 331+ 61.53* 266.92 +48.16  303.4+50.47 257.62+50.13  307.47 +74.94*  283.27 +56.51 267.66 + 42.06

Prueba Wilcoxon, *p < 0.05, SOD y Acido drico: Tibolona DMO normal basal vs 6 meses, Acido urico: Placebo DMO normal basal
vs 6 meses. Prueba U Mann Whitney, 'p < 0.05, SOD: Tibolona DMO normal vs DMO baja (6 meses), LPO: Placebo DMO normal
vs DMO baja (basal), SOD: DMO normal Tibolona vs DMO normal Placebo (6 meses). Prueba ANOVA de un factor con prueba
Tukey como post hoc. AU= Acido drico.

45



Daniela Nutiez Nuiiez

Se estratificaron los niveles de los marcadores de EO con los niveles de densidad
mineral 6sea. Con el marcador de EO lipoperoxidos (Figura 9) se observd un
aumento en la proporcion de mujeres a los seis meses de seguimiento con DMO
normal - LPO normales (37 vs 56%) y una disminucién en DMO baja - LPO altos
(19 vs 0%) en el grupo con tibolona. Respecto al grupo con placebo aumento6 la
proporcion de mujeres con DMO normal - LPO altos (25 vs 41%) y no se
observaron cambios en mujeres con DMO baja - LPO altos. Con el marcador de
EO enzima SOD (Figura 10) se observo un incremento en la proporcion de
mujeres con DMO normal - SOD baja (36 vs 72%) en el grupo de tibolona, al igual
que en DMO normal - SOD normal (38 vs 56%) en placebo: asi mismo,
encontramos una disminucién en la proporcién DMO baja - SOD baja (24 vs 0%)
en el grupo tibolona, y DMO baja - SOD normal (13 vs 0%) y DMO baja - SOD
baja (21 vs 11%) en placebo. Por ultimo la enzima GPx (Figura 11) mostro
aumento en la frecuencia de mujeres con DMO baja - GPx normal (tibolona 15 vs
38%, placebo 13 vs 29% ) y disminuyé en DMO baja - GPx baja (tibolona 15 vs
0%, placebo 21 vs 6%). Sin embargo, los resultados por estratificacion de estrés

oxidativo no fueron estadisticamente significativos.

En cuanto a la puntuacién de estrés oxidativo, disminuy6 en las pacientes con
DMO baja en el grupo con tibolona, en cambio aumentd en los grupos de DMO
normal y DMO baja con placebo, con cambios no significativos (Figura 12). Cabe
sefalar que los resultados obtenidos de estas estratificaciones se pueden ver
afectados por la pérdida de pacientes en ambos grupos de estudio durante el
seguimiento, que ya fue documentado al inicio de esta seccion.
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60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
6 meses 6 meses

Tibolona Placebo

HDMO normal y LPO normales k4 DMO bajay LPO normales

EDMO normal y LPO altos H DMO baja y LPO altos

Figura 9. Proporcion de mujeres en los grupos de estudio estratificado por niveles
de DMO en columna y LPO, basal y seis meses. Prueba McNemar

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Basal 6 meses 6 meses

Tibolona Placebo

E DMO normal y SOD normal k4 DMO baja y SOD normal

E Dmo normal y SOD baja H DMO baja y SOD baja

Figura 10. Proporciéon de mujeres en los grupos de estudio estratificado por
niveles de DMO en columna y SOD, basal y seis meses. Prueba McNemar
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70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Basal 6 meses Basal 6 meses

Tibolona Placebo

E DMO normal y GPx normal 4 DMO baja y GPx normal

H Dmo normal y GPx baja H DMO baja y GPx baja

Figura 11. Proporciéon de mujeres en los grupos de estudio estratificado por
niveles de DMO en columna y GPx, basal y seis meses. Prueba McNemar

L Basal
M6 meses

Puntuacion de estrés oxidativo

0
DMO normal DMO baja DMO normal DMO baja |

Tibolona Placebo |

Figura 12. Sumatoria de los marcadores de estrés oxidativo, basal y seis meses.
Por grupo de estudio.
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9.4 Correlaciones de T score en columna y marcadores de estrés oxidativo
La asociacion de los marcadores de estrés oxidativo con puntuacion T se realizé

en columna. Se observo una correlacidn negativa entre la puntuacion T y el nivel
de lipoperoxidos, asi como positiva entre el mismo marcador 6seo y las enzimas

antioxidantes, aunque ninguno mostro significancia estadistica (Figuras 13-15).
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Figura 13. Correlacion de los niveles de LPO y T score (r= 0.19, p > 0.05)
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Figura 14. Correlacion de los niveles de SOD y T score (r= 0.23, p > 0.05)
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Figura 15. Correlacion de los niveles de GPx y T score (r= 0.17, p > 0.05)

10. Discusién

El envejecimiento es definido como el persistente e irreversible cambio de
funcionalidad que determina la pérdida de la capacidad de adaptacion de manera
progresiva. Biolégicamente se considera una disminucion en la funcion celular
asociada al tiempo, lo cual se relaciona con un aumento en la probabilidad de
morbilidad y mortalidad. Es un fendmeno complejo y su impacto es relevante
debido al aumento de la esperanza de vida, se caracteriza por la acumulacion de
dafio celular, lo que conduce a una mayor susceptibilidad a enfermedades, como
las neurodegenerativas, cardiovasculares o enfermedades éseas, por ejemplo,

osteoporosis. '3

En las mujeres, se reconoce que el proceso de envejecimiento comienza al
momento de la menopausia. Dado que en México y Latinoamérica la esperanza de
vida para la mujer excede los 70 afios de edad, una mujer entre los 45 - 55 afios
vive mas de un tercio de su vida en estado posmenopausico deficiente de
estrégenos.**® La disminucién de la DMO coincide en la mujer con la menopausia,
como observamos en este estudio, con una prevalencia de osteopenia de 27% y
6% de osteoporosis en columna. Estudios similares como el de Rosales-Aujang y
col. reportan una prevalencia de 40% para osteopenia y 14% para osteoporosis,’’

50



Daniela Nutiez Nuiiez

por otro lado, el estudio de Clark y col. reporta una prevalencia de osteoporosis del
17%.%8

Para contrarrestar los efectos de la falta de estrogenos en la mujer
posmenopausica, se utiliza la terapia hormonal como el tratamiento mas
efectivo.®**® Se ha sefialado que esta terapia puede actuar como antioxidante,
contrarrestando asi el estrés oxidativo. De los tratamientos hormonales utilizados,
la tibolona, es un regulador sintético selectivo de la actividad estrogénica tisular
que esta indicado para el tratamiento sintomatico de la menopausia, incluyendo la

pérdida de la masa dsea.****

El efecto estrogénico de la tibolona sobre el estrés oxidativo y la pérdida de
densidad mineral ésea en la posmenopausia es un tema aun controversial.*%59°
Debido a esto, se llevo a cabo este estudio con la finalidad de determinar el efecto
de la tibolona sobre el estrés oxidativo asociado a la pérdida de densidad mineral

Osea.

Efecto de la tibolona sobre los marcadores de estrés oxidativo y densidad
mineral 6sea

En este sentido, esta demostrado que el estrés oxidativo en las mujeres aumenta
después de la menopausia, asi como que esta asociado con la rapida disminucion
de densidad mineral 6sea en esta poblacién.®'?

Existen diversos marcadores biolégicos propuestos para la evaluacion del estrés
oxidativo, dentro de los cuales se encuentran las biomoléculas dafiadas por los
radicales libres: lipidos, proteinas y ADN. Asi mismo enzimas que forman parte del
sistema antioxidante: superoxido dismutasa y la glutation peroxidasa. De igual
manera se han tomado en cuenta compuestos plasmaticos que tienen la
capacidad de actuar como antioxidantes, por ejemplo el acido urico. La medicion
de estos marcadores ayuda a determinar el dafio provocado por los radicales
libres, los cuales tienen la capacidad de oxidar la mayoria de las biomoléculas, sin
embargo, los mas susceptibles posiblemente son los lipidos, especificamente los
poliinsaturados. Las membranas celulares son ricas en este tipo de acidos grasos,
por lo que el proceso de peroxidacién lipidica dafa directamente la estructura de
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la membrana celular e indirectamente otros compuestos celulares por la
generacion de lipoperoxidos (LPO), compuestos inestables que pueden

degradarse rapidamente en diversos productos.>®¢364

Por lo que se refiere a este estudio se observo una disminucidn no significativa de
lipoperdxidos a los 6 meses de seguimiento en las mujeres posmenopausicas que
consumieron tibolona, por el contrario en el grupo con placebo aumentaron. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Vural y col., quienes observaron una
disminucién en los niveles de LPO en mujeres posmenopausicas después de 6
meses de tratamiento con tibolona.?® Igualmente se han realizado estudios en
animales en los que se ha observado que la tibolona disminuye la peroxidacion
lipidica.*®%>® En la muijer, los estrégenos presentan un efecto antioxidante debido
a su capacidad para romper el proceso de peroxidacion lipidica, deteniendo asi su
propagacion. Esto se debe a la presencia del grupo fendlico en el anillo A de su
estructura molecular.®® A pesar de que tibolona es un esteroide sintético que no
cuenta con el grupo fenol en su estructura quimica, se pudo observar disminucion
en los niveles de peroxidacion lipidica. Sin embargo, el mecanismo por el cual

lleva a cabo esta accidén aun no es claro.

Se sabe que los estrégenos regulan las enzimas antioxidantes mediante la
activacion de la transcripcion de genes sensibles a ellos, impulsando la expresion

de las enzimas SOD y GPx;®'

en cambio, no se ha demostrado que la tibolona
active las mismas vias de sefalizacion que los estrogenos, esto posiblemente sea
la causa de la disminucion de la enzima SOD en el grupo con tibolona. Aunado a
esto se ha observado que la actividad de esta enzima disminuye con la edad;®”®
ademas, es posible que esta disminucion sea debida a que la enzima es
inactivada por su producto, peréxido de hidrégeno, como lo sugieren Erden y col.?®
Por su parte, la enzima glutatibn peroxidasa cataliza la reduccién de H>O; e
hidroperdxidos organicos (ROOH), por lo que el aumento de esta enzima que fue
observado en el grupo placebo y la disminucion de la SOD en ambos grupos

puede ser debido a la mayor produccién de H>O2 e hidroperdxidos orgémicos.69
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Con respecto al acido urico sérico (AU) como antioxidante, se observo un aumento
significativo tanto en el grupo con tibolona como en el de placebo. Jung y col.
obtuvieron resultados similares.”® Es posible que en el presente estudio estos
resultados se deban al elevado indice de masa corporal que presentan las
participantes en ambos grupos, incluso es mas alto en el grupo tratado con
tibolona. Se ha demostrado que la obesidad estad asociada con el aumento de
acido urico sérico, sin embargo, la explicacion de esta asociacion no es clara aun.
Posiblemente se deba a que el sobrepeso y la obesidad generalmente estan
acompanados por hiperinsulinemia, lo cual aumenta la reabsorcion del acido urico
en los rifiones.”’"® El acido urico es uno de los antioxidantes plasmaticos mas
importantes, ya que tiene la capacidad de eliminar el radical hidroxilo, el oxigeno
singulete y quelar metales de transicion como el hierro (agente iniciador y
propagador de la peroxidacion lipidica); sin embargo, puede también ser un
agente pro-oxidante, de acuerdo al ambiente quimico donde se encuentre. De
hecho, la actividad antioxidante es mejor en condiciones hidrofilicas que en
medios hidrofébicos. Cabe sefialar que la actividad antioxidante del acido urico
depende también del equilibrio entre el resto de las sustancias anti o pro-oxidantes
del plasma, ya que éstas trabajan de forma sinérgica para eliminar especies

reactivas de oxigeno.””"®

En cuanto al efecto de la tibolona sobre la densidad mineral 6sea, se observd un
aumento no significativo a nivel de columna después de 6 meses en el grupo con
tratamiento. Estos mismos resultados han sido reportados anteriormente por
diversos estudios. Berning y col. evaluaron el efecto de 2 dosis de tibolona (1.25
mg y 2.5 mg) en columna y cadera, después de 2 afos las dosis utilizadas
incrementaron notablemente la DMO en columna.?’ En este trabajo, pese a que
solo fueron seis meses de tratamiento, se observa una mejora, por lo que es
posible que si se incrementa el tiempo se pueda observar el mismo efecto
reportado por estos investigadores, aunque los resultados se pudieron ver
afectados por la pérdida de pacientes en ambos grupos de estudio durante el

seguimiento.
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Cabe senalar que el efecto de la terapia hormonal se ve aumentado en el hueso
trabecular, presente en columna, debido a que tiene una tasa de remodelado mas
rapida que el hueso cortical, el cual es el tipo de hueso predominante en cadera.®
De manera similar estudios como el de Gallagher y col., Gambacciani y col. y
Roux y col., compararon el efecto de diferentes dosis de tibolona sobre la DMO
después de 2 afios, demostrando que la dosis de 2.5 mg/dia presenta un mayor
incremento. Los estudios anteriores coinciden en que el aumento de la DMO se
debe al efecto estrogénico que la tibolona tiene sobre el hueso.®’®® Ademas
existen estudios en animales, los cuales han demostrado que tibolona actua sobre

los receptores estrogénicos en hueso.?*8°

Con base a lo anterior, la tibolona de manera similar a los estrégenos, aumenta la
DMO, aparentemente por diferentes mecanismos como la induccion de la
apoptosis de los osteoclastos, encargados de la resorciéon 6sea o regulando la
relacion RANKL/OPG. El ligando del receptor activador del factor nuclear kB
(RANKL) es una citocina necesaria para la diferenciacion de osteoclastos. La via
de RANKL puede ser inhibida por osteoprotegerina (OPG), actuando como un
receptor sefuelo para RANKL. Debido a esto, la relacion RANKL/OPG es critica
para la osteoclastogénesis. Ademas podria reprimir citoquinas pro-osteoclasticas,

como IL-1, IL-6, IL-7 y TNF, en células T y osteoblastos.?®#’

Efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo relacionado con la densidad
mineral 6sea en columna

Es ampliamente aceptado que el estrés oxidativo esta relacionado con el
envejecimiento y la patogénesis de las enfermedades relacionadas con la
edad.?>®8° En mujeres posmenopausicas se da una pérdida de densidad mineral
o0sea (DMO) debido a la deficiencia de estrégenos. En particular, éstos tienen un
papel fundamental sobre el control de los osteoclastos los cuales son
responsables de la resorcidn Osea, ademas, presentan un efecto antioxidante
permitiendo a estas hormonas proteger a las mujeres de la pérdida de masa

6sea; " sin embargo, la relacion del estrés oxidativo con la pérdida de
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densidad mineral ésea es aun controversial debido a los resultados contradictorios
obtenidos en estudios realizados en humanos.*

En este estudio se observo que los niveles de lipoperéxidos disminuyeron en las
pacientes con DMO normal y con DMO baja en el grupo de tibolona, en cambio
en las pacientes con placebo aumentaron. Como se mencioné anteriormente se
ha demostrado que tibolona tiene la capacidad de disminuir la peroxidacion
lipidica, aunque el mecanismo de como se lleva a cabo no es del todo claro.?>%¢%3
En el estudio realizado por Stark y col., se observd que algunos de los metabolitos
sulfatados de la tibolona tienen efecto antioxidante.*® Por otro lado, Vural y col.
sugieren que el efecto antioxidante de tibolona se debe a que ayuda a regenerar el
tocoferol, preservando asi la concentracién de la vitamina E. Este mismo estudio
también propone que la tibolona ayuda a mejorar la defensa antioxidante al
disminuir los niveles de lipoproteina (a) y triglicéridos, compuestos asociados al

aumento de la peroxidacion lipidica.®

Por lo que se refiere a la enzima superéxido dismutasa se observaba disminuida
en el grupo tibolona, pero cuando se estratifico a las participantes por nivel de
DMO, se observo un aumento en la actividad de esta enzima en las mujeres que
tenian la masa esquelética baja, lo que podria sugerir que la enzima antioxidante
esta actuando en el proceso de resorcion de hueso cuando estan tratadas con
tibolona, contrario al grupo placebo en donde la SOD disminuye en las mujeres
con DMO baja. Asi mismo, se encontré un aumento no significativo en la actividad
de la enzima glutation peroxidasa, en las participantes con DMO baja tratadas con
tibolona, aunque en placebo también hubo un aumento, éste no fue tan marcado.
Estudios realizados en animales sugieren que la tibolona tiene la capacidad de
regular las enzimas antioxidantes a través de los receptores estrogénicos f3
presentes en la membrana mitocondrial.®® Cabe sefialar que la enzima glutation
peroxidasa cataliza la reduccién del perdxido de hidrogeno y de los lipoperoxidos
utilizando como agente reductor el glutatién reducido, hecho por el cual se
sugiere que el aumento de esta enzima se debe a una mayor produccion de
especies reactivas de oxigeno, las cuales aumentan con la edad.®*®° De acuerdo

a lo anterior se sugiere que el aumento de la actividad de las enzimas SOD y GPx
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en estas mujeres con DMO baja es debido a la accion de la tibolona; aunque no
hay estudios similares que respalden estas suposiciones.

Dado que la actividad de estas enzimas es aditiva, se midio la razon SOD/GPx. La
velocidad de reaccidn de SOD es mayor que la de GPx, por lo que si se tiene una
desproporcion entre ellas a favor de SOD, la produccion de H,O2 aumenta y no es
eliminado en su totalidad por la GPx provocando asi un aumento en la
peroxidacion lipidica. Es por esto que la razén SOD/GPx baja ayuda a mejorar la
proteccion contra el estrés oxidativo.” Con respecto a este estudio la razén
disminuy6é de manera no significativa en las mujeres con DMO baja tratadas con

tibolona.

El estrés oxidativo debe ser medido de manera integral por lo que Sanchez-
Rodriguez y col. proponen construir una puntuacion de los marcadores
individuales para establecer el grado de estrés oxidativo.”® Teniendo en cuenta lo
anterior, con la sumatoria de los marcadores de estrés oxidativo evaluados se
observd una disminucion de EO después de 6 meses en las participantes con
DMO baja tratadas con tibolona, sugiriendo que tibolona tiene la capacidad de
disminuir el estrés oxidativo, ademas de aumentar la densidad mineral 6sea en

mujeres con osteopenia.

El efecto protector de tibolona sobre hueso ha sido demostrado en diversos

80-85 59,60,65

estudios™ >, asi como su capacidad antioxidante, sin embargo, estas

variables no han sido evaluadas en conjunto en otras investigaciones.

Se ha demostrado que las especies reactivas de oxigeno como el anidn
superoxido y peroxido de hidrogeno tienen la capacidad de estimular la
osteoclastogénesis, ademas el H;O, puede inhibir la diferenciacion
osteoblastica.”® Estos efectos en el metabolismo 6seo provocan la disminucion de
la densidad mineral 6sea. En este estudio se obtuvieron asociaciones positivas
entre la puntuacion T en columna y las enzimas antioxidantes SOD y GPx. Como
se ha mencionado anteriormente, la enzima superéxido dismutasa convierte el i6n

superoxido en peroxido de hidrégeno, el cual a su vez es reducido por la enzima
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glutation peroxidasa, por lo que suponemos que al aumentar la actividad de

estas enzimas aumenta también la densidad mineral 6sea.

Asi mismo se obtuvo una asociacibn negativa entre la puntuacion T vy
lipoperdxidos, lo cual indica que al disminuir los niveles de especies reactivas de
oxigeno aumenta la densidad mineral 6sea, a pesar de que las asociaciones no
fueron estadisticamente significativas, estos resultados indican que la disminucion
de la DMO podria ser, en cierta medida, dependiente del estrés oxidativo. Lo
anterior es respaldado por diversos estudios en los que se ha observado que las
especies reactivas de oxigeno tienen la capacidad de estimular por diferentes vias
la resorcion ésea, lo cual conlleva finalmente a la disminucion de DMO en las

mujeres posmenopausicas.?>>8797

De acuerdo a los resultados obtenidos se sugiere que la terapia con tibolona
disminuye el estrés oxidativo y aumenta la densidad mineral ésea en mujeres
posmenopausicas. Por lo que la tibolona es una opcion para tratar enfermedades

relacionadas con el estrés oxidativo como la osteoporosis posmenopausica.

Finalmente, cabe senalar que una de las limitantes de este estudio es el tamanio
de muestra pequefo, ademas durante el periodo de seguimiento algunas
pacientes abandonaron el proyecto en ambos grupos; incluso, en el grupo de
tibolona la mayor parte de las pacientes con DMO baja no continuaron hasta los 6
meses, debido a esto no se obtuvieron resultados concluyentes con respecto al
efecto de la terapia sobre este tipo de pacientes. Aun asi, se tienen varias
fortalezas como que se trata de un ensayo clinico doble ciego en donde se
controlaron los posibles sesgos; el estrés oxidativo se debe al proceso
posmenopausico, el envejecimiento y la baja DMO, y no a factores pro-oxidantes
del estilo de vida, asi como el efecto antioxidante parece ser debido a tibolona y
no a otro tipo de antioxidantes. Es recomendable aumentar el tamafio de muestra
y ampliar el tiempo de seguimiento, como alternativas para confirmar los

resultados obtenidos en este estudio.
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11. Conclusiones

- La terapia hormonal con tibolona disminuy6 los niveles de lipoperéxidos, activo
las enzimas antioxidantes y disminuy6 la puntuacién de estrés oxidativo en

pacientes con densidad mineral 6sea baja después de 6 meses de tratamiento.

- Los resultados sugieren que hay una posible mejora en la densidad mineral 6sea
a nivel de columna en las participantes tratadas con tibolona, aunque no fue

estadisticamente significativo.

12. Perspectivas

- Aumentar el tamafio de muestra para disminuir la posibilidad de que las pérdidas

durante el seguimiento afecten los resultados.
- Aumentar el tiempo de seguimiento para confirmar los resultados obtenidos.

Incluir mas marcadores de estrés oxidativo en este tipo de estudios para

evaluarlo de manera integral y dinamica.
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14. Anexos

Anexo 1. Cartel de reclutamiento

Menopausia — Estrés oxidativo

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,
papanicolaou y densitometria dsea.

Durante un afio y medio.

Sudoraciones

Bochornos
Ansiedad Estrés oxidativo
Insomnio
Depresion
Dolor muscular

Sequedad vaginal Pérdida de memoria

Urgencia de orinar Infartos
Infecciones vaginales Arterioesclerosis

Qsteoporosis
Sangradosirregulares

En Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.
Teléfonos owhatsapp: (044)5545942262, (044)5533416713

Correo electronico: eomenopausiaunam@gmail.com

Proyecto dirigido por la Dra. Martha A. Sanchez Rodriguez
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Anexo 2. Cuestionario de climaterio

2017

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES *ZARAGOZA*
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA Clave:

Cuestionario de climaterio

Nombre: Edad:
1. Fechade QM regla:
2. jTenematriz? 81 NO__

3. ;jTencovaros?sl_  NO_

4. LEn que fecha fue la cirogla para quitarie la matriz u ovares?

(aunque sea el afio).

¢ Ya paso por la menopavsa? SI_ NO

{A Qué edac fue la Gtma vez qQue tuvo menstroackn?

¢ Toma algén medicamento para la mencpausia? Sl NO

o N OO

Sl su respuesta os afimativa, ;qué medicamento utiiza?

9. Marque con una cruz la forma de su medicamento:

Pastilas ___ Pomacdas_____~ Parches _ Inyecclones
¢Otras?  poud?

10. S| su respuesta fue negativa. (Tomo alguna vez medicamento para la menopausia?
Sl NO

11. Sl su respuesta es afirmativa, conteste las prequntas 5y 6.
12. ; Por cuanto tiempo los ha tomado o s tomoe?

13. S| N0 tomé mecikamento para la menopausia o deyd de tomarios, scudl fue la razdn?
Marque con una cruz:
No tuve sintomas de menopausia ___ Porindicacion médica_

Porgue ya no tengo sintomas___ Porgue 500 muy caros_

Porque mo sabla que debla tomarios

Por temor, ya gue dicen gque procuce cancer_

Otra razon, Lcudl? [expligue)

GRACIAS POR SU COOFERACION.
Encuestador:

Fecha de apicacion: _ __ (dia'mes/ano).
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Anexo 3. Cuestionario de estilo de vida

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO DE ESTILOS DE VIDA Clave:

Nombre:
Edad: Sexo: Fecha de aplicacion:
1. jFuma de manera ininterrumpida durante el dltimo afio? sl D NO D

Si su respuesta es Si especifique nimero de cigamillos y tiempo (afios) de consumo.

Numero de cigarmllos por dia

Tiempo de consumo (afios)

2. jFumo en el pasado de los 45 afios en adelante? si[ ] NO[]

Si su respuesta es Si especifique nimero de cigamillos y tiempo (afios) de consumo.

Mumero de cigamllos por dia

Tiempo de consumo (afios)

3. ;iConvive con alguna persona fumadora durante el altimo afo? | D NO D
51 su respuesta es Si especifique aproximadamente el nimero de cigamllos que consume el
fumador y tiempo (afios) en el que usted ha estado expuesto(a).

Mumero de cigamllos por dia

Tiempo de exposicion (afios)

4. jConsume bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, té negro o refrescos de
colz (mas de 3 tazas o vasos al dia) durante el ultimo ano? Sl D NO
Sisu respucsta cs Si especifique ndmero de tezas o vasos por dia y tiempo (afios) de consumo.

Numero de tazas o vasos por dia

Tiempo de consumo (afios)

5 ¢ Consumid bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, t& negro o refrescos de
colz (mas de 3 tazas o vasos al dia) de los 45 afios en adelante? st [] NO
51 su respuesta es Si especifique nimero de tzzas o vasos por dia y tiempo (afios) de consumo.

Mumero de tazas o vasos por dia

Tiempo de consumo (afios)
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6. ;Consume bebidas alcoholicas durante el (ltimo afio? (mas de una vez por semana)?

si [ ] nNo[]

Si su respuesta es Si especifiqgue namero de copas o equivalentes (cervezas individuales,
vasos con bebidas combinadas) por dia o por semana y tiempo (afios) de consumo.

Mimero de copas o equivalente por dia

Tiempo de consumo

Mimero de copas o equivalente por semana

Tiempo de consumo

7 iConsumio bebidas alcohdlicas de los 45 afios en adelante

semana)?

(mas de una vez por

st [1 no []

Si su respuesta es Si especifigue nimero de copas o equivalentes (cervezas individuales,
vasos de combinacion de bebida y refresco o pulgue) por dia o por semana y tiempo

(afos) de consumo.

Mimero de copas o equivalente por dia

Tiempo de consumo

Mimero de copas o equivalente por semana

Tiempo de consumo

Si consume 0 consumia bebidas alcohdlicas especifique la(s) mas frecuente(s). Margue

con una Ccruz.

TIPO DE BEBIDA

PRESENTE

PASADO

Brandy

Alcohol al 96%

Hon

Tequila

Vodka

Cerveza

Pulque

Vino tinto

Vino blanco

Otros:
Especifique

& ¢Realiza ejercicio fisico en el Gltimo afio (cuatro veces o mas por semana, por mas de

30 minutos al dia)?

st [ 1 wNo[]

su respuesta es Si especifigue nimero de veces por semana, el tiempo promedio por dia

7 y los afios o meses de practica.

MNumero de veces por semana

Tiempo promedio por dia

Tiempo de practica (especifique afios o meses)

0. jAcostumbraba realizar ejercicio fisico de los 45 afios en adelante (cuatro veces por

semana o mas, por mas de 30 minutos al dia)?

si [ ] no []
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Si su respuesta es Si especifigue nimero de veces por semana, el tiempo promedio por

dia y los afios o meses que practicaba.

MNumero de veces por semana

Tiempo promedio po- dia

Tiempo de practica (especifigue afios 0 meses)

Especifique el tipo de ejercicio que realiza o realizaba. Margue con una cruz.

Actividad

Presente

Pasado

Caminar

Cormer

Gimnasia

Yoga

Tai Chi
Matacian

Baile de salon

Baile regional

Otros. Especifique

10. j Cuantas horas duerme al dia (dia y noche) en el Gltimo afo?

De dia: De noche:

11. j Cuantas veces se lava los dientes al dia o a la semana en el alitimo afo?

Nimero de veces por dia

Numero de veces por semana

OBSERVACIONES:

Evaluador(a):

Supervisor(a):

74




Daniela Nuiiez Nuiiez

Anexo 4. Cuestionario de salud y polifarmacia.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES "ZARAGOZA"
UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO ESTADO DE SALUD ¥ POLIFARMACIA

Clave:
|. INFORMACION GENERAL
Nombre(s) Apellido Paterno Apellido Materno
1. Fecha de nacimiento: Edad:
2 sexoM[ | F[] 3. Lugar de nacimiento:
4_ Estado Civil: 5. Religion:

6. Lugar de residencia en los dltimos 5 afios (marque con una X la opcion):

Urbano |:| Suburbano |:| Fiural|:| Cd. de Méxidj

Especifique el lugar:

i Desde hace cuanto tiempo vive ahi? anos.

7. Escolaridad

- |:| Ninguna

|:| Sabe leer y escribir - |:| Carrera técnica completa o incompleta
|:| Estudios de licenciatura incompletos

|:| Bachillerato completo o incompleto

- |:| Primaria completa o incompleta

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

Mumero de afos de escolaridad

Especificar
8. Ocupacion(es) anterior(es):

Pormas de 5 afios
9. Ocupacidn(es) actual(es):

Por mas de 2 afnos
10. ; Con quién vive?
- |:| Solo
- |:| Esposoia)
- [] Hio(a)(s)
=[] Nieto (a)(s)
- |:| Otros familiares. Especifique:
- |:| Amigos
- |:| Otros, 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
|:| Pension de invalidez
|:| Pension de viudez
|:| Apoyo familiar

|:| Otros

13. Ingreso econdmico familiar mensual: $

HlI. ASPECTOS DE SALUD

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

Si su respuesta es Si, especifique el tiempo de diagnostico en afios o meses

- DDiabetes mellitus {tiempo de diagndstico)

- DHipertensic’m artenial (tiempo de diagnostico)

- |:| Cardiopatia (tiempo de diagnostico)

- DTrastDmns articulares (tiempo de diagndstico)

- DDtms. especifique diagndstico y tiempo

15. jActualmente consume algan medicamento por largos periodos por alguna
enfermedad cronica? (Considerar laxantes, antiacidos, vitaminicos especificos,
homeopaticos y herbolaria). (Especificar el nimero de semanas, meses o afios que lleva
consumiéndolos en la columna Tiempo de consumo)

Medicamento Indicado para Dosis Indicado por | Tiempo de consumo

16. De acuerdo con la respuesta anterior ;jexiste polifarmacia (consume 5 o mas

medicamentos al dia por mas de un mes)? Sl I:l MO I:l
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17. £ En los ultimos doce meses ha tenido diagnosticos nuevos (Incluyendo padecimientos
cronicos, agudos y hospitalizaciones)?

si[ ] Nno []

En caso afirmativo andtelos en los siguienies renglones.

18. ; Como clasificaria su estado de salud?

Cxcelente |:| Dueno |:| F{egularD Malclj Muy malo |:|

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

Mejor [ | iguat [ | Peor [ ]

OBSERVACIONES:

Evaluador(a):

Supervisor(a):

Fecha de aplicacion: (dia'mes/afio)
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Anexo 5. Consentimiento informado

)
i}i FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Unidad de investigacion en gerontologia

VMEMD o CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
pr———. PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION
MEXICO
Efecto de la tibolona sobre el estrés oxidativo, depresion, autoestima, ansiedad,
insomnio, calidad de vida y densidad mineral 6sea en mujeres posmenopausicas,
comparado con terapia estrogénica

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

Una vez que 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 corresponde al ultimo sangrado vaginal normal que ocurre
durante el climaterio (cese gradual de la funcién ovarica), esta etapa se ve relacionada
con molestias que afectan la vida diaria, como bochornos, sudoraciones, cambios del
estado de animo, problemas de sueno y susceptibilidad a infecciones vaginales, asi como
alteraciones metabdlicas, entre otras. Dichos cambios son consecuencia de la
disminucion significativa de los estrogenos. Los estrégenos son antioxidantes para el
organismo, y proporcionan proteccidon contra enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo; esta proteccion se pierde durante la menopausia, incrementando el riesgo para
distintas enfermedades.

Se conoce que la terapia hormonal con estrégenos 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 estrégenos y su efecto sobre el estrés oxidativo, depresién, autoestima,
ansiedad, insomnio, calidad de vida y densidad mineral 6sea en mujeres
posmenopausicas

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

Procedimiento

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

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

» Las mujeres que decidan participar se seleccionaran al azar en 3 grupos de
tratamiento via oral durante un afio, al primer grupo se les asignara tibolona, al
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segundo se les brindara estrégenos conjugados y medroxiprogesterona (MPA); ambos
tratamientos son comerciales ya utilizados 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 certificado. Es importante mencionar que la decision de a
quién darle tibolona, estrogenos o placebo es al azar, ni las participantes ni los
investigadores sabran a qué grupo quedo asignada cada mujer. También, se les
practicara una mastografia y un papanicolaou antes de iniciar y 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 y 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 sangre. Le pediremos
contestar unos cuestionarios, en contestarlos se tardara unos 50 minutos. Le
entregaremos los resultados de sus estudios de quimica sanguinea y biometria
hematica a la semana de la toma sanguinea.

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

* Se realizara una densitometria 6sea (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 epidemiologia clinica
del Hospital Infantil de México, Federico Gomez.

Posibles molestias o riesgos

Los procedimientos de la evaluacién clinica y la medicién 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 moretdn. No existe
ningun riesgo agregado para su salud para las participantes con tratamiento, si por alguna
circunstancia se observa sangrado vaginal anormal o dolor y/o aparicion de “bolitas” en
mamas, dolor en el vientre, notificar para cita con el ginecélogo y posible suspension del
tratamiento.

Posibles beneficios

Los resultados hematoldgicos y de quimica sanguinea pueden ser de utilidad para el
conocimiento de su estado de salud. El tratamiento repercutira en beneficio de su
sintomatologia posmenopausica y calidad de vida. No recibird ningun pago por su
participacién en el estudio.

Participacion o retiro

Su participacién 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 opinidn, usted puede abandonar el estudio
en cualquier momento, notificando a los investigadores.

Confidencialidad )
Toda la informacion obtenida durante el estudio se 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 asignard una
clave), en caso de que se publicaran los hallazgos de este estudio no se dara informacién
que pueda revelar su identidad.

Compensacion 6 tratamiento disponible en caso de dano relacionado con el estudio
Indeminizaciones

En el caso de que se presentaran efectos graves, que el investigador principal Dra.
Martha A. Sanchez Rodriguez reconozca como secundarios a la toma del medicamento
en estudio y que puedan requerir 6 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 resolucidon de los mismos.

Contacto para dudas y aclaraciones sobre el estudio

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

Declaraciéon de consentimiento 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 que aqui se
describe.

Nombre y firma de la participante. En caso de no saber leer ni escribir,
poner huella digital

Nombre y firma de un familiar (testigo)

Nombre y firma de un testigo

Nombre y firma del investigador principal

Encargado de obtener el consentimiento informado

Se le ha explicado el estudio de investigacién a la participante y 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.

Nombre y firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Ciudad de México, a de de
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