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“Cuando vayan mal las cosas
como a veces suelen ir,
cuando ofrezca tu camino
solo cuestas que subir,
cuando tengas poco haber,
pero mucho que pagatr,

y precises sonreir
aun teniendo que llorar,
cuando ya el dolor te agobie
y no puedas ya sufrir,
descansar acaso debes
pero nunca desistir.

Tras las sombras de la dudas
ya plateadas ya sombrias,
puede bien surgir el triunfo

no el fracaso que temias,

y no es dable a tu ignorancia
figurarse cuan cercano
puede estar el bien que anhelas
y que juzgas tan lejano,
lucha pues, por mas que en la brega
tengas que sufrir.
jCuando todo esta peor
mas debemos insistir!

Si en la lucha el destino te derriba,
si todo en tu camino es cuesta arriba,
Si tu sonrisa es ansia satisfecha
Si hay faena excesiva y vil cosecha,
Si a tu caudal se contraponen diques,
date una tregua pero no claudiques.”

Rudyard Kipling
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ABREVIATURAS

ABTS 2,2 -azido-di-etilbenzotiazolin sulfanato
ADN Acido desoxirribonucleico

AIS Athens Insomnia Scale

BH Biometria hematica

BHT Butiril-hidroxitolueno

CAT Catalasa

Cu/Zn-SOD Superdxido dismutasa asociado a un cobre y un zinc
EC Estrogeno conjugado

ECSOD Superéxido dismutasa extracelular
EDTA Etilendiaminotetraacético

EOx Estrés oxidativo

EROs Especies reactivas de oxigeno

FDA Food and Drug Administration

FSH Hormona Foliculo Estimulante

GnRH Hormona liberadora de gonadotropinas
GPx Glutation peroxidasa

GSH Glutation reducido

GSSG Glutation oxidado

INT p-iodonitrotetrazolio

LH Hormona Luteinizante

LIPO Lipoperdxidos

MDA Malondialdehido



MnSOD Superoxido dismutasa que une Manganeso a su centro

catalitico
MPA Medroxiprogesterona
MRS Menopause Rating Scale
NADPH Nicotinamida adenin dinucleotido fosfato en su forma reducida
NADP* Nicotinamida adenin dinucleotido fosfato en su forma oxidada
NETA Acetato de noretisterona
QS Quimica sanguinea
RL Radicales libres
SOD Superdxido dismutasa
TAS Capacidad antioxidante total
TBA Acido tiobarbiturico
TBARS Especies reactivas del acido tiobarbiturico
TE Terapia hormonal solo con estrégeno
TEP Terapia hormonal estrégeno con progesterona
TH Terapia hormonal
TMP 1,1,3,3-tetrametoxipropeno

XOD Xantina oxidasa



i RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto de la terapia hormonal en microdosis via oral sobre

el estrés oxidativo y sintomatologia aguda en la posmenopausia.

Material y métodos: Se llevd a cabo un estudio experimental, prolectivo,
longitudinal y comparativo en 118 mujeres de 40 a 59 afios sanas en etapa de
climaterio sanas de la Ciudad de México. Se conformaron 3 grupos de estudio: a)
39 premenopausicas; b) 41 posmenopdausicas con tratamiento hormonal en
microdosis via oral de 0.3 mg de estrogenos conjugados (EC) todos los dias y 5
mg medroxiprogesterona (MPA) durante los 10 ultimos dias del 6to mes; c) 38
posmenopausicas que recibieron placebo en el mismo esquema anterior. Se
hicieron las siguientes mediciones al inicio, a los 3 y 6 meses de tratamiento:
lipoperéxidos plasmaticos, superéxido dismutasa, glutation peroxidasa vy
antioxidantes totales y contestaron los cuestionarios Escala de Calificacion de

Menopausia (MRS) y Escala Atenas de Insomnio (AIS).

Resultados: Se encontré que los dos grupos de posmenopausicas tenian niveles
mas altos de lipoperéxidos comparados con las premenopausicas (0.355+0.01,
0.349+0.01 vs 0.303%£0.01 umol/L, p<0.005), asi como mayor sintomatologia
severa (puntuacion 18.24+9.87, 19.16+8.6 vs. 13.81+8.64, p<0.05). Después de 6
meses se observd que en las posmenopausicas que recibieron microdosis hubo
una disminucion significativa en los lipoperoxidos y un aumento en la actividad de
superoxido dismutasa (p<0.05); mientras que en los otros grupos no hay cambios.
Estratificando por grupo y sintomatologia, se observa que el efecto de la
disminucién de lipoperéxidos permanece en las mujeres con terapia de

microdosis, independientemente de si tienen o no sintomatologia severa.

Conclusiones: La terapia hormonal en microdosis disminuye los niveles de
lipoperéxidos y estimula la actividad de superdéxido dismutasa, reduciendo el
estrés oxidativo. También aminora la sintomatologia severa y los trastornos del
suefio a partir de los 3 meses de tratamiento, con la ventaja de no presentar
efectos adversos
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1. INTRODUCCION

El climaterio es la etapa de la mujer donde pasa del estado de reproduccion a la

de no reproduccion, ocurriendo la menopausia alrededor de los 51 anos.

El estrés oxidativo (EOx) consiste en un desequilibrio entre la produccién de
oxigeno reactivo y la capacidad del sistema biolégico de destoxificar rapidamente
los radicales libres (RL) o reparar el dafo resultante. Este proceso se ha
relacionado con el envejecimiento bioldgico y diversos evento patolégicos crénico
degenerativos. En este sentido, el climaterio es una etapa inmersa en el proceso
de envejecimiento, con marcados cambios después de la menopausia que estan
relacionados también con el EOx, como la sintomatologia aguda, aparentemente
como una consecuencia de la disminucion de estrogenos.

Una alternativa para la disminucion de los sintomas agudos y cronicos de la
posmenopausia ha sido la terapia hormonal, pero se ha senalado que tiene varios
efectos secundarios, por lo que se propone el uso de la mitad de la dosis
denominado microdosis o dosis baja, la cual puede tener una razon de riesgo-
beneficio mas favorable que las dosis estandar. Los ensayos clinicos recientes
han encontrado que a medida que las dosis de estrogeno oral y progesterona se
reducen, los beneficios se mantienen disminuyendo al mismo tiempo los efectos
secundarios, sin embargo no hay muchas descripciones sobre su efecto en el
EOx.

Es por lo anterior que en el presente trabajo se pretende encontrar el efecto de la
terapia hormonal en microdosis sobre el estrés oxidativo y la sintomatologia

aguda.

Introduccion 2



2. MARCO TEORICO

2.1 Definicion y caracteristicas del climaterio

El climaterio esta considerado como el periodo de la vida en la mujer en el cual por
muchos afios se enfrenta a cambios somaticos como resultado de la deficiencia en
la produccion de estrégenos por el ovario. EI mecanismo no esta totalmente
comprendido pero esta relacionado con los ovarios que se van quedando sin
foliculos, de donde son producidos los 6vulos; esto quiere decir que los ovarios
tienen una cantidad maxima de foliculos en la vida intrauterina, después de la cual
comienza una reduccion logaritmica hasta aproximadamente los 50 afios cuando
esta cantidad se termina. El climaterio se caracteriza inicialmente por la deficiente
produccion de progesterona y mas adelante por el descenso en la produccién de
estrogenos y como respuesta compensatoria a la falta de retroalimentacion
positiva en la via ovario-hipdfisis hay una elevacion simultanea de las
gonadotropinas hipofisiarias LH (hormona luteinizante) y FSH (foliculo
estimulante), pero a pesar del aumento del estimulo hacia el ovario, este ya no

puede responder con la accién de produccion hormonal.'?

La menopausia es considerada prematura cuando ocurre antes de la edad de 40
afnos y se presenta en el 1% de las mujeres. Una menopausia quirurgica se
produce cuando los ovarios funcionales se retiran, generalmente junto con una

histerectomia (extirpacién del dtero).

2.1.1. Clasificacion

El climaterio se clasifica en tres etapas diferentes en funcién a los cambios
menstruales: premenopausia, menopausia y posmenopausia, cada etapa se
caracteriza por un estado hormonal diferente, pero es complicada la separacion
entre cada uno de estos periodos ya que se presentan cambios hormonales
dinamicos en un tiempo muy corto. A pesar de que existe un punto en el tiempo
donde ocurre la ultima menstruacion y que se designa como posmenopausia, la

transicién a este estado posmenopausico no es abrupta.

Marco tedrico3



a. Premenopausia o perimenopausia

La perimenopausia es un periodo de cambios en la funcion ovarica que precede la
menstruacion final, esta puede durar de 2 a 8 afnos. La perimenopausia comienza
cuando el sistema neurohormonal que gobierna la ovulacion comienza a perder la
regularidad, sin mostrar evidencia o modificaciones en la duracion del ciclo
menstrual. La perimenopausia media a tardia es caracterizada por ciclos
menstruales irregulares particularmente por ciclos cortos intermitentes con largos

periodos entre cada menstruacion.

Durante la perimenopausia, las concentraciones de la FSH pueden alcanzar los
valores caracteristicos de la posmenopausia pero regresan a las concentraciones
premenopausicas en los ciclos siguientes. Los gonadotropinas y los estrogenos
también pueden estar altos durante la transicion a la menopausia. Por lo cual las
concentraciones de FSH no deben ser diagndsticas de menopausia en mujeres

que presentan todavia menstruacion.®

b. Menopausia

Se define como la fecha de ultima menstruacién, la cual se confirma clinicamente
por ausencia de sangrado uterino durante un periodo de 12 meses, todo este
periodo se caracteriza por cambios hormonales donde FSH y LH se encuentran
mayores a 50 mUI/L y el estradiol tiene concentraciones menores de 25 pg/mL, las
cuales no son suficientes para estimular el endometrio uterino. Los sintomas

clinicos se manifiestan con intensidad variable.
c. Posmenopausia

Es la etapa considerada después de los 12 meses de ausencia de la
menstruacion. Los cambios hormonales estan representados por la FSH y LH
elevados y concentraciones de estradiol muy bajas y en ocasiones indetectables,

aqui se establece toda la sintomatologia del climaterio de forma intensa. '

Marco tedrico4



2.1.2. Sintomas asociados al climaterio

Aunque el origen de los estrogenos es fundamentalmente ovarico y son
determinantes en la funcion reproductiva de la mujer, ejercen multiples efectos en
la mayoria de los érganos vy tejidos, por lo cual la disminucion de estrogenos en la
etapa de climaterio se vincula con diversa sintomatologia, por su naturaleza
puede clasificarse en sintomas fisicos o psicoldgicos. Los sintomas fisicos pueden
ser bochornos, palpitaciones, dolores de cabeza, problemas genitourinarios,

dolores musculares y en las articulaciones.*®

Los bochornos y la sudoracion nocturna son los sintomas mas comunes. Los
mecanismos involucrados en la presencia de bochornos no han sido aclarados,
pero se considera que se deben a una alteracion en la funcién reguladora de la
temperatura en el centro termorregulador en el hipotalamo® debido a una baja
dramatica de estrogenos circulantes que también involucra a las catecolaminas
encargadas de regular la temperatura y produccién de la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH)."

Cuando se inicia el bochorno se observa sudoracion en la piel de la frente, en
forma de gotas, lo que indica una resistencia de la piel a los cambios vasculares.
Cuando el bochorno termina, la paciente experimenta una sensacién de frio por la
pérdida de calor acelerada." Se presentan en el 80% de las mujeres.
Involucran episodios temporales pero recurrentes de rubor con una sensacion de
calor en la parte superior del cuerpo y la cara. Algunos se pueden tolerar
facilmente pero otros son molestos 0 embarazosos, y otros pueden ser hasta

debilitantes. °

Los bochornos relacionados con la menopausia suelen seguir un patron unico en
cada mujer. La mayoria de las mujeres los experimentan de 6 meses a 2 afos,
aunque algunos estudios sugieren que el periodo puede durar de 3 a 5 afios,
incluso en algunas mujeres, persisten durante 10 afios o mas, ademas se sabe

que las mujeres de edad avanzada tienen bochornos ocasionales.’
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Las palpitaciones pueden estar relacionadas con el aumento de la actividad
simpatica causada por la menopausia. Las razones de este sintoma son poco
claras, pero se ha visto que el estradiol tiene un efecto significante en parametros

electrofisiolégicos, por lo cual se sugiere que juega un papel importante

Durante la perimenopausia, cantidades bajas de estrégenos pueden causar que el
tejido de la vulva y la vagina se vuelva mas delgado, seco, y menos elastico o
flexible, una condicion conocida como atrofia vulvovaginal. La secrecién vaginal
disminuye, lo que provoca una mala lubricacion. Niveles disminuidos de
estrogenos provocan que aumente el pH vaginal, lo cual ocasiona que la vagina
esté menos acida. Los tejidos vulvovaginales secos, fragiles son susceptibles a

dafio, rompimiento y sangrado durante el coito. °

La reduccion de niveles de estrogeno pueden causar adelgazamiento de la
mucosa de la uretra (el tubo corto por donde pasa la orina desde la vejiga al
exterior del cuerpo). Los musculos que rodean la pelvis también se pueden
debilitar, un proceso conocido como "relajacion pélvica." Como resultado se
encuentran en mayor riesgo de incontinencia urinaria (pérdida involuntaria de

orina).’

Después de la menopausia hay una reduccion del grosor debida a la disminucién
de colageno, el constituyente principal de la dermis, hay pérdida de elasticidad y la
piel se vuelve seca. El 30% del colageno de la piel se pierde en los primeros afos

de la menopausia.®

La disminucion del metabolismo esta asociada con el envejecimiento. La masa
corporal magra disminuye con la edad, mientras que la grasa corporal se acumula

durante la edad adulta.

El envejecimiento y estilo de vida parecen ser los principales culpables detras de
la ganancia de peso en las mujeres en la época de la menopausia. Las mujeres

generalmente se vuelven menos activas fisicamente cuando alcanzan los 40 afios.
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Aunque la menopausia puede no estar directamente asociada con el aumento de
peso, varios estudios han demostrado que la perimenopausia, independiente de la
edad, se asocia con aumento de la grasa en el abdomen, asi como disminucién de

la masa corporal magra. °

Esto sugiere que la menopausia provoca en muchas mujeres de mediana edad el
cambio de un cuerpo en forma de pera (caderas y muslos anchos, con mas peso
por debajo de la cintura) a un cuerpo con forma de manzana (cintura y vientre
ancho, con mas peso en la cintura). Sin embargo, se necesitan mas estudios

sobre el papel exacto de la menopausia en la composicion corporal. °

Figura 1.Cambio de cuerpo en la menopausia:
forma de pera a forma de manzana Tomado de
The North American Menopause Society, 2002. °

Los trastornos del suefo involucran cualquier trastorno que afecta, perturba o
compromete el dormir, se han determinado mucho trastornos diferentes, entre los
cuales se incluye el insomnio, el cual se define como la incapacidad de poder
conciliar el suefio a la hora o momento que normalmente se esperaria, la mala

calidad al dormir o la incapacidad de poder quedarse dormido.’

Hay evidencia en estudios transversales de que la menopausia se asocia con la
presencia de problemas en el inicio y final del suefo, del despertar y de la
reduccion del numero de horas del mismo. Esta sintomatologia coincide con los
sofocos o bochornos que ocurren mas frecuentemente por las noches y se ha sido

5,8

sugerido como el causante de ello sin embargo las causas aun son poco

claras.”
Marco tedrico7



2.2 Estrés oxidativo en la mujer climatérica

El climaterio es una etapa inmersa en el proceso de envejecimiento’. El
envejecimiento es un proceso biolégico complejo que ocurre a nivel tisular y
organico. Denhan Harman en 1956 sugiri6 que la produccion excesiva de
radicales libres era la causa del proceso de envejecimiento'® El dogma central de
esta teoria radica en que durante el metabolismo aerobio se producen especies
reactivas de oxigeno que promueven reacciones que dafan macromoléculas. Este
dafo irreversible se acumula con el tiempo, lo que da como resultado una pérdida

gradual de la capacidad funcional de la célula."

Se ha relacionado a la menopausia con el estrés oxidativo por el incremento de
radicales libres lo cual se vincula a los sintomas neurovegetativos, al sindrome
metabolico, enfermedad cardiovascular, osteoporosis y cancer, debido a la

disminucion de estrégenos. ®

2.2.1 Estrés oxidativo

Se denomina estrés oxidativo al desequilibrio bioquimico que se genera cuando
los sistemas antioxidantes no pueden contrarrestar la produccion excesiva de
radicales libres (RL) o especies oxidantes, las cuales provocan dafio sobre

biomoléculas como lipidos, ADN, carbohidratos y proteinas. '

Los RL son atomos o grupos de atomos que en su estructura atomica tienen un
electron desapareado en el orbital externo, lo que les da una gran inestabilidad, se
representa colocando un punto sobre el mismo simbolo del atomo que contiene el
electron desapareado. Son altamente reactivos y tienen una vida media corta, por

lo que actuian cerca del sitio en que se forman.'?131*

La mitocondria constituye la fuente principal de RL. La utilizacién del oxigeno
molecular como ultimo aceptor de electrones, se reduce de forma univalente,
generando productos intermediarios mas reactivos conocidos como especies

reactivas de oxigeno (EROs). °
02 202 >Hy0, >0H:
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Los mas importantes son: el radical anion superoxido (O2-), el radical hidroxilo

(HO') y su precursor inmediato el peroxido de hidrégeno (H202). 19

El radical hidroxilo (OH") es el mas reactivo y destructivo, puede ser producido por
reduccion directa del H,O, por el Oz, por transferencia directa de un electron del
O, al H,0; catalizada por metales (reaccién de Fenton) ' Entre los radicales
secundarios u organicos estan el radical peroxilo (ROQO:), el hidroperdxido organico
(ROOH) vy los lipidos peroxidados. El O, puede ademas reaccionar con el 6xido

nitrico (NO) y generar peroxinitrito (ONOO'). '

Estas moléculas estan involucradas en muchos procesos bioquimicos como
mensajes intracelulares (en la diferenciacion celular o desarrollo), apoptosis,
inmunidad y defensa contra organismos.’® Sin embargo, un exceso puede dar
lugar a reacciones secundarias utiles o nocivas con muchas sustancias presentes
en el organismo. Son los productos finales de estas reacciones secundarias los
que produciran los mayores efectos de citotoxicidad. La acumulacion de RL
produce alteraciones de la funcion celular y existen muchas enfermedades crénico

degenerativos que se han relacionado con el estrés oxidativo.'®"’

El dano celular producido por las EROs ocurre sobre diferentes macromoléculas
como lipidos, proteinas y ADN. En la oxidacidon de los lipidos membranales es
donde se produce el mayor dafio en un proceso conocido como peroxidacion

lipidica. ™

Los acidos grasos poliinsaturados, que predominantemente se ubican en las
membranas celulares, son particularmente susceptibles al ataque de los radicales
libres. La oxidaciéon de los lipidos membranales provoca alteraciones en la
permeabilidad, o la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y la de los

organelos celulares.

Marco tedrico9



Cuando los radicales hidroxilo se forman cerca de la membrana son capaces de
extraer atomos de hidrégeno de los fosfolipidos que la componen, después de
esta reaccion aunque el hidroxilo original se ha inactivado, se forma un radical
lipidico, el que después de un rearreglo molecular (dieno conjugado), puede
reaccionar con el oxigeno para originar el radical peroxilo (R-OO.), este puede
reaccionar con otros acidos grasos de la membrana, formando mas radicales

lipidicos, mientras él mismo se transforma en hidroperdxido (R-OOH).

En ausencia de iones metalicos los hidroperoxidos pueden acumularse en la
membrana y con esto alterar su funcion, pueden transformarse en aldehidos,
dentro de los que el mas estudiado es el malondialdehido y que puede provocar

dafio a otras moléculas como el ADN." (Figura 2)

Lipoperoxidos

OOH

Productos aldehidicos

_
v

Malondialdehido

U

Figura 2. Productos de peroxidacién lipidica. Modificado de Zwart, 1999

Para contrarrestar el efecto del estrés oxidativo los organismos aerobios poseen
un sistema de defensa antioxidante que actuan sobre las EROs producidas como

consecuencia de la respiracién aerobia y la oxidacién de sustratos.®
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2.2.2 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que retrase, prevenga o elimine el dafio
oxidativo de una molécula blanco. Por lo que los antioxidantes pueden actuar
eliminando EROs, removiendo iones metalicos que puedan catalizar reacciones de
oxidacion y rompiendo cadenas en secuencias de iniciacion oxidativa. Un
organismo tiene 3 sistemas de defensa que pueden prevenir la toxicidad de las
EROs:"?

a. Proteinas atrapadoras de metales

Actuan transportando y almacenando iones metalicos, evitando la participacién de
estos metales en la formacion de EROs. Los mas importantes son: ferritina,

transferrina, lactoferrina, ceruloplasmina y albumina.

La albumina esta presente en concentraciones relativamente altas en varios
fluidos, es la responsable de atrapar entre el 10 y el 50 % de radicales peroxilo
que se generan en el plasma humano. Esta enzima se destruye al ejercer su

accion antioxidante.?
b. Antioxidantes no enzimaticos:

La gran mayoria de los antioxidantes no enzimaticos no son sintetizados por los
humanos, por lo que es necesario consumirlos en la dieta, existe una gran
variedad de este tipo de antioxidantes por lo que para su estudio se puede
clasificar como vitaminas antioxidantes, antioxidantes enddgenos, minerales,

fitoquimicos y suplementos exégenos.?
c. Antioxidantes enzimaticos:

Varias enzimas son utilizadas para mantener el estado redox tras el estrés
oxidativo, por lo tanto los cambios en la cantidad o actividad de estas enzimas es

atil como marcador de estrés oxidativo.'?
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Sistemas encargados de remover el radical superoxido:

Superdxido dismutasa (SOD) fue descubierta por McCord y Fridovich en
1968. Se conocen 3 isoformas las cuales tienen diferente cofactor y
distribucion, en citoplasma, matriz mitocondrial y en liquidos
extracelulares.'>® Es enzima eritrocitaria capaz de remover
cataliticamente al radical superoxido (O, ) por medio de una reaccién que
genera peréxido de hidrogeno, mediante una reaccion redox en la que

actla el idn metalico presente en la enzima®.
O, + Oy + 2H+902 + H,0,
Sistemas encargados de remover el peroxido de hidrégeno:

Catalasa (CAT): es una enzima con cuatro subunidades proteicas, cada
una con un grupo hemo unido a su sitio activo. Su actividad esta localizada
en los eritrocitos y en los peroxisomas, remueve el peroxido produciendo

agua y oxigeno molecular."?
2H,0, _“ATs, H,0 + O,

Glutation peroxidasa (GPx): es la enzima mitocondrial mas estudiada, utiliza
GSH (glutation reducido) para la reduccion de H»O, en H;O. La
regeneracion del GSH a partir de GSSG (glutation oxidado) es catalizada
por la glutation reductasa (GR). A diferencia de la catalasa la GPx no es
especifica, ya que ademas de destruir H,O,, es capaz de reaccionar
efectivamente con lipidos e hidroperdxidos organicos como hidroperdxido

de cumeno, perdxidos de colesterol y ter-butil hidroperoxido '
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NADPH+ H* GSSG 2H,0

Glutation oxidado

educcié ‘red
0 ucc
ion
NADP+ GR GPx HzOz

Glutation reducido

Figura 3. Reduccion de hidroperéxidos en alcohol y agua por la glutatién
peroxidasa. Tomado de Singh K, 2006."

Capacidad antioxidante total: En el plasma se encuentran varias sustancias cuya
funcion es prevenir o inhibir el dafio oxidativo provocado por los RL, como el acido
urico, la bilirrubina, los estrégenos y diversas vitaminas que pueden actuar como
atrapadoras de RL al ceder a éstos el electron que les hace falta convirtiéndose a
si mismos en un radical menos dafino, se han denominado de manera global
antioxidantes pero dado que son un grupo de moléculas y trabajan de forma
sinérgica su determinacién total en el plasma brinda mayor informacién que si se
determinaran de forma separada cada una de las especies. Este conjunto de
antioxidantes plasmaticos se han agrupado y se les ha asignado con varios
nombres como poder antioxidante total, respuesta antioxidante total, actividad

antioxidante total o capacidad antioxidante total. '?

Los factores pro-oxidantes mas estudiados relacionados con la aparicion y
complicacion de enfermedades agudas y crénicas, son tabaquismo, alcoholismo,
contaminacion ambiental, radiacion ultravioleta, horas de suefio, ejercicio fisico
extenuante, alimentacion inadecuada, estrés psicolégico y la edad

(envejecimiento).
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La actividad antioxidante de los estrogenos es atribuida al anillo fendlico de su
estructura que cede el hidrogenidén, por lo que actuan como antioxidantes

secundarios porque donan electrones a las especies reactivas de oxigeno y éste

se vuelve un radical libre menos dafino. Esta propiedad le posibilita al estrégeno
19,20

intervenir en diferentes etapas de la oxidacion lipidica.

Figura 4. Estructura de 17-8 estradiol. Tomado de Allinger, 1991. *°

En estudios con ratas ooforectomizadas, Strehlow y cols.?' evidenciaron que hubo
una disminucién de la SOD extracelular (ECSOD o SOD 3) y la SOD que une
Manganeso a su centro catalitico (MnSOD o SOD 2) debido al descenso de
estrogenos y concluyé que el estradiol aumenta la actividad de MnSOD y de
ECSOD sin afectar los niveles de la SOD asociada a un cobre y un zinc (Cu/Zn-
SOD o SOD1)? ni GPx. Signorelli y cols?®® demostraron que los niveles
plasmaticos de especies reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS), un marcador
de lipoperoxidacién, estaban aumentados significativamente en la mujer
posmenopausica comparada con la no menopausica y evidencié menor actividad

del antioxidante GPx.

Unfer®* evidencié que los niveles totales de SOD eran significativamente menores
en posmenopausicas que en premenopausicas; sin embargo, no encontrd

diferencias significativas en los niveles de GPx.
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Otros autores observaron que el grupo posmenopausico tenia niveles de
antioxidantes totales significativamente menores que el grupo premenopausico, y
lograron correlacionar la disminucion de estrogenos con esta capacidad.'®; por
otro lado otros estudios no lograron mostrar diferencia significativa entre los

niveles de estrés oxidativo de mujeres pre y posmenopausicas.'®

2.3 Terapia Hormonal

La terapia hormonal (TH) es un tratamiento que repone la carencia de hormonas
(principalmente, estrogenos), tratando de contrarrestar los efectos de su
deficiencia, y ha sido el tratamiento mas utilizado para mejorar los sintomas

agudos.? Pueden ser de 2 tipos:
TE: Terapia solo de estrogenos (prescrita para mujeres histerectomizadas)
TEP: combinacion de estrogeno mas progesterona

La progesterona se encarga de los cambios glandulares en el endometrio en los
ciclos menstruales, los cuales permitiran el desprendimiento endometrial con la
aparente presencia de sangrado catameneal (menstruacién) efecto ejercido por la
contraposicion del efecto estrogénico’, de tal manera que la indicacion primaria en
la menopausia para el uso de progesterona es evitar el aumento del riesgo de
cancer de endometrio cuando se utiliza TE sistémica. Todas las mujeres con utero
intacto que usan TE sistémica se les debe también prescribir la progesterona
adecuada. A las mujeres posmenopausicas sin utero no se les debe prescribir una
progesterona en la TE sistémica. La progesterona no esta indicada cuando la TE

se administra localmente a dosis bajas para tratar la atrofia vaginal * ?"%

Antes de la indicacion de TH, se debe realizar una evaluacion del estado general
de salud, descartar las contraindicaciones (cancer de mama, hiperplasia
endometrial o hepatopatias), y discutir los posibles beneficios y riesgos con cada

mujer.?®
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La FDA ha indicado la necesidad de determinar la dosis mas baja de un
medicamento que es terapéuticamente eficaz con puntos finales estadisticamente
diferentes del placebo. Al comparar a las mujeres que usan dosis estandar, las
mujeres que usan dosis bajas de estrogenos y progesterona tienen menor
posibilidad de presentar efectos no deseados, como sangrado vaginal, hiperplasia
endometrial o dolor en las mamas®. Existe mucha suspensién de la TH con la
dosis estandar debido a los efectos no deseados, por lo que se puede mejorar la
continuacién de la TH si se dan dosis menores (cuadro 1).?> 2 Cuando se usa
media dosis de estrogeno, se puede disminuir la dosis de progesterona diaria o se

puede usar la dosis estandar pero con menos frecuencia.?®

Cuadro1. Diferentes formulaciones y dosis para tratamiento de sintomatologia
menopausica via oral.

Dosis Estandar Microdosis

Estrogenos conjugados 0.625mg +2.5 6 5mg MPA 0.3mg + 1.5mg MPA
(EC)

Estrégenos esterificados 0.625mg +1mg NETA 5.0pg+1.0mg NETA

Estradiol-17p 2.0mg + 1mg NETA 1.0mg+0.5mg NETA

Tomado de: Archer, 2005. MPA: medroxiprogesterona, NETA: acetato de
noretisterona.

2.3.1 Beneficios sobre sintomatologia

Los tejidos en todo el cuerpo son sensibles a los esteroides sexuales, por lo tanto
pueden presentar cambios acelerado cuando se presenta disminucion de
estrogenos, lo cual es afortunadamente prevenible en cierto grado cuando se

utiliza una adecuada terapia estrogénica.”

Las dosis mas bajas de estrogenos, especialmente 0,45 y 0,3mg de EC mg
combinado con 2,5 01,5 mg de MPA, ha sido demostrado que tienen efectos

comparables en los sintomas de la menopausia.?>2%%’
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2.3.2 Beneficios sobre estrés oxidativo

Dado el hecho de que en la menopausia hay un cambio en el balance
oxidantes/antioxidantes, y que se ha demostrado que los estrogenos pueden
actuar como antioxidantes in vitro, algunos autores han estudiado el impacto que

la TH podria tener en el balance oxidantes/ antioxidantes en la posmenopausia.

Un factor que se tiene que tomar en cuenta es que la TH incluye la administracion
de progesterona cuando la mujer aun tiene utero. Esto propicia la confusion, dado
que hay estudios que sugieren que la progesterona tiene efecto antioxidante,

mientras otros afirman que no lo tiene.™

Unfer y cols.?* no encontraron diferencias significativas entre niveles plasmaticos
de GPx, ni TBARS; sin embargo, si encontraron mayores de SOD en el grupo que

recibia TEP frente a las que recibian TE.

Ozden? y Bednarek-Tupikowska®® demostraron que el grupo de mujeres con TEP
y TE presentaban niveles de TBARS mas bajos, ademas encontro niveles de GPX
mas altos en el grupo con TEP y TE y Bednarek-Tupikowska encontro niveles

mayores de antioxidantes totales.

Bureau y cols en otro estudio, compararon los niveles de MDA y la capacidad de
antioxidante total en postmenopausicas con TEP y TE, donde el grupo con TEP y
TE mostro niveles de TBARS significativamente mayores que el grupo de mujeres
sin TEP o TE. ™

Otros investigadores McManus y cols. y Wen y cols. estudiaron el efecto de
diferentes tipos de TH sobre la capacidad antioxidante total;, Bureau y cols.
analizaron el efecto sobre SOD e Inal y cols observaron el efecto sobre SOD, GPX
y TBARS en mujeres postmenopausicas y ninguno de estos investigadores
encontré diferencia en la capacidad oxidativa de las mujeres, antes y después de

TH durante 6 meses: '°
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Lo dificil de analizar del efecto general de los estrégenos con o sin progesterona
es que existen diferentes técnicas para medir estos efectos y que la gran mayoria
de los autores estudian solo uno o dos componentes del sistema antioxidante.
Esto da como resultado estudios que a veces se contradicen entre ellos y que mas
bien dejan preguntas sobre los componentes no estudiados. Pareciera que los
estrogenos si modifican el equilibro oxidativo / antioxidativo in vivo, al disminuir el

estrés oxidativo y a la vez, mejoran la actividad de algunos antioxidantes'®
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[II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La menopausia es el cambio del estado reproductivo al no reproductivo y se
diagnostica una vez que han transcurrido 12 meses consecutivos de amenorrea o
cuando hay hipoestrogenismo y se encuentran niveles de estrogenos menores de
25 pg/mL y niveles de FSH menores de 50 mUI/mL, para lo cual no existe ninguna

otra causa patoldgica o fisiologica. Esta se presenta entre los 45 y los 55 afios.

La sintomatologia asociada al climaterio es consecuencia de la disminucion de
estrogenos y consta de bochornos, problemas urogenitales, musculares, de

concentracion, memoria y alteraciones del sueio.

Se ha relacionado la menopausia con el estrés oxidativo debido al incremento de
radicales libres y especies reactivas de oxigeno ya que la disminucion de los
estrogenos con capacidad antioxidante colabora para que el organismo no pueda

destoxificar rapidamente los radicales libres o reparar el dafo resultante.

La terapia hormonal via oral aprobada por la FDA es recomendada en mujeres en
la etapa de climaterio ya que entre sus beneficios se encuentran la reduccién de la
sintomatologia aguda y la probable disminucion del estrés oxidativo debidas al
incremento de la actividad antioxidante del plasma, mientras que los efectos
adversos incluyen mayor riesgo de trombosis venosa, sensibilidad mamaria e
hiperplasia endometrial. Los ensayos clinicos recientes han encontrado que a
medida que la dosis de estrogeno oral y el tiempo de administracién de
progesterona se reducen, los beneficios se mantienen reduciendo al mismo tiempo
los efectos secundarios, sin embargo aun hay controversia en su efecto sobre el
estrés oxidativo, por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta de

investigacion:

¢ Habra una reduccion del estrés oxidativo y la sintomatologia aguda en mujeres
posmenopausicas que reciban tratamiento en microdosis de estrogenos y acetato
de medroxiprogesterona comparadas con las que reciban placebo y las

premenopausicas?
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IV. HIPOTESIS

Considerando que en estudios clinicos se ha encontrado que la administracion de
dosis mas bajas de estrogenos conjugados (EC) y medroxiprogesterona (MPA) via
oral tiene efectos comparables con las dosis tradicionales sobre los sintomas
agudos asociados al climaterio: bochornos, problemas para dormir, urogenitales,
de concentracion y memoria, siendo éstos considerados como factores pro-
oxidantes, con una consecuente disminucion de efectos colaterales, ademas de
que los estrogenos debido a su estructura se comportan como antioxidantes
naturales, entonces suponemos que al administrar a las mujeres
posmenopausicas la terapia estrogénica en microdosis disminuira la

sintomatologia y el estrés oxidativo sin presentar efectos secundarios.
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V. OBJETIVOS

General:

Determinar el efecto de la terapia hormonal en microdosis via oral sobre el

estrés oxidativo y sintomatologia aguda en la posmenopausia.

Especificos:

Determinar el efecto de la terapia hormonal en microdosis via oral sobre los
problemas somato-vegetativos, urogenitales e insomnio en mujeres

posmenopausicas.

Determinar el efecto de la terapia hormonal en microdosis via oral sobre el
estrés oxidativo medido a través de los marcadores: peroxidacion lipidica y

la actividad de Ilas enzimas SOD y GPx, ademas de Ila

capacidad antioxidante total.
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VI. MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO Y POBLACION

Se llevo a cabo un estudio experimental, prolectivo, longitudinal y comparativo en
118 mujeres de 40 a 59 afios en climaterio sanas, 39 premenopausicas, 41

posmenopausicas con tratamiento hormonal y 38 posmenopausicas con placebo.

CRITERIOS DE INCLUSION

= Clinicamente sanas cursando la etapa de climaterio.

= Pacientes con estudio citolégico vaginal normal (hasta Negativo Il).
= Paciente con mastografia normal.

» PREMENOPAUSICAS: Mujeres con sangrado menstrual.

= POSMENOPAUSICAS: Mujeres sin sangrado menstrual o niveles de

estrogenos menores a 25 pg/mL y FSH mayores a 50 mU/mL.
= Que firmaran el consentimiento informado.
CRITERIOS DE EXCLUSION
= Que ya estén tomando terapia hormonal.
= Con antecedentes de cancer de mama o endometrio.
= Con hepatopatia o tromboflebitis.
= Con enfermedades cronico degenerativas no controladas.
= Con antecedentes de cancer de cualquier tipo.
= Con enfermedades mentales.

=  Que no firmen el consentimiento informado.
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CRITERIOS DE ELIMINACION

Que durante el tratamiento presenten cancer de mama o alguna

contraindicacion para el uso de estrogenos.
Que no asistan al menos a una toma de muestra.
Que suspendan el tratamiento.

Las que dejen el estudio por cualquier causa.

VARIABLES INTERVINIENTES

Sedentarismo
Sobrepeso
Tabaquismo
Ingesta de alcohol
Horas de suefio

Ingesta de cafeina

VARIABLES INDEPENDIENTES

Tratamiento: Terapia Hormonal, con tres categorias: tratamiento, placebo o control

VARIABLES DEPENDIENTES

Estrés oxidativo, medido a través de: concentracion de lipoperoxidos, la
capacidad antioxidante total (TAS), la actividad de las enzimas

antioxidantes: superdxido dismutasa (SOD) y glutation peroxidasa (GPx).

Sintomatologia asociada a la menopausia: medida a través del Menopause
Rating Scale (MRS) y en sus tres dimensiones: somatovegetativa,

psicoldgica y urogenital, ademas de la Escala de Atenas de Insomnio (AlS).
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Definicion Escala de Categorias
medicion
Estrés oxidativo | Desequilibrio Cuantitativa LPOumol/L
bioquimico entre | continua para cada | TAS ymol/L
radicales libres vy | determinacion SOD U/g de Hb
antioxidantes. Medido GPx U/g de Hb

a través de la
lipoperoxidacién y los
sistemas antioxidantes

(SOD, GPXy TAS) Cualitativa nominal | Positivo:

LPO 20.320 ymol/L
TAS <900 pmol/L
SOD = 1.20 U/g de Hb
GPx =50.1 U/g de Hb

Tratamiento Si la paciente recibe Cualitativa nominal | 1-Control
tratamiento hormonal 2-Placebo
en microdosis, recibe 3-Microdosis
placebo o no recibe
nada.

Sintomatologia | Las molestias que la Cuantitativa Puntaje total

aguda paciente tiene continua

Cualitativa ordinal | Sin sintomatologia:
Opuntos

Leve: 5 a 8 puntos
Moderado: 9 a16 puntos
Severo = 17 puntos

Cualitativa nominal | Leve < 17 puntos
Severo = 17 puntos

Insomnio Incapacidad de poder | Cuantitativa Puntaje total
conciliar el suefio en continua
momento que se

espera, la mala calidad | Cualitativa nominal | Normal < 8 puntos
al dormir o la Insomnio = 8 puntos
incapacidad de poder
guedarse dormido
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Tabaquismo Consumo de mas de 2 | Cualitativa nominal | 0-negativo
cigarros al dia 1-positivo
Sedentarismo Cuando no se Cualitativa nominal | 0-negativo
realizacion una 1-positivo
actividad fisica 30
minutos al dia
Ingesta de Consumo de 7 copas | Cualitativa nominal | 0-negativo
alcohol por semana 1-positivo

equivalente a 84 g de
alcohol

Horas de suefio | Total de horas que Cuantitativa Numero de horas
duerme al dia discreta

Cafeina Consumo de mas de 2 | Cualitativa nominal | 0-Si
tazas de bebidas con 1-No
cafeina

TECNICAS

Se realizé un reclutamiento por medio de carteles y volantes invitando a asistir a

una platica informativa impartida por un ginecélogo experto en el area, para

posteriormente participar en el proyecto.

A todas se les realiz6 una biometria hematica y quimica sanguinea (glucosa,

colesterol, triglicéridos, HDL-colesterol y albumina) para conocer su estado de

salud y contestaron un cuestionario para ver el estado ginecolégico (Anexo 1).

Posteriormente se conformaron aleatoriamente dos grupos de posmenopausicas,

a las cuales se seleccionaron para cualquiera de los dos siguientes tratamientos:

= Grupo con tratamiento: se les dio tratamiento via oral de 0.3mg de

estrogenos conjugados y 5mg MPA (durante los 10 ultimos dias del 6to

mes).

=  Grupo placebo: se les administré6 un placebo via oral siguiendo el mismo

esquema anterior.

= Grupo control: conformado por premenopausicas sin tratamiento.
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Mediciones generales

A las participantes se les realizaron medidas antropométricas, peso, talla, indice
de masa corporal (kg/m?), circunferencia de la cintura y cadera y presion arterial.
Se les aplicé una mastografia y papanicolau al inicio para poder detectar algun
padecimiento que le impidiera participar. Contestaron cuestionarios para conocer
su estilo de vida y con esto los factores pro-oxidantes; ademas, al inicio y cada 3
meses contestaron la escala de calificacibn de menopausia (The Menopause

Rating Scale [MRS])) y la escala Atenas de Insomnio (Anexos 2 a 4)

La MRS sirve para medir la salud relacionada con la calidad de vida, con el
proposito de evaluar el impacto de los sintomas relacionados con la menopausia,
para comparar la severidad de los sintomas entre diferentes grupos y para medir
los cambios antes y después de un tratamiento. Consta de 11 preguntas con 5
opciones de respuesta escala tipo Likert. La escala considerada para evaluar la
intensidad de la sintomatologia aguda es negativo 0 a 4, bajo de 5 a 8, moderado
de 9 a 16 y severo mayor o igual a 17. El puntaje total varia de 0 (asintomatico)
hasta 44 (valor maximo de molestias) y depende de las molestias de cada dominio
evaluado. Existen 3 dimensiones a ser evaluadas y se considera un puntaje de 0

sin sintomatologia y mayor a 4 sintomas severos®’
-Psicologico: depresion, irritabilidad, ansiedad y cansancio.

-Somato-vegetativo: bochornos, molestias cardiacas, trastornos del suefo, dolores

y molestias musculares
-Urogenital: problemas sexuales, molestias urinarias y sequedad vaginal

La escala de Atenas de Insomnio consta de 8 preguntas con 4 opciones cada una,

considerandose que hay insomnio si se tiene una puntuacion = 8.
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Medicion del estrés oxidativo

Se obtuvieron muestras de sangre basal, a los 3 y a los 6 meses a las 8 am con
ayuno de 8 horas y previo consentimiento informado (Anexo 5) en 3 tubos BD
Vacutainer siliconizados, uno sin anticoagulante y otros 2 con anticoagulante K-

EDTA y con heparina.

Se midieron las concentraciones de hormonas estrogenos y FSH. Con las
muestras obtenidas en el tubo con heparina se separ6 sangre total para
determinar la actividad de las enzimas antioxidantes: superéxido dismutasa (SOD)
y glutation peroxidasa (GPx) y posteriormente se centrifugaron para obtener
plasma con el cual se midieron los marcadores biologicos: peroxidacion lipidica y

capacidad antioxidante total (TAS)

La biometria hematica y la quimica sanguinea se realizaron en la Clinica
Multidisciplinaria del Estado de México de la FES Zaragoza, el perfil hormonal en
el laboratorio de Endocrinologia del Hospital de Especialidades del IMSS Siglo XXI
y la quimica sanguinea y todos los marcadores biologicos de estrés oxidativo
fueron determinados en el Laboratorio de Investigacién Clinica Gerontologica de la
Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM), Campus Zaragoza, en la
Ciudad de México.

MARCADORES BIOLOGICOS DE ESTRES OXIDATIVO:

¢ Glutation peroxidasa

Para la cuantificacion de la actividad de glutation peroxidasa se emplea el estuche
comercial Randox, Ransel glutation peroxidasa. Este método esta basado en el
trabajo de Plagia y Valentine. La GPx cataliza la oxidacion de glutation (GSH) por

el hidroperéxido de cumeno con base en la siguiente reaccion:

ROOH (hidroperoxido)+2GSH (glutation reducido) ™, ROH + GSSG (glutation
oxidado) + H20O

NADPH + H+ + GSSG Glutation reductasa NADP+ + GSH
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La concentraciéon de GPx se evalua por la disminucion en absorcion a 340 nm,
debia a la oxidacion de NADPH a NADP".

Procedimiento:

1-

Se diluyen 0.05 mL de sangre entera heparinizada en 1 mL de solucion

diluyente (proporcionada por Randox), se incuba 5 minutos.

Se adiciona 1 mL de reactivo de Drabkin a doble concentracion. Las

muestras se analizan en los siguientes 20 min.

Para el ensayo se enciende la unidad de temperatura anexa al espectro y

se ajusta a 37°C.

Se colocan 0.02 mL de muestra diluida en un bafio de agua a 37°C y se
agrega 1 mL de reactivo de trabajo (glutation 4 mmol/L, glutation reductasa
0.5 U/L y NADPH 0.34 mmol/L, preparado de acuerdo a las instrucciones
del proveedor) y 0.04 mL de cumeno (hidroperéxido de cumeno 0.18

mmol/L) previamente agitado ya que el cumeno es insoluble en agua.

Se mezcla y lee la absorbancia inicial al cabo de 1 minuto y se empieza a
cronometrar simultaneamente para leer de nuevo al cabo de 1 y 2 minutos.

La cinética de esta reaccion se lee a 340 nm contra blanco de agua.

Se miden 0.02 mL de agua como blancos y se tratan como a la muestras.

Se calculan los deltas de absorbancia de muestras y blancos A= A1-A3.

Actividad de la enzima U/L= (Amuestra- Ablanco) *8412 *41

¢ Peroxidacion lipidica por el método del acido tiobarbiturico (TBA).

La prueba del acido tiobarbiturico (TBA) es el ensayo mas usado para la medicion

de la lipoperoxidacién. Durante la prueba, la muestra es tratada con TBA a un pH

bajo; en la reaccion el MDA reacciona con TBA con la produccion de un pigmento

rosa cuya absorcion maxima es a los 532 nm. Durante la reaccidn por un proceso

de auto-oxidacion se incrementan los TBARS, al agregar el butirilhidroxitolueno

(BHT) se reduce la formacion de lipoperdxidos in vitro. *
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Procedimiento:

1-

Se recolecta sangre total en tubos con anticoagulante heparina, se
centrifuga la sangre a 3000 rpm por 10 minutos para obtener el plasma al
cual se le adicionan 10 pL de butirilhidroxitolueno (BHT) 2 mM por cada

mililitro de sangre, para evitar la autooxidacion de las muestras.

Se miden 400 pL de plasma heparinizado en el respectivo tubo y se
agregan 50 pL de BHT (12.6mmol/L) y 400 yL de acido ortofosférico 0.2
mol/L consecutivamente, se mezclan y se agitan en vortex por 10

segundos.

Se adicionan 50 pyL de TBA 0.11 mol/L, se mezcla y agitan en vortex por 10
segundos. Se tapan los tubos y se colocan en un bafio de agua de 90°C por

45 minutos.

Cuidadosamente se sacan los tubos del bafio y se colocan en hielo, una
vez frios, se agrega a cada tubo 1200 uL de butanol y 100uL de solucion
saturada de cloruro de sodio. Se mezclan y agitan en vortex por 30

segundos.
Se centrifugan a 5000 rpm por 2 minutos. Se extrae el sobrenadante.

Se lee contra blanco en 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 calcula la diferencia.

Se calcula el delta de absorcion sustrayendo la lectura obtenida a 572nm

de la lectura de 535 nm.

La concentracion de acido tiobarbiturico que reacciona se calcula por medio

de una curva estandar de MDA, generada con un estandar de TMP.

La concentraciéon de lipoperoxidos se calcula al interpolar en la curva
estandar construida cantidades crecientes de la sustancia patrén que es el

1,1,3,3-tetrametoxipropeno (TMP).
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CURVA DE CALIBRACION:

Para la recta se preparan las siguientes soluciones a partir de la sustancia patron

que es el 1,1,3,3 -tetrametoxipropeno (TMP).

a) TMP 1 mM: se diluyen 17 mM: se diluyen 17 yL de TMP en 100 mL de agua

destilada (solucién madre preparada en funcién del peso molecular del TMP)

b) TMP 0.2 mM: se toma 1 mL de TMP 1mM y se afiaden a 4 mL de agua

bidestilada (se prepara cada vez que se usa).

Se preparan ocho tubos de concentraciones crecientes como se muestra a

continuacion:

Tubo TMP (pL) H20 (mL) MDA (pmol/L)
Blanco 0 400 0

1 10 390 0.2

2 20 380 0.4

3 40 360 0.8

4 60 340 1.2

5 100 300 2.0

6 140 260 2.8

7 200 200 4.0

Se marcan otros ocho tubos y se miden 400 yL de cada estandar en el respectivo

tubo, y se da el mismo tratamiento que a cada muestra.

Se grafica el delta de la absorbancia de cada tubo en funcién de la concentracion
de MDA y se determina por regresion lineal la ecuacion de la recta en la cual se
interpolan los deltas de las absorbancias obtenidas de las muestras para obtener

las concentraciones de lipoperdxidos en pmol/L
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e Superoxido dismutasa (SOD)

En la cuantificacion de la actividad SOD se emplea el equipo comercial Ransod
superoxido dismutasa (Randox Laboratories Ltd, UK) que se basa en el uso de

xantina y xantina oxidasa (XOD) para formar radicales superoxido (O2™)
Xantina X Acido Urico + O,

Los radicales superdxido formados reacciona con sales de cloruro de 2-(4-
yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolio (I.N.T) é p-iodonitrotetrazolio para formar

un colorante formazan rojo.
I.N.T—22> Colorante formazan

La SOD superoxido dismutasa presente en las muestras compite con el |.N.T. por

los radicales superoxido y por tanto inhibe la produccidn del colorante formazan.
027+ 0y +2H" 22> 0, + H,0;

La SOD se mide por el grado de inhibicién de la formacion del colorante formazan,
a 505nm.

Procedimiento:

1- Se toman 500 pL de la muestra de sangre total y se lavan los eritrocitos 3
veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9%, centrifugando durante 10

minutos a 3000 rpm después de cada lavado.

N
1

El boton de eritrocitos lavados, se adiciona 2 ml de agua bidestilada fria, se

mezclan y dejan reposar durante 15minutos a 4°C

w
1

3. Del lisado se toman 100 pL y se diluyen con 1.9 mL de tampon fosfato
0.01 mmol/L pH 7.0.

I
1

El espectro se pone a cero utilizando como blanco la solucion
amortiguadora de fosfatos y se enciende la unidad de temperatura anexa al
espectro y se ajusta a 37°C dado que es una reaccion enzimatica. Las

lecturas se realizan a 505 nm.
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5- Se pipetean 0.03 mL de la muestra diluida se coloca en un bafio a 37°C, se
le adiciona 1mL de sustrato mixto previamente colocado en el bafio a 37°C
(xantina 0.05 mol/L, I.N.T. 0.025 mmol/L, solucién preparada siguiendo las

instrucciones del estuche), se mezcla.

6- Se agregan 0.15 ml de xantin oxidasa a 37°C (xantin oxidasa 0.94 mmol/L,
preparada siguiendo las instrucciones del estuche) y simultaneamente se
dispara el cronometro. Se mezcla y se registra la absorbancia A1 al cabo de
30 segundos y se lee la absorbancia final A2 trascurridos 3 minutos mas.

(en total se sigue la reaccion 3 minutos con 30 segundos).

7- Se calcula el delta restando la absorbancia A1 de la A2 y se divide entre

tres para obtener la actividad pro minuto.

8- Se siguen los pasos 5 al 7 utilizando como muestra 0.030mL de agua para

obtener el blanco, se hace por duplicado y se calcula el promedio.
9- Para calcular el porcentaje de inhibicion se realiza el siguiente calculo:
% de inhibicion = 100- [(Delta de muestra/min * 100) / (Delta S1/min)]

10-Para obtener los porcentajes de SOD en U/mL se extrapolan los

porcentajes de inhibicion en la siguiente ecuacion de la recta de calibracion:
Actividad de la enzima [U/mL] = [1.21 + (%inhibicion * 0.01)] * 100

e (Capacidad Antioxidante Total

Analisis del estado de los antioxidantes totales se emplea el equipo comercial

Total antioxidant status (Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peréxido de hidrogeno y ABTS (2,2°- azido-di-
etilbenzotiazolin sulfanato) para dar como resultado la formacion del radical cation
ABTS+. Este radical presenta una coloracion verde-azulada, la presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion siendo ésta
proporcional a la concentracion de antioxidantes. La cinética de la reaccion se

mide a 600 nm.
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HX-Fe** + 20, —>X-(Fe**' =0) + H,0

metamioglobina ferrilmioglobina

ABTS + X - (Fe** =0) —=> ABTS™" + HX-Fe**

radical verde-azulado

Procedimiento:

1. Las lecturas se realizan a 600 nm, contra blanco de agua a 37°C. Se
pipetean 0.02 mL de plasma y se adiciona 1 mL de cromdgeno
(Metamioglobina, ABTS® preparado de acuerdo a las indicaciones del

proveedor), se mezclar y se hace la lectura de la absorbancia inicial A

2. Después de esto se adicionan 0.200 mL de sustrato (H2O2), se empieza a

cronometrar para leer la absorbancia A; al cabo de exactamente 3 minutos.

3. Se miden 0.02 mL de agua como blanco y se tratan siguiendo el mismo

tratamiento que a las muestras y se hace por duplicado.

4. Se miden 0.02 mL del estandar (preparado de acuerdo a las instrucciones)

y se tratan con el mismo tratamiento que a la muestra.

5. Se calcula el delta de absorbancia y se calcula el factor:
Factor= Concentracion del patrén / AAblanco-AA patrén

6. Se calcula la concentracion de antioxidantes totales en mmol/L:

mmol/L= Factor x (AA blanco -AAmuestra)
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la descripcion de los datos cualitativos se utilizaron frecuencias y
proporciones y para los datos cuantitativos se utilizaron medias y desviaciones
estandar. Se consider6 un valor de p<0.05 como estadisticamente significativo con

un intervalo de confianza del 95%.

Como prueba descriptiva paramétrica para las variables cuantitativas continuas se
utiliz6 ANOVA de una via con prueba de Dunnet como posthoc y la prueba no

paramétrica x2 para las variables cualitativas nominales.

Para el analisis comparativo, se utilizdé la prueba estadistica paramétrica de t-
pareada y la ANOVA de medidas repetidas para comparar el antes y el después
de cada grupo y ANOVA de una via para comparar los datos entre grupos,

representado los datos cuantitativos por medias.

Asi mismo la prueba estadistica no paramétrica de McNemar para el analisis del
antes y después con x* para ver la diferencia entre grupos de las variables

cualitativas representado por frecuencias y proporciones.
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VII. RESULTADOS

Estado de salud y sintomatologia

Se realizaron pruebas de laboratorio al inicio del tratamiento para evaluar el
estado de salud de las mujeres de los 3 grupos donde observamos que no existe
diferencia entre ellos. Por otro lado al evaluar los instrumentos Escala de
Calificacion de Menopausia (MRS) y Atenas de Insomnio, se observa que las
pacientes premenopdausicas tienen menor sintomatologia e insomnio que las
posmenopausicas, especificamente, Ila  sintomatologia urogenital es
estadisticamente significativa contra los dos grupos posmenopausicos, pero la
sintomatologia somatica, es estadisticamente significativa s6lo contra el grupo
placebo, ademas las mujeres posmenopausicas en el grupo de microdosis tienen

significativamente mayor insomnio que las premenopausicas (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Biometria hematica, quimica sanguinea y antropometria por grupo al

inicio del tratamiento e instrumentos por poblacion de estudio.

Premenopausicas Placebo Microdosis
(n=39) (n=38) (n=41)
Biometria Hematica
Hemoglobina (g/dL) 13.6811.57 14.64+1.22 14.70+0.17
Hematocrito (%) 42.3514.18 44.7513.34 44.6912.16
Leucocitos (cel/mm?) 628011672 5578+1201 572111444
Eritrocitos(x 10° cel/mm®)  4.56+0.48 4.85%0.50 4.8620.31
CMHC (%) 32.24+1.24 32.71+£1.16 32.86+0.88
Quimica Sanguinea
Glucosa (mg/dL) 94.15+30.03 110.294£49.59 100.56+33.54
Colesterol (mg/dL) 204.60+33.17 214.24+49.77 228.54148.41
Triglicéridos (mg/dL) 165+85.86 153.26459.02 215.56+205.21
Acido urico(mg/dL) 4.3211.34 4.61+£1.31 4.62+1.30
HDL(mg/dL) 60.78+14.81 57.24+12.77 49.94+10.79
Albumina(g/dL) 4.4510.54 4.7210.43 4.52+0.32
Antropometria
Talla (m) 1.5210.05 1.511£0.05 1.5210.05
Peso (kg) 63.45+9.53 63.97+11.71 68.04+£15.32
indice de masa 27.26+3.53 27.6614.31 29.42+6.43
corporal (kg/m?)
Circunferencia de 89.90+9.34 92.46+12.26 92.66+92.66
cintura (cm)
Circunferencia de 100.65+7.63 100.17+£9.00 102.94+12.27
cadera (cm)
indice cintura/cadera 0.89+£0.06 0.92+0.07 0.90£0.05
Tensién arterial
sistolica (mmHg) 117.46£12.77 127.76£16.63 114.19+16.05
Tensién arterial 78.22+9.28 84.26£10.79 74.0518.86
diastdlica (mmHg)
Instrumentos
MRS total 13.7748.50 19.5848.9* 18.2249.09
MRS psicologico 5.90+4.12 6.84+3.56 7.0£4.03
MRS somatico 4.5913.33 7.34+3.61* 6.49+3.54
MRS urogenital 3.28+2.79 5.66+3.65* 4.71+3.46"
Insomnio 6.49+4.48 8.82+5.19 9.18+5.50"

MRS: Menopause Rating Scale. ANOVA de un factor con prueba de Dunnet como

posthoc, *premenopausicas vs placebo p<0.005, ‘premenopausicas vs microdosis

p<0.05
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Factores pro-oxidantes

Al evaluaron los factores pro-oxidantes por medio del cuestionario de estilo de
vida, se ve que existe mayor consumo de cafeina en el grupo

de microdosis. (Cuadro 3)

Cuadro 3. Factores pro-oxidantes en los grupos de estudio.

Premenopausicas Placebo Microdosis
(n=39) (n=38) (n=41)

Fuma (22 cigarros) 1(2.7%) 3 (8.3%) 2 (5.1%)
Cafeina (=2 tazas) 10 (27%) 5(13.9%) 14(35.9%)*
Alcohol (=2 copas) 0 2 (5.6%) 4 (10.3%)
Ejercicio (=30min; 3 veces por 19(51.4%) 22(61.1%) 20(51.3%)
semana)
Horas de suefio (horas) 6.81+1.17 6.70+1.20 6.15+1.30

*Prueba % p>0.05
Estrés oxidativo inicial

Se puede observar que al inicio del tratamiento los lipoperoxidos son mas altos en
las mujeres posmenopausicas (grupo microdosis y placebo) que en las mujeres
premenopausicas, y la concentracion de la enzima superdxido dismutasa es mas
alta en las premenopausicas, siendo esta diferencia estadisticamente significativa
(Cuadro 4).

Cuadro 4. Marcadores de estrés oxidativo al inicio del tratamiento en los 3 grupos

de estudio.

Premenopausicas Placebo Microdosis

(n=39) (n = 38) (n=41)

Lipoperdxidos (wmol/L) 0.303 £0.08* 0.355+0.05  0.350+0.08
Superéxido dismutasa (U/gHb) 1.23+0.17* 1.15+0.10 1.16+0.09
GpxHb (U/gHb) 56.84+14.48 50.45+13.61 57.02+18.30
SOD/GPx 0.023+0.005 0.021+0.004 0.024+0.007
Antioxidantes (mmol/L) 1.191£0.13 1.181£0.25 1.411£0.22

*ANOVA de un factor con prueba de Dunnet como posthoc, *premenopausicas vs

microdosis y placebo, p<0.005
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Efecto de la terapia hormonal en microdosis sobre el estrés oxidativo

Al evaluar los marcadores de estrés oxidativo antes y después de 6 meses de
tratamiento en los 3 grupos, se observa una disminucion estadisticamente
significativa en la concentracion de lipoperoxidos en el grupo microdosis después
de 6 meses de tratamiento (Figura 5), ademas hay una induccién de la enzima
superoxido dismutasa (Figura 6), sin embargo los demas marcadores de estrés
oxidativo permanecieron sin cambio (Cuadro 5). Por otro lado, se observa una
disminucion estadisticamente significativa de la puntuacion MRS total y escala de
Atenas de insomnio en los dos grupos de posmenopausicas, las que recibieron

microdosis y las que recibieron placebo (Cuadro 5).
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Figura 5. Valores de lipoperoxidos pmol/L a través del tiempo en cada grupo de estudio.
*Prueba t pareada p<0.005
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Figura 6. Concentracién de SOD al inicio y después de 6 meses de tratamiento en los
3 grupos de estudio. * Prueba t pareada p<0.05
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Cuadro 5. Marcadores de estrés oxidativo antes y después de 6 meses en cada grupo de estudio

Variable Premenopausicas Placebo Microdosis
(n=39) (n=38) (n=41)
Basal 6 meses Basal 6 meses Basal 6 meses

Glutation peroxidasa (U/gHb)  56.84+14.48 57.32+12  50.45+13.61 55.61+9.50 57.46+18.16 56.49+21.17
Antioxidantes totales (mmol/L) 0.99+0.20 1.19+£0.13 1.09+0.25 1.18+0.25 1.27+0.026  1.41+0.22
SOD/GPx 0.023+.007 0.023+.005 0.024+.007 0.021+.004 0.023+0.008 0.024+.007

Escala de Calificacion de

Menopausia
Total 13.81+8.64 11.14+8.59 19.1618.6 14.46+9.66* 18.24+9.87 10.30%7.16*
Psicoldgico 5.81+4.19 4.061£3.74 6.7313.54 4.84+3.86* 7.15%4.16 4.06+3.55*
Somatico 4.72+3.41 3.97+2.85 7.19+3.54 5.46+4.15* 6.33+3.87 3.88+2.83*
Urogenital 3.28+2.81 3.11£2.75 5.51+£3.59 4.16+3.2" 4.73+3.63 2.36+1.88*

Escala Atenas de Insomnio 6.80+4.54 6.34+4.78 8.59+5.08 7.22+5.07" 9.29+5.50 7.61+4.71

*Prueba t pareada, * p<0.05, + p<0.05
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Al dicotomizar los valores de estrés oxidativo, se observa que la proporcion de
mujeres con lipoperoxidos mayores a 0.320 pmol/L disminuye después de 6

meses de tratamiento en el grupo que recibio tratamiento de microdosis (Figura 7).
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*
20 —— E— I _
- E

Premenopausicas Placebo Microdosis

% de mujeres con concentracion
lipoperéxidos mayores a 0.320umol/L

Grupo
Figura 7. Concentracion de lipoperéxidos después de 6 meses de tratamiento
por grupo de estudio. *Mc Nemar p<0.005

Al dicotomizar los valores y considerando a las que tenian sintomatologia
moderada o severa como presencia de sintomatologia, se observa que a los 6
meses de tratamiento hubo una disminucion estadisticamente significativa en la
proporcion de mujeres que presentaba sintomatologia aguda en el grupo de
microdosis (Figura 8). Mientras que la disminucion de la concentracion de
lipoperéxidos disminuyd en las mujeres con sintomatologia aguda y sin

sintomatologia (Figura 9).
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Figura 8. Porcentaje de mujeres con sintomatologia aguda antes y después de 6 meses
tratamiento por grupo de estudio. *Prueba de Mc Nemar, p<0.05
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Figura 9. Concentracion de lipoperdxidos umol/L a través del tiempo en mujeres con
sintomatologia y sin ella.
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Al dicotomizar el puntaje de insomnio y tomando en cuenta que si tenian 8 puntos
0 mas se consideraron con insomnio, se observa que hubo una disminucién de la
proporcién de mujeres con insomnio después de 6 meses de tratamiento (Figura
10).

70

60

50

40 M Basal

30 - —
6 meses

% mujeres con insomnio
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Premenopausicas Placebo Microdosis

G
Figura 10. Porcentaje de mujeres con hsomnio antes y después de 6 meses de
tratamiento. Prueba de Mc Nemar, *p<0.005, + p<0.05

Con relacion a los eventos adversos, ninguna de las mujeres en tratamiento se
quejo de alguno, soélo la mayoria de las que estuvieron en placebo comentaron

después de 3 meses que no observaban mejoria con el tratamiento.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El envejecimiento en la mujer comienza en la etapa del climaterio, la cual
ocurre cuando pasa del estado de reproduccion al de no reproduccion y aparecen
los primeros sintomas de déficit de estrégenos y progesterona que se prolongan

hasta después del cese de la menstruacion.®

La menopausia ocurre alrededor de los 51 afos y la ausencia o disminucion de las
concentraciones normales de estrégenos constituyen una situacion de riesgo, ya
que estas hormonas a concentraciones fisiologicas ejercen un efecto antiradical,
por lo que los cambios presentes en la posmenopausia estan relacionados con el
estrés oxidativo debido a la alteracién en el balance oxidante/antioxidante' y en
este estudio se pretendia ver si se mantiene la disminucion del estrés oxidativo y

sintomatologia con la mitad de la dosis de TEP.

Los tres grupos de mujeres que participaron en el estudio son sanas y no existe
ninguna diferencia en el estado de salud entre ellas, asi mismo no existe
diferencia significativa en los factores pro-oxidantes entre las premenopausicas y

posmenopausicas.

La Escala de Calificacién de Menopausia fue creado como una herramienta para
brindar informacién sobre los sintomas menopausicos y sus cambios durante un
tratamiento. Este cuestionario fue contestado por autoaplicacion, ya que de esta
manera el instrumento es mas sensible, debido a que contestan con mayor
sinceridad y asi se evita que las respuestas sean modificadas por el aplicador al
sobrestimar el resultado del tratamiento.®® En este estudio las pacientes
premenopausicas ya comienzan a presentar una sintomatologia moderada, esto
debido a que durante la premenopausia se presentan oscilaciones de la FSH y
estrogenos con periodos anovulatorios y ovulatorios que pueden ocasionar
trastornos somaticos®, mientras que los dos grupos de posmenopausicas ya
presentaban una sintomatologia aguda severa incluyendo sus tres dimensiones
psicologica (como depresion, irritabilidad y ansiedad), somatica (como bochornos,

molestias cardiacas, dolores de cabeza, 6seos y musculares) y urogenital (como
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mas problemas sexuales, urinarios y sequedad vaginal), todo esto debido a
causas bioldgicas relacionadas con la disminucién de estrégenos® y debido a que
hay receptores de estrogenos y progesterona en las paredes vaginales y son
sensibles a la disminucidn que ocurre durante la menopausia, provocando
adelgazamiento epitelial, pérdida de elasticidad y reduccion de la vascularidad, lo

cual genera la sintomatologia urogenital®.

Estudios previos encontraron que la terapia hormonal en microdosis disminuye la
sintomatologia aguda %?"?%, En este estudio se encontré que no sélo hubo una
disminucién del puntaje del MRS en el grupo que recibio tratamiento, si no también
hubo una disminucion en el grupo que recibié placebo, pero aun asi solo hubo una
reduccion significativa de la proporcion de mujeres con sintomatologia que recibié

tratamiento, de un 81.8% a un 54.5%.

Se ha establecido un incremento en los trastornos del suefio en la menopausia,
relacionado con las hormonas **; el cual incluye dificultades para conciliar el suefio
o dificultad para mantenerse dormido, esto se confirma con nuestro estudio donde
el grupo de posmenopausicas presentaba una proporcion mayor de mujeres con
trastornos del suefio (62%) en comparacién del grupo de premenopausicas
(44%)8, 1o cual coincide con la presencia de bochornos durante la noche y se ha
sugerido como causante de ello,>® pero esta relacién todavia no esta clara’ ya
que otros investigaciones no encontraron esta relacion con los bochornos y

sefialan que se deben tomar en cuenta otros factores psicologicos®+°.

Existen muchos estudios que afirman que el uso de una terapia hormonal tiene un
efecto positivo sobre los trastornos del suefio®*. En este estudio hubo una
disminucién de estos trastornos en grupo que recibié microdosis, lo cual se
corrobora con el estudio realizado por Gambaccini (2003)*” donde encontré que el
uso de terapia hormonal en microdosis mejoran la calidad de suefio, en contraste

un estudio realizado por Heinrch (2005)* que no encontré efecto benéfico.

Esta discrepancia es posible ya que los resultados son dificiles de comparar por la
variedad de las metodologias e instrumentos utilizados para evaluar la calidad del

suefo y cuales fueron las edades de corte utilizadas.
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Cabe mencionar que también hubo una disminucién de trastornos del suefio y de
sintomatologia aguda en el grupo que recibié placebo, por lo cual se debe tomar
en cuenta que ademas de depender de mecanismos biolégicos, también afectan
factores  psicolégicos y  sociales. El  efecto placebo es un
evento psicobiologico genuino atribuible a todo el contexto terapéutico y que entre
sus mecanismos destacan 2, el psicolégico y neurobioldgico. Dentro de nuestro
grupo placebo pudo deberse a un mecanismo psicologico (expectativas,
aprendizaje condicionado y recompensa) ya que sabian los efectos que dicha

terapia les traeria.®®

Se ha demostrado que los estrégenos pueden actuar como antioxidantes in vitro®®
por la presencia de un anillo fenol, el cual puede actuar como un barredor de
radicales libres y, a la vez, le permite donar un atomo H* y le permite intervenir en
diferentes etapas de la oxidacion lipidica®, por lo cual se hizo la determinacion de
especies reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS), éste es un método de
valoracion para cuantificar indirectamente la cantidad de RL generados, un
incremento de malondialdehido (MDA) o TBARS esindicativo de estrés

oxidativo'.

En este estudio se encontr6 que al inicio de la intervencion, los valores
de lipoperoxidos (medidos a través de TBARS) en el grupo de las
mujeres premenopausicas son significativamente mas bajos que los de las
posmenopausicas, esto también fue observado en un estudio realizado por
Escalante y cols. (2009)'en donde utilizaron los niveles de lipoperéxidos como
indicador de produccion de radicales libres y de dafio oxidativo de los lipidos de
la membrana y demostraron que hay un mayor nivel de lesion oxidativa en la
posmenopausia comparada con la premenopausia. Asi mismo, investigaciones
realizadas  previamente  por Signorelli y cols. (2006)®  y Bednarek-

Tupikowska y cols. (2004)* obtuvieron los mismos resultados.

Por otro lado, Bureau vy cols.(2001)" Ozden (2001)® vy Bednarek
(2004)*° demostraron que el grupo de mujeres con TEP en dosis completa

presentaban TBARS mas bajos que los de mujeres posmenopausicas que no
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recibieron TEP; en nuestro estudio se ve que aun en microdosis esta reduccién se
mantiene logrando una disminucién que ya es significativa desde los 3 meses de
tratamiento y a los 6 meses de tratamiento esta reduccién es mayor, mientras que
en el grupo placebo y premenopausicas la concentracion de lipoperoxidos se

mantiene sin cambios.

Ademas se ve que este comportamiento es igual en las mujeres con
sintomatologia o sin ella, ya que en cualquiera de los dos casos hubo una
disminucién de la concentracion de lipoperéxidos. Esta discrepancia es posible por
el pequefio tamafio de la muestra ya que al estratificar los grupos, son muy pocas
las mujeres posmenopausicas sin sintomatologia aguda al inicio del estudio, por lo
que es posible que el efecto en microdosis, aunque mejora la sintomatologia
aguda no alcanza a impactar con una mayor disminucion de este marcador de

estrés oxidativo.

Los estrogenos no solo participan como antioxidantes per se, sino que algunos
autores dicen que también pueden modificar los niveles y capacidades de los

mecanismos oxidativos y antioxidativos del cuerpo.’

La SOD es una enzima eritrocitaria capaz de remover cataliticamente al radical
superoxido mediante una reaccion redox en la que actua el ion metalico presente
en la enzima®, lo cual juega un papel importante en la proteccion contra el estrés
oxidativo. Una explicacion para la reduccion de SOD en el grupo de
posmenopausicas puede ser la deficiencia de cobre y zinc que es comun en la
menopausia, ya que estos metales son una parte importante de la enzima a nivel
citoplasmatico.?’ En este estudio se pudo observar que las posmenopausicas
tenian niveles mas bajos de SOD, la cual aumentdé en el grupo que recibio

microdosis, concordando con el estudio de Unfer y col (2006). 2*

Asi mismo, Strehlow y cols. (2003)*

observaron que el E2 aumenta la
transcripcion, expresion y actividad de MnSOD y SOD extracelular y que la
progesterona aumenta la de Cu/Zn-SOD asi como de MnSOD, por lo cual este
mecanismo se ve reflejado en este estudio al haber un aumento en la actividad

total de SOD en el grupo que recibid tratamiento en microdosis. Al respecto,
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Surgino y cols. (2002)*' demostraron que la progesterona tiene un mejor efecto
sobre la concentracion de SOD que con los estrogenos en células de endometrio
humano, por lo cual en estudios posteriores se debe aclarar el efecto de diferentes

hormonas sobre la induccién de SOD.

Por otro lado no se encontrd ninguna diferencia en los valores enzimaticos de GPx
entre premenopausicas y posmenopausicas al inicio ni después del tratamiento, lo
cual concuerda con el estudio de Unfer y col (2006) ?*; pero difiere del estudio de
Signorelli y cols. (2006)** donde encontraron que en el grupo de posmenopausicas
existe una actividad menor de GPx; se debe tomar en cuenta que la diferencia de
edades en nuestro estudio (45 vs. 55 afios) y del estudio de Unfer y col (2006) %*
(47 vs. 59 afios) fue menor que en el estudio de Signorelli y cols.?® (32 vs. 52

afnos), por lo cual esto puede ser la causa de la discrepancia en los resultados.

Ademas tampoco se encontré ninguna diferencia en los valores de antioxidantes
totales, lo cual difiere del estudio de Bednarek y cols (2004)*° donde encontré
niveles menores de antioxidantes totales en el grupo de posmenopausicas. En su
estudio 54 mujeres recibieron el tratamiento, mientras que en este estudio se tuvo
una menor cantidad de mujeres, por lo cual no se logra ver esta diferencia entre

las premenopausicas y posmenopausicas.

El uso de terapia hormonal es una decision individual, su objetivo principal es
mejor la calidad de vida de las mujeres al entrar en la menopausia por medio de la
reduccion de sintomatologia que les impide realizar sus actividades cotidianas de
manera satisfactoria y prevencion de ciertas complicaciones, sin embargo su uso
debe ser individualizado ya que cada mujer es distinta, por lo cual se deben
valorar sus usos y beneficios en cada una bajo vigilancia médica. Durante su uso
la mujer debe estar en constante evaluacion, y sobre todo se debe evaluar la
duracion del tratamiento®’, se recomienda que se comience la terapia al poco

tiempo de entrar en la menopausia.?’*.

A pesar de todos sus beneficios aun
existe controversia en cuanto a su uso, la cual se ha encargado de aclarar en un
consenso (2013) donde participaron distintas instituciones la Sociedad

Norteamericana de Medicina Reproductiva, la federacion de menopausia Asia-
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Pacifico, la Sociedad Europea y Norteamericana de Menopausia y Andropausia y
la Sociedad Internacional de Menopausia, donde establecieron que la terapia
hormonal es el tratamiento mas indicado para la reduccion de los sintomas

vasomotores, prevencion de fracturas y problemas urogenitales **
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[X. CONCLUSIONES

Hipotesis

Considerando que en estudios clinicos se ha encontrado que la administracion de
dosis mas bajas de estrogenos conjugados (EEC) y medroxiprogesterona (MPA)
via oral tiene efectos comparables con las dosis tradicionales sobre los sinfomas
agudos asociados al climaterio: bochornos, problemas para dormir, urogenitales,
de concentracion y memoria, Siendo éstos considerados como factores pro-
oxidantes, con una consecuente disminucion de efectos colaterales, ademas de
que los estrogenos debido a su estructura se comportan como antioxidantes
naturales, entonces suponemos que al administrar a las mujeres
posmenopausicas la terapia estrogénica en microdosis disminuira la

sinfomatologia y el estrés oxidativo sin presentar efectos secundarios.
Conclusion

La terapia hormonal en microdosis disminuye los niveles de lipoperoxidos vy
estimula la actividad de superdxido dismutasa, reduciendo asi el estrés oxidativo,
independientemente de si la mujer posmenopausica tiene sintomatologia severa o

no.

También de manera independiente, la terapia hormonal en microdosis aminora la
sintomatologia severa y los trastornos del suefio a partir de los 3 meses de

tratamiento, con la ventaja de no presentar efectos adversos.
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X. PROPUESTAS

Se recomienda que haya desarrollo de programas de difusién que permitan a las
mujeres y familiares conocer mas de este tema, ademas de brindar consultas que
permitan una evaluacion integral sintomatoldgica y psicolégica para evitar el
menor numero de inconvenientes posibles, ya que es bien sabido que en la mayor
parte de la poblacion se ve un decremento en la calidad de vida causada
por la sintomatologia asociada y los cambios de humor, lo cual se podria evitar

con una atencion adecuada.

Se recomienda seguir el estudio hasta los 12 meses para ver si estos beneficios

se mantienen constantes sin la aparicién de efectos secundarios.
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XII. ANEXOS



ANEXO 1
2012

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

Clave:

Cuestionario de climaterio

Nombre: Edad:

[N

Fecha de ultima regla:

¢Le hicieron cirugia para quitarle la matriz? Sl NO

¢ Le quitaron los ovarios? Sl NO

¢En que fecha? (aunque sea el afo).
¢ Ya paso por la menopausia? Sl NO

¢ A qué edad fue la ultima vez que tuvo menstruacion?

¢, Toma algun medicamento para la menopausia? Sl NO

© N e oA wN

Si su respuesta es afirmativa, ;qué medicamento

utiliza?

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

Pastillas Pomadas Parches Inyecciones

¢, Otras? geual?

10. Si su respuesta fue negativa. ; Tomoé alguna vez medicamento para la menopausia? Sl
NO
11. Si su respuesta es afirmativa, conteste las preguntas 5y 6.

12. ¢ Por cuanto tiempo los ha tomado o los tomo?

Si no tomdé medicamento para la menopausia o dejoé de tomarlos, écual fue la razén? Marque con

una cruz:
No tuve sintomas de menopausia Por indicacién médica
Porque ya no tengo sintomas Porque son muy caros

Porque no sabia que debia tomarlos

Por temor, ya que dicen que produce cdncer_____
Otra razén, icual? (explique)

GRACIAS POR SU COOPERACION.

Fecha de aplicacion: (dia/mes/afio).
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ANEXO 2

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CUESTIONARIO DE ESTILOS DE VIDA Clave:
Nombre:
Edad: Sexo:
Fecha de aplicacion:
1. ¢ Fuma de manera ininterrumpida durante el ultimo afo? Si |:| NO |:|

Si su respuesta es Si especifique niumero de cigarrillos y tiempo (afios) de consumo.

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*

Numero de cigarrillos por dia

Tiempo de consumo (afios)

2. ¢Fumo en el pasado de los 45 afios en adelante? sl |:|NO |:|
Si su respuesta es Si especifique niumero de cigarrillos y tiempo (afios) de consumo.
3. ¢ Convive con alguna persona fumadora durante el ultimo afio?  SI |:|NO |:|

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

Numero de cigarrillos por dia

Tiempo de consumo (afios)

4. ; Consume bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, té negro o refrescos de cola
(mas de 3 tazas o vasos al dia) durante el altimo afio? Sl |:| NO

Si su respuesta es Si especifique numero de tazas o vasos por dia y tiempo (afos) de consumo.

Numero de tazas o vasos por dia

Tiempo de consumo (afios)
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5.- ¢ Consumio bebidas con cafeina, como café de grano o soluble, té negro o refrescos de cola
(mas de 3 tazas o vasos al dia) de los 45 afios en adelante? Si DO |:|

Si su respuesta es Si especifique niumero de tazas o vasos por dia y tiempo (afos) de consumo.

Numero de tazas o vasos por dia

Tiempo de consumo (afios)

6. ¢Consume bebidas alcohdlicas durante el ultimo afio? (mas de una vez por semana)?

sil_] no[ ]

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

Numero de copas o equivalente por dia

Tiempo de consumo

Numero de copas o equivalente por semana

Tiempo de consumo

7 ¢ Consumié bebidas alcohdlicas de los 45 afios en adelante (mas de una vez por semana)?
sil_] no[]

Si su respuesta es Si especifique numero de copas o equivalentes (cervezas individuales, vasos
de combinacién de bebida y refresco o pulque) por dia o por semana y tiempo (afios) de
consumo.

Numero de copas o equivalente por dia

Tiempo de consumo

Numero de copas o equivalente por semana

Tiempo de consumo
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Si consume o consumia bebidas alcohdlicas especifique la(s) mas frecuente(s). Marque con una

cruz.

TIPO DE BEBIDA

PRESENTE

PASADO

Brandy

Ron

Tequila

Vodka

Cerveza

Pulque

Vino tinto

Vino blanco

Otros:

8 ¢Realiza ejercicio fisico en el ultimo afio (cuatro veces o mas por semana, por mas de 30

minutos al dia)?

si[_ ] Nno[ ]

Si su respuesta es Si especifique numero de veces por semana, el tiempo promedio por dia y los

afos 0 meses de practica.

Numero de veces por semana

Tiempo promedio por dia

Tiempo de practica (especifique afios o meses)

9. s Acostumbraba realizar ejercicio fisico de los 45 afios en adelante (cuatro veces por semana o

mas, por mas de 30 minutos al dia)?

st [ No [ ]

Si su respuesta es Si especifique numero de veces por semana, el tiempo promedio por dia y los

afos 0 meses que practicaba.

Numero de veces por semana

Tiempo promedio por dia

Tiempo de practica (especifique afios o meses)
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Especifique el tipo de ejercicio que realiza o realizaba. Marque con una cruz.

Actividad

Presente

Pasado

Caminar

Correr

Gimnasia

Yoga

Tai Chi

Natacion

Baile de salén

Baile regional

Otros. Especifique

10. ¢ Cuantas horas duerme al dia (dia y noche) en el ultimo afio?

De dia: De noche:

11. ¢ Cuantas veces se lava los dientes al dia o a la semana en el dltimo afio?

Numero de veces por dia

Numero de veces por semana

OBSERVACIONES:

Evaluador(a):

Supervisor(a):
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA* 2012

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

ESCALA DE CALIFICACION DE MENOPAUSIA
(MENOPAUSE RATING SCALE)

Clave:

Nombre: Edad: Fecha de evaluacion:

INSTRUCCIONES: Esta escala esta disefiada para registrar su percepcion personal sobre los sintomas de menopausia. Por favor
marque con una cruz (X) la opcion dentro del cuadro que indique cual de los siguientes sintomas y en qué medida diria ud. que
padece actualmente, siempre que haya ocurrido durante las ultimas dos semanas.

Sintomas Ninguno Poco severo | Moderado Severo Muy severo

0 1 2 3 4

1. Sofocos, sudoracién, bochornos

2. Molestias del corazén (cambios inusuales en el latido,
saltos en el latido, que se dilate su latido, opresion)

3. Problemas de suefo (dificultad en conciliar el suefio,
dormir toda la noche y despertarse temprano)

4. Estado de animo depresivo (sentirse decaida, triste, a
punto de las lagrimas, decaida, cambios de humor)

5. Irritabilidad (sentirse nerviosa, tensa, agresiva)

Anexos-65-




Sintomas

Ninguno

0

Poco severo

1

Moderado

2

Severo

Muy severo

4

6. Ansiedad (impaciencia, panico)

7. Agotamiento fisico y mental (descenso general de su
desempefio, deterioro de la memoria, falta de
concentracion, falta de memoria)

8. Problemas sexuales (cambios en el deseo sexual, en
la actividad y la satisfaccion)

9. Problemas de vejiga (dificultad para orinar,
incontinencia, deseo excesivo de orinar)

10. Resequedad vaginal (sensacion de resequedad,
ardor y problemas durante la relacién sexual)

11. Problemas musculares y en las articulaciones
(dolores reumatoides y en las articulaciones)

Heinemann LAJ, Potthoff P, Schneider HPG. International versions of the Menopause Rating Scale (MRS). Health Qual Life

Outcomes. 2003; 1:28. Disponible en: http://www.hglo.com/content/1/1/28.
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Nombre:

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES*ZARAGOZA*

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

ESCALA DE CALIFICACION DE MENOPAUSIA
(MENOPAUSE RATING SCALE [MRS]

FORMATO DE CALIFICACION

Clave:

Pregunta

Puntuacién por

pregunta

Sub-escala

psicologica

Sub-escala

somatica

Sub-escala

urogenital

10

11

Suma de
puntuaciones en
las sub-escalas

Total:

Total:

Total:

Suma total de las
sub-escalas

Puntuacion total:

Evaluador(a):

Supervisor(a):
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ANEXO 4

Nombre:

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

ESCALA ATENAS DE INSOMNIO

Clave:

Edad:

Sexo:

Fecha de evaluacion:

INSTRUCCIONES: Esta escala esta disefiada para registrar su propia percepcion de cualquier
dificultad en el dormir que usted pudiera haber experimentado. Por favor marque (encerrando en
un circulo el numero correspondiente) la opcién debajo de cada enunciado para indicar su
estimacion de cualquier dificultad, siempre que haya ocurrido durante la Gltima semana.

1. Induccién del dormir (tiempo que le toma quedarse dormido una vez acostado).

Ningun Ligeramente Marcadamente Muy retrasado o no durmio
problema. retrasado. retrasado en absoluto.
0 1 2 3
2. Despertares durante la noche.
Ningun problema. Problema menor Problema considerable Muy retrasado o no durmié
en absoluto.
0 1 2 3
3. Despertar final mas temprano de lo deseado.
No mas temprano Un poco mas Marcadamente mas Mucho mas temprano o no
temprano temprano durmié en lo absoluto
0 2 3
1
4. Duracion total del dormir.
Suficiente Ligeramente Marcadamente Muy insuficiente o no
insuficiente insuficiente durmié en lo absoluto
0 1 2 3
5. Calidad general del dormir (no importa cuanto tiempo durmié usted).
Satisfactoria Ligeramente Marcadamente Muy insatisfactoria o no
insatisfactoria insatisfactoria durmié en lo absoluto
0 1 2 3
6. Sensaciodn de bienestar durante el dia.
Normal Ligeramente Marcadamente Muy disminuida
disminuida disminuida 3
0 1 2
7. Funcionamiento (fisico y mental) durante el dia.
Normal Ligeramente Marcadamente Muy disminuida
disminuida disminuida 3
0 1 2
8. Somnolencia durante el dia.
Ninguna Leve Considerable Intensa
0 1 2 3

Soldatos C, Dikeos D, Paparrigopoulos T. Athens Insomnia Scale: validation of an instrument based
on ICD-10 criteria. J Psychosom Res. 2000; 48: 555-60.
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ANEXO 5

.ULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
*ZARAGOZA*™

DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

- JE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION

Efecto de dosis bajas de estrégenos sobre el estrés oxidativo,
sintomatologia posmenopausica, autoestima, estado afectivo y calidad de
vida

Antecedente y Objetivo

La menopausia es un proceso biolégico por el que pasa toda mujer, cominmente se refiere a la
ultima menstruacion (sagrado vaginal normal) que presenta la mujer en su vida después de la
etapa reproductiva, la cual se acompafia con frecuencia de cambios biolégicos denominados
climaterio (cese gradual de la funcidn ovarica) asocidandose con algunas molestias tales como
bochornos (sensaciéon de un aumento repentino de la temperatura corporal), cambios del estado de
animo, problemas de suefio, entre otros. Dichos cambios son consecuencia de la disminucion
significativa de los estrogenos. Entre las funciones relevantes que tienen los estrégenos, es la de
ser un importante antioxidante para el organismo, proporcionando proteccion contra enfermedades
relacionadas con el estrés oxidativo. Esta proteccion se pierde durante la menopausia,
incrementando riesgo para la presencia de enfermedades crénico-degenerativas como
enfermedades cardiovasculares.

Se conoce que la terapia estrogénica mejora mucha de la sintomatologia de la posmenopausia, y
existen algunos trabajos que indican la posibilidad de que se incremente la actividad antioxidante
del plasma, disminuyendo con esto el estrés oxidativo; sin embargo, produce algunos efectos no
deseables, por lo que se sugiere el uso de la mitad de la dosis.

Por tal motivo, en el presente estudio se medira la efectividad antioxidante de los estrogenos en
media dosis y su efecto sobre el estado de animo, la autoestima, trastornos del suefio y la calidad
de vida en general en mujeres de de 45 a 59 afos. Para tal efecto, las mujeres participantes
recibiran un tratamiento de estrégenos conjugados y medroxiprogesterona (MPA) en dosis baja,
por via oral durante 1 afio, bajo la supervision estricta de un ginecdlogo certificado. Se les
practicara una mastografia y un papanicolau antes de iniciar y al finalizar el tratamiento. Asimismo,
se mediran los marcadores biologicos de estrés oxidativo al inicio del tratamiento, 3, 6, 9 y 12
meses, asi como su estado de salud.

Procedimiento

Se seleccionaran mujeres de 45 a 59 afios clinicamente sanas voluntarias de la cd. de México. A
todas las participantes se les hara una medicion de composicion corporal y la toma de cuatro tubos
de sangre, ademas se les aplicaran un cuestionario de factores de riesgo pro-oxidantes, escala de
depresién autoaplicada de Zung (SDS), inventario del estado de ansiedad de Zung (ASI), la escala
Atenas de insomnio, el cuestionario WHOQoL-Bref, el Menopause Rating Scale, el Inventario de
Autoestima de Coopersmith y uno de estado ginecoldgico. Se realizaran pruebas hematoldgicas,
de quimica sanguinea con perfil de lipidos y niveles de estrégenos y FSH para establecer el estado
de salud.
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Condiciones para ingresar al estudio

= Mujeres de 45 a 59 afios.

= Clinicamente sanas que estén cursando con perimenopausia.

»= Pacientes con estudio citolégico vaginal normal (hasta Negativo II)
» Pacientes con mastografia normal.

= Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

Riesgos

No existe ningun riesgo agregado para su salud, las tomas de muestras sanguineas seran llevadas
a cabo por personal experimentado con agujas nuevas desechables en tubos al vacio. Si por
alguna circunstancia se observa sangrado vaginal anormal o dolor y/o aparicién de “bolitas” en
mamas, notificar para suspension del tratamiento.

Beneficios
Los resultados hematoldgicos y de quimica sanguinea pueden ser de utilidad para el conocimiento
de su estado de salud. Los resultados de los niveles de estrédgenos indicaran el nivel de funcion
ovarica. El tratamiento repercutira en beneficio para la sintomatologia posmenopausica y calidad
de vida.

Confidencialidad

Toda la informacion obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que sélo se le
proporcionara a la participante.

Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacién la podra consultar con los
participantes de la Unidad de Investigacion en Gerontologia.

Derecho a rehusar

La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Por lo que si decide no
hacerlo no le afectara en su atencion en la Unidad de Investigacion.

Pago por participacion en el estudio

Estoy informada y de acuerdo que NO recibiré ningun pago por mi participacién en el estudio.

Compensacion 6 tratamiento disponible en caso de dafio 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 hospitalizacién, pongan en riesgo la vida del paciente 0 se
requiera del uso de otros medicamentos, el patrocinador del estudio, Laboratorios Senosiain, se
encargara de los gastos que estos generen hasta la resolucién de los mismos.

CONSENTIMIENTO
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Consiento en participar en el estudio. He recibido una copia de este impreso y he tenido la
oportunidad de leerlo.

Contacto para preguntas

Si yo tengo cualquier pregunta relacionada con este estudio, podré contactar a:
Dra. Martha A. Sanchez Rodriguez teléfono: 5623-0766

Nombre y firma del participante

Nombre y firma de un familiar (testigo)

Nombre y firma de un testigo

Nombre y firma del investigador principal

México, D.F. a de del

En caso de no
saber leer y escribir,
poner huella digital.
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